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研究課題名  小分子ライブラリーを用いた関節軟骨の生体恒常性維持に関わる新規化合物の探索 

研究成果の概要 

研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を

追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入

門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

「研究目的」 

超高齢社会の到来に伴って変形性関節症をはじめとする関節疾患患者数が増加し、医学的あるいは

医療経済学的にも大きな問題となりつつある。関節リウマチに対しては、抗 IL-6 抗体などの生物学

的製剤の開発により効果的な治療法が確立されつつあるが、変形性関節症に対する薬剤治療法として

はヒアルロン酸の関節内注入療法や消炎鎮痛剤を用いる対症療法が行われているのみで、現状では症

状のわずかな緩和・軽減しか期待できない。成長板を構成する軟骨細胞は増殖、肥大化に伴い分化が

進行し、最終的に骨に置換される内軟骨骨形成に重要な役割を果たす一方で、関節軟骨細胞は、どの

細胞を起源とするのか、どのような転写因子で分化が進行するのかについても未知である。細胞生理

学的に関節軟骨は増殖性に乏しく、一度損傷を受け破壊されると、関節組織が自己修復することは困

難であるため、IPS 細胞を用いた関節組織の再生を目指した研究も国内外を問わず活発に行われてい

る。変形性関節症に対する科学的に有効な治療薬あるいは、関節軟骨に対して保護的に作用し変形性

関節症の予防に役立つ薬剤を開発するためには、関節軟骨細胞の恒常性維持機構の理解と、関節軟骨

の発生・分化の分子メカニズムの解明が急務である。 

Prg4 は軟骨表層の摩擦の軽減や衝撃の吸収に深く関与するプロテオグリカンをコードする遺伝子

であり、Prg4 ノックアウトマウスは野生型マウスに比べ、軟骨変性が引き起こされやすい (Ruan et 

al. 2013)。一方 Gdf5 は、関節組織の発生に重要なサイトカインであり、その自然変異マウスでは変

形性関節症様の表現型を示す(Masuya et al. 2007)。したがって変形性関節症を始めとする関節疾患

に対する新規の治療戦略を編み出すためには、Prg4 および Gdf5 遺伝子の発現制御機構を取っ掛かり

として、関節軟骨細胞の形成に関わる新規分子基盤の理解が必要である。研究の戦略としては、低分

子化合物ライブラリーからPrg4や Gdf5の発現を制御する物質の探索を通してその化合物の薬理作用

を解明することで、Prg4, Gdf5 の発現制御に関わる細胞内シグナル伝達機構と関節軟骨の発生・分化

メカニズムおよび関節保護に関わる遺伝子など重要な知見が得られることが期待される。本研究計画

では、基礎配属実習で学んだCas9 ゲノム編集による遺伝子改変技術を応用して、ハイスループットア

ッセイに利用できるマウスを作出し、新規薬剤開発のためのスクリーニング技術の構築と新規化合物の
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創出を目指す。 

「研究方法」 

1, Prg4 および遺伝子に対する HiBIT のノックイン（KI）マウスの作出 

HiBiT は大きさがわずか 11 アミノ酸であり、LgBiT と高い親和性で結合して NanoLuc を構成し、基

質と反応することで、強い発光を生じる新規システムである。非常に強い発光のためタンパク質を過

剰発現させる必要がなく、内在性レベルで発現する目的タンパク質の定量化が可能であり、

CRISPR/Cas9 等のゲノム編集技術と組み合わせて HiBiT タグを挿入し目的タンパク質のモニタリング

を行うことでハイスループットアッセイが可能である。本研究では Prg4 および Gdf5 遺伝子の発現制

御機構を詳細に解明するために、Prg4, Gdf5 の C 末端部位に HiBIT を挿入したノックインマウスの

作出を試みた。具体的には、TAKE 法に準じて、当該遺伝子の終止コドン間近の上流に HiBiT タグを含

む短い 1本鎖 DNA (ssODN) をノックインした。Cas9 タンパク質、 crRNA、 tracrRNA、 ssODN を Opti-

MEM に混和し、エレクトロポレーションにて C57BL6/J マウス前核期受精卵に導入した。 20 時間培養

後、2細胞期に達したマウス胚を ICR 偽妊娠マウスに卵管移植し、HiBiT KI マウスを樹立した。 

2. Prg4,および Gdf5 遺伝子の発現制御機構の解明 

Prg4 および Gdf5 の発現調節に関わる因子は、関節軟骨の発生と恒常性維持に重要であると考えられ

るので、その発現を促進する生理活性物質または低分子化合物を検索するスクリーニングシステムを

構築することを試みた。具体的には 1.で作出した KI マウスから Prg4 または Gdf5 を特異的に発現す

る関節軟骨表層細胞を単離し、低分子化合物ライブラリーを作用させ、ルシフェラーゼによる発光を

増加させる低分子化合物を探索した。この生物学的に有意義なハイスループットスクリーニングシス

テムを用いることで、Prg4 および Gdf5 の発現を誘導する生理活性物質あるいは低分子化合物を同定

する。さらに同定した化合物の標的受容体、シグナル伝達機構および薬理作用の解明を通して Prg4 お

よび Gdf5 の発現制御に関わる主要なシグナル経路を明らかにすることを考えた。以上の実験を通し

て Prg4 および Gdf5 の発現調節に関わる標的分子が明らかになれば、変形性関節症治療に対する新規

治療薬の開発に貢献すると期待できる。 

「研究経過」 

1, Prg4 および遺伝子に対する HiBIT のノックイン（KI）マウスの作出 

過排卵処置を施した C57BL6/J マウスを自然交配させ受精卵を採取した。続いて、得られた受精卵に

対して、TAKE 法により HiBiT タグを含む短い 1本鎖 DNA (ssODN)、Cas９タンパク質、crRNA、tracrRNA

を Opti-MEM に混和し、エレクトロポレーションにて細胞内に導入した。20 時間培養後、2 細胞期に

達したマウス胚を ICR 偽妊娠マウスに卵管移植した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植から 19 日後に帝王切開を行い、GDF HiBiT ノックインマウスは 9匹、Prg4 HiBiT ノックインマ

ウスは 14 匹得ることができた。引き続き、マウス胎児の組織片から DNA を採取し、GDF HiBiT(A)と
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Prg4 HiBiT(B)が正しくノックインできているかどうか検討するために PCR 法にて遺伝子判定を行っ

た。この結果、GDF5-HiBiT は左から 2番、4番、5番、7番、Prg4-HiBiT は左から 2番、4番、9番、

11 番、13 番のサンプルにて HiBiT がノックインされた PCR 産物の長さに相当する DNA 断片が検出で

きた。さらに、これらの PCR 産物の DNA シークエンスを解析した結果、GDF HiBiT(C)と Prg4(D)の両

方にノックインが確認された。 

 

(A)                                        (B) 

    

 

(C)                                         (D) 

     

2. Prg4,および Gdf5 遺伝子の発現制御機構の解明 

 １で作成した KI マウスから Prg4 を特異的に発現する大腿骨膝関節の軟骨表層細胞（superficial 

zone cell ; SFZ cell）を採取した。生後３日齢マウスの膝関節を切断し、顕微鏡下で脛骨先端部、

大腿骨頭部の関節部位を採取した。採取した軟骨組織を 0.25%トリプシン/HBSS 緩衝液で１時間処理

した後に、0.25%コラゲナーゼ/DMEM 培地にて酵素処理を行った。分散された軟骨細胞を Human 

Fibronectin Cellware 100mm dish に培養し、ディッシュに接着した細胞のみ選別した。次に細胞が

サブコンフレントの状態に達したら、細胞を継代し、96well plate に 17×10^3cells の細胞密度にな

るように播種した。 

化合物ライブラリーは DMSO 溶媒に溶解しているために、DMSO 自体の毒性の影響について検討を行っ

た。Prg4 の発現を上昇させるポジティブコントロールに IL-1 を用いた。DMSO 濃度を 0%、0.1%、0.2%、

0.3%、0.5%、1%、2%それぞれに対して、IL-1 を 0ng/mL、1ng/mL、10ng/mL ずつ加え、SFZ cell への刺

激を加え、時間条件を振って条件の検討を行った。 

発光の測定は Promega 社の HiBiT Lytic enzyme を用い、添付のマニュアルの記載に従い、HiBiT 

Lytic buffer に対して 50:1 の HiBiT Lytic Substrate と 100:1 の LgBiT Protein を混合し、1well

に対して 20μLの試薬を加え、発光を測定した。発光の測定は IL-1 を添加後 12時間(E)、24 時間(F)、

48 時間(G)で行った。この結果、IL-1 による発光強度の増強は 24時間後のみで観察され、12 時間後、

48 時間後では発光の増加は見られなかった。この結果は 12 時間後では、IL-1 による Prg4 発現上昇

の効果が現れるまでの時間が短く、48 時間後では DMSO の影響を受けたため IL-1 による発現増加が見

られなかったと考える。 

40 50 60 70 400 410 420 

GTGAGCGGCTGGCGGC TG TTCAAGAAG'¥TTAGC GTGAGCGGCTGGCGGCTGTTCAAGAANNNNAGC 

闊［応闘闊昇刈ふ闘洲 贔~冒贔・麟~
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   (E)                                         (F) 
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「研究成果」 

 現時点での本研究での成果は、スクリーニングシステムを実施するための遺伝子改変マウスの作出

に成功したことである。実際に、Gdf5-HiBiT と Prg4-HiBiT のノックインマウスが正しく系統として

樹立できたことは今後の解析に非常に有用なマテリアルとして応用できるため、本研究の大きな前進

に寄与している。例えば、本研究で利用したように、マウス組織から細胞を採取して当該遺伝子の発

現をタンパクレベルでモニタリングすることが可能になった。また HiBIT タグによって特異的に発現

する部位を発光を用いて in vivo イメージングすることが可能である。 

本研究では、低分子化合物ライブラリーを作用させるにあたり、Prg4 発現を誘導する条件をある程

度絞り込むことができた。特に DMSO の暴露時間が最も影響を受けやすい因子であることが示唆され

たため、薬剤刺激後２４時間でスクリーニングを行うことが適切であると考えられる。また、DMSO 濃

度が 1%を超えると、IL-1 による発光の増加が減弱したため、薬剤濃度を DMSO1%以下になるような条

件にすることが適切であると考えられる。今後は、この条件下で化合物ライブラリーを作用させ、

Prg4、Gdf5 遺伝子の発現に関与する新規化合物の探索と同定を行い、関節保護に関わる薬剤開発を目

指したい。 
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