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緒　言

　変形性関節症は，日本では推定約 2,500 万人の患者
がいると言われており，関節軟骨が変性，破壊され，関
節構造の変形と機能障害を引き起こす非可逆的な運動
器疾患で，歯科領域では顎関節症Ⅳ型が属するとして
知られている 1）。変形性関節症患者では，関節に疼痛
が生じ，関節可動域が減少すると，日常生活に支障を
きたし，QOL が低下することが問題になっている。変
形性関節症は，加齢・外傷・体重負荷などの環境要因
と遺伝的要因が関与して発症することが示唆されてい
るものの，その発症機序は未だほとんど明らかになって
いない。そのため変形性関節症の治療法は，消炎鎮痛
剤投与等の対症療法や人工関節置換術に限られている。
したがって，より有効で侵襲性の少ない原因療法の確
立が求められている 1）。
　関節軟骨組織では，関節軟骨細胞は比較的疎に分布
し，その周囲に細胞外マトリックスが高密度で存在し
ている。関節軟骨の細胞外マトリックスは，主に水，
コラーゲン，プロテオグリカンで構成されている2, 3）。
生体のほとんどの組織と異なり，関節軟骨組織には血
管，リンパ管および神経がなく，関節軟骨細胞は，細
胞外マトリックスを産生するが，細胞の代謝は非常に
緩やかで関節軟骨細胞の分化段階を維持している2, 3）。
このため，関節軟骨組織は再生能力が極めて低く，一
旦損傷すると線維軟骨に置換され，関節軟骨の機能低
下が引き起こされる1-3）。
　椎骨，肋骨および四肢の長管骨などの多くの骨格は，
成長軟骨細胞による内軟骨性骨形成により形成され
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る4-7）。内軟骨性骨形成では，まず，未分化間葉系細胞
が凝集し，静止軟骨細胞，増殖軟骨細胞，肥大軟骨細
胞へと分化・成熟し，軟骨組織を形成する4-7）。その後，
軟骨組織の中心で肥大化した軟骨細胞がアポトーシス
を生じ，軟骨マトリックスの石灰化と分解が生じ，軟
骨組織に生じた間隙に血管が侵入する。血管に含まれ
る未分化間葉系細胞が骨芽細胞へと分化し，軟骨組織
が骨組織へ置換され，一次骨化中心を構成する4-7）。こ
の内軟骨性骨形成の一連の流れは，骨幹端でも起こり，
二次骨化中心が形成される4-7）。両骨端の骨化中心の間
の軟骨は，骨の成長中に成長板軟骨となる。関節腔と
二次骨化中心の間の部分では，関節軟骨細胞が中心と
なり関節を構成している。骨端部では，将来関節にな
る予定の部位に存在する未分化間葉系細胞が関節軟骨
細胞に分化し，関節軟骨組織を形成すると推察されて
いる8, 9）。関節軟骨細胞は，成長軟骨細胞と異なり，分
化段階を維持し，その形質を保つことにより関節軟骨
の機能を担っている。
　関節軟骨細胞に特異的に発現するサイトカインとし
て growth and differentiation factor 5（ GDF5）が知
られている10-12）。GDF5はbone morphogenetic protein

（BMP）ファミリーメンバーの一員で，軟骨および歯
などの様々な組織の発生に重要であることが知られてい
る10-14）。Gdf5 は，マウス肢芽では胎生 11.5 日頃から
軟骨前駆領域に弱い発現を認め，胎生14.5日にかけて
関節形成領域に限局して強く発現するようになり，そ
の後の成長とともに関節における発現が減少する14, 15）。
短指症を示すGdf5遺伝子の自然発生変異マウスである
Gdf5bp-3J マウスでは，GDF5 は関節形成領域を越えて，
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軟骨前駆領域まで持続的に強く発現し，指関節が融合
し，関節が形成されないことが示されている11）。Rosa26-

tdTomato マウスと Gdf5-CreER マウスを用いて，関節
組織の形成過程における Gdf5 の発現をトレースした研
究は，Gdf5 陽性細胞が関節周囲の組織から関節領域に
流入し，関節軟骨，半月板，靱帯，滑膜などの関節の
構造の形成に関与することを示している16）。さらに将来
の関節形成部位の空隙に存在する細胞は，Gdf5 の発現
を失って骨端軟骨に移動することが認められている16）。
以上の報告から，GDF5 は関節の形成に重要な役割を
果たしていると考えられる。また Gdf5 遺伝子に変異を
有するマウスが，変形性関節症に対して高い感受性を
示すことが明らかにされている17）。ヒト変形性関節症の
遺伝子解析研究より，GDF5 の遺伝子多型が変形性関
節症に密接に関係していることが示されている18-20）。こ
れらの遺伝学的研究は，GDF5 が変形性関節症の発症
に抑止的に機能している可能性を示している。
　ヒト iPS 細胞から軟骨分化させる実験系で，BMP2に
加えてGDF5が必要であることが示されている21）。この
研究報告は，GDF5 が関節軟骨の発生や維持において
は，同じファミリーである BMP2 と異なる作用を有し
ている可能性を示唆している。しかしながらGDF5が軟
骨細胞分化誘導作用を有する10, 22, 23）一方で，関節軟骨
を石灰化させずに細胞の恒常性を維持するメカニズム
は明らかになっていない。
　そこで本研究では，変形性関節症の発症機序の解明
と新規治療法の開発に貢献することを目的として，関
節軟骨細胞における GDF5 の役割および作用メカニズ
ムの解明を目指した。

材料と方法

1．細胞培養

　マウス胚細胞由来間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 細胞
およびマウス筋芽細胞株 C2C12 細胞は，理化学研究所

（埼玉，日本）より購入した。Lenti-X 293T 細胞は，
TAKARA（滋賀，日本）より購入した。C3H10T1/2 細
胞，C2C12 細胞および Lenti-X 293T 細胞は，10％ウシ
胎仔血清（FBS）（Cell Culture Bioscience, St. Louis,
MO, USA）および硫酸カナマイシン 250mg/ml（ファ
ルマ株式会社，東京，日本）を含むダルベッコ改変イ
ーグル（DMEM）培地（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA）にて 37℃，5％ CO2 気相下で培養した。

2．マウス肢芽細胞の単離およびマイクロマスカルチャー

　胎生 11 日齢の ICR マウス（オリエンタル酵母工業，
東京，日本）の肢芽を実体顕微鏡下にて分離し，0.1％
コラゲナーゼ（富士フイルム和光純薬，大阪，日本）
および0.1％トリプシン（Sigma-Aldrich）を含むDMEM

を用いて消化した。消化後，セルストレーナーでろ過
し，ろ過液中の細胞を遠心して，肢芽細胞を単離した。
細胞濃度が 2 × 107 細胞 /ml になるように 10％ FBS を
含む DMEM を追加し，20µl ずつ 5％ CO2 気相下で 120
分間培養した。ディッシュ底面に細胞が接着したのを
確認後，10％ FBS を含む DMEM を追加し，マイクロ
マスカルチャーした24）。

3．マウス関節軟骨表層（SFZ）細胞の単離および培養

　生後 3 日齢の ICR マウス（オリエンタル酵母工業）
の膝関節を実体顕微鏡下にて分離し，0.25％トリプシ
ン（Sigma-Aldrich）を含む HBSS（ナカライテスク，
京都，日本）を用いて 1 時間消化後，0.25％コラゲナ
ーゼ（富士フイルム和光純薬）を含む DMEM を用いて
1.5 時間消化した。消化後，セルストレーナーでろ過
し，ろ過液中の細胞を遠心し，BioCoatTM Fibronectin

Dish（コーニングインターナショナル株式会社，東京，
日本）にて 20 分培養し，DMEM にて 2 回 Wash し，
Dish 底面に接着した細胞を SFZ 細胞とし，10％ FBS を
含む DMEM にて培養した25）。

4．トランスフェクション

　培養細胞へのトランスフェクションは，リポフェク
ション法によって行った。リポフェクションには，
X-treme GENE 9（ Roche, Basel, Schweiz ）を用いて
行った。目的遺伝子を組み込んだプラスミドとX-treme

GENE 9 溶液を FBS 非含有 DMEM 中で15分間室温に
て反応させ，DNA- リポソーム複合体の形成後，細胞培
養液中に DNA- リポソーム複合体を添加することによ
りトランスフェクションを行った。

5．リコンビナント BMP2 の作製

BMP2 プラスミドを Lenti-X 293T 細胞にトランスフ
ェクションし，24 時間後に培養液を 10％ FBS 含有高
グルコース DMEM（Sigma-Aldrich）に交換した。さら
に 48 時間後に Lenti-X 293T 細胞培養液を回収し，フ
ィルター滅菌した培養上清をリコンビナント BMP2 と
して実験に用いた。作成したリコンビナント BMP2 の
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効果は C2C12細胞のアルカリフォスファターゼ活性の
促進効果により確認した。C2C12 細胞をリコンビナン
ト BMP2 の存在下あるいは非存在下の α-MEM 培地

（Sigma-Aldrich）にて 6 日間培養し，リン酸緩衝生理
食塩水（PBS）（富士フイルム和光純薬）にて洗浄後，
4％ホルマリン溶液（富士フイルム和光純薬）にて 10
分間固定し，330ng/ml nitro blue tetrazolium（Sigma-
Aldrich），165ng/ml bromochoroindory phosphate

（ Sigma-Aldrich ），100mM NaCl および 5mM MgCl2 を
含む 100mM トリス塩酸緩衝液（pH 9.5）にて反応さ
せ，染色を行った。

6．ルシフェラーゼアッセイ

BMP 応答性ルシフェラーゼレポーター遺伝子を
C3H10T1/2 細胞にトランスフェクションし，6 時間後
に BMP2 あるいは GDF5（R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA）を添加した。さらに48時間培養後，細胞を
溶解した。溶解したサンプルをルシフェラーゼ基質
液（Luciferase Assay Substrate）（Promega, Madison,
WI, USA ）と 混 合 し た 後，Glomax 96 microplate

Luminomater（Promega）を用いて，単位時間当たり
の相対発光強度（RLU）を計測した。

7．ウエスタンブロッティング

　細胞を PBS にて 2 回洗浄後，細胞溶解溶液（20mM

HEPES 緩衝液（pH7.5），150mM NaCl，1mM グリコ
ールエーテルジアミン四酢酸（Sigma-Aldrich），1.5mM

MgCl2，10％グリセロール（富士フイルム和光純薬），1
％ Triton X-100（Sigma-Aldrich），0.1mM オルソバナ
ジン酸ナトリウム（Sigma-Aldrich），10µg/ml アプロ
チニン（Sigma-Aldrich），10µg/mlロイペプチン（Sigma-
Aldrich），1mM ベンゼンスルホニルフルオリド塩酸塩

（Sigma-Aldrich）にて溶解した。この細胞溶解溶液を
遠心分離し（15,000g，4℃，20 分），その上清に 0.5M

メルカプトエタノール含有ドデシル硫酸ナトリウム
（SDS）サンプルバッファー（富士フイルム和光純薬）
を添加し，熱溶解後（95℃，5 分），サンプルとした。
サンプルを 10％ SDS- ポリアクリルアミドゲルにて電
気泳動し，ニトロセルロースメンブレンに転写後，一
次抗体として，抗リン酸化 Smad1/5抗体（#9516, Cell

Signaling, Danvers, MA, USA ）と反応させた。TBS-T
（Tris Buffered Saline-Triton X-100）および TBS（Tris

Buffered Saline）にて洗浄後，二次抗体として西洋わ
さび過酸化酵素を付与した抗ウサギ IgG 抗体（MBL，

名古屋，日本）と反応させた。ImmunoStar LD（富士
フイルム和光純薬）を用いて発光シグナルを増幅した
後，X 線フィルム（Kodak, New York, NY, USA）に現
像した。

8．Microarray 解析

　胎生 11 日齢マウス肢芽細胞から Nucleo Spin RNA

Plus（タカラバイオ株式会社，滋賀，日本）を用いて
全 RNA を精製し，得られた RNA から逆転写反応によ
り cDNA を作製し，作製した cDNA から GeneChip 3’
IVT PLUS Reagent Kit（ Affymetrix, Santa Clara, CA,
US）を用い，in vitro transcription により cRNA に転
写してビオチン標識を行った。標識 cRNA をハイブリ
ダイゼーションバッファーに加え，Mouse Genome 430
2.0 Array（Affymetrix）上で 16 時間のハイブリダイ
ゼー ショ ン を 行 っ た。GeneChip Scanner 3000 7G

（Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA）でスキャン
を 行 い，Affymetrix GeneChip Command Console

Software（Affymetrix）にて画像解析（CEL ファイル
の作成），Affymetrix Expression ConsoleTM Software

（Affymetrix）を用いて数値化（CHP ファイルの作成）
を行った。

9．アルシアンブルー染色

　細胞を PBS にて洗浄後，3.7％ホルマリン溶液（富
士フイルム和光純薬）にて固定し，70％エタノール（ナ
カライテスク）に浸漬した。5％酢酸（pH1.0）（富士
フイルム和光純薬）にて5分間インキュベート後，1％
アルシアンブルー溶液（5％酢酸，1％アルシアンブル
ー）（富士フイルム和光純薬）にて 10 分間反応させ，
染色を行った。

10．アリザリンレッド染色

　細胞を PBS にて洗浄後，70％エタノールにて 1 時間
固定した。脱イオンした純水にて洗浄後，室温で 4％
アリザリンレッド S 溶液（Sigma-Aldrich）にて 10 分
間反応させ，染色を行った。

11．RT-qPCR（Reverse Transcriptase-quantitative 
Polymerase Chain Reaction）

　細胞を PBS にて洗浄後，NucleoSpin RNA Plus Kit

（Marcherey Nagel, Duren, Germany）を用いて全 RNA

を精製した。回収した全 RNA を ReverTra Ace qPCR

RT Master Mix with gDNA Remover（東洋紡，大阪，
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日本）により逆転写反応を行い，cDNAを合成した。遺
伝子発現の定量は，Taqman PCR protocol にしたがっ
て FastStart TaqMan Probe Master（Roche）ならびに
Step One Plus real-time PCR system （Applied

Biosystems）を用いて行った。使用した Taqman プロ
ーブおよびプライマーは表 1 に示す。

12．Gdf5 遺伝子ノックアウト（KO）マウスの作製

Gdf5 遺伝子の第 1 エキソンの開始コドン直下に，
ZsGreen 遺伝子が挿入されるように設計し，CRISPR/
Cas9ゲノム編集法を用いて Gdf5-KO マウスを作製した

（図 1）。crRNA と trancrRNA をアニーリングし，ガイ
ドRNA（gRNA）を作製した。TAKE法26）にてC57BL6/
J マウスの前核期受精卵に Cas9 タンパク質，gRNA，
ssODN を導入し，20 時間培養後，2 細胞胚を偽妊娠
ICR 雌マウスの卵管に移植し，Gdf5-KO マウス（F0 世
代）を作製し，PCR 解析により遺伝子型の確認を行っ

た。F0 マウスと C57BL6/J を交配させて，PCR 解析に
て目的遺伝子の生殖系列への導入を確認し，Gdf5 遺伝
子欠損ヘテロマウス（F1 世代）を樹立した。Gdf5 遺
伝子欠損ヘテロマウス同士の交配により Gdf5-KO マウ
スを作製した。PCR解析にて使用したプライマーは（図
2）に示すとおりである。

13．ヘマトキシリン－エオジン（HE）染色

　生後 3 日齢マウスの肘関節および膝関節を 4％パラ
ホルムアルデヒド（富士フイルム和光純薬）に 4℃に
て一晩浸漬固定し，10％エチレンジアミン四酢酸

（EDTA）溶液（pH 7.0）（武藤化学株式会社，東京，
日本）にて 3 日間脱灰した。サンプルをパラフィン包
埋し，厚さ6µm の切片を作製した。切片は脱パラフィ
ン処理後，ヘマトキシリン溶液（武藤化学株式会社）
にて 5 分間染色し，流水洗浄後，エオジン溶液（武藤
化学株式会社）にて 5 分間染色してから脱水した。

表 1．RT-qPCR に用いた Taqman プローブおよびプライマーの配列

Target cDNA Probe and primer sequence（5’-3’）

β-Actin
probe: 5’-TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT-3’
sense primer: 5’-ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG-3’
anti-sense primer: 5’-CCTGGCTGCCTCAACACCTCAACCC-3’

Sox9
probe: 5’-CCTTCAACCTTCCTCACTACAGC-3’
sense primer: 5’-GGTGGAGTAGAGCCCTGAGC-3’
anti-sense primer: 5’-CCGCCCATCACCCGCTCGCAATAC-3’

Col2a1
probe: 5’-CCTCCGTCTACTGTCCACTGAG-3’
sense primer: 5’-TGGAGCCCTGGATGAGCAAG-3’
anti-sense primer: 5’-TGAGGTTGCCAGCCGCTTCGTCCA-3’

Acn
probe: 5’-TCACTGTTACCGCCACTTTCC-3’
sense primer: 5’-TGCTGCTCAGATGTGACTGC-3’
anti-sense primer: 5’-ACCGTCTCTCCGCATCCACCCAGG-3’

Col10a1
probe: 5’-GCCAAGCAGTCATGCCTGAT-3’
sense primer: 5’-GACACGGGCATACCTGTTACC-3’
anti-sense primer: 5’-AGCACTGACAAGCGGCATCCCAGA-3’

Mmp13
probe: 5’-GGTTATGACATTCTGGAAGGTTATCC-3’
sense primer: 5’-CGTGGTTCTCAGAGAAGAAGAGG-3’
anti-sense primer: 5’-CCCGTGTTCTCAAAGTGAACCGCAGCG-3’

Alp
probe: 5’-ATCTTTGGTCTGGCTCCCATG-3’
sense primer: 5’-TTTCCCGTTCACCGTCCAC-3’
anti-sense primer: 5’-TGAGCGACACGGACAAGAAGCCCTT-3’

Ihh
probe: 5’-GACTCATTGCCTCCCAGAACTG-3’
sense primer: 5’-CCAGGTAGTAGGGTCACATTGC-3’
anti-sense primer: 5’-CCACAGCCAGCCTGGACATCCCGA-3’

Osterix
probe: 5’-AGCGACCACTTGAGCAAACAT-3’
sense primer: 5’-GCGGCTGATTGGCTTCTTCT-3’
anti-sense primer: 5’-CCCGACGCTGCGACCCTCCC-3’

Runx2
probe: 5’-CTCCTTCCAGGATGGTCCCA-3’
sense primer: 5’-CTTCCGTCAGCGTCAACACC-3’
anti-sense primer: 5’-CACCACCTCGAATGGCAGCACGCT-3’
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図 1．Gdf5-KO マウスの設計
Gdf5 遺伝子の第 1 エキソンの開始コドン直下にある PAM 配列の 3 塩基下流を CRISPR/
Cas9 ゲノム編集法を用いて切断し，ZsGreen 遺伝子を挿入した。
Ex：エキソン，WT：野生型，KI：ノックイン

図 2．Gdf5-KO マウスの遺伝子型の確認に用いた PCR プライマーの設計
（A）各プライマーの塩基配列
（B）PCR プライマーの設計
（C）PCR 解析による各マウスの遺伝子型の確認
KO：Gdf5-KO，Het：ヘテロ変異型，WT：野生型，KI：ノックイン
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14．サフラニン O 染色

　生後 3 日齢マウスの肘関節および膝関節を 4％パラ
ホルムアルデヒドに 4℃にて一晩浸漬固定し，10％
EDTA 溶液（pH7.0）にて 3 日間脱灰した。サンプル
をパラフィン包埋し，厚さ6µm の切片を作製した。切
片は脱パラフィン処理後，0.1％ Fast Green 溶液（富
士フイルム和光純薬）にて5分間染色し，1％酢酸にて
洗浄後，0.2％ Safranin O 溶液（Sigma-Aldrich）にて
20 分染色した。

15．免疫染色

　生後 3 日齢マウス後肢を 4％パラホルムアルデヒド
に4℃にて一晩浸漬固定し，10％ EDTA 溶液（pH7.0）
にて3日間脱灰した。サンプルをパラフィン包埋し，厚
さ 6µm の切片を作製した。切片は脱パラフィン処理
後，1％ウシ血清アルブミン（Sigma-Aldrich）でブロ
ッキングし，一次抗体として抗マウス 2 型コラーゲン
抗体（Chondrex, Redmond, WA, USA）または抗ウサ
ギ PAX1 抗体（Abcam, Cambridge, UK）を用いて 4℃
にて一晩静置した。二次抗体としてAlexa Fluor 555標
識抗マウス IgG 抗体（ Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）
もしくは抗ウサギ IgG 抗体（Invitrogen）を反応させた
後 に，VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI

（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）にて核を
染色し封入した。

16．RNA-シークエンス解析

　生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスおよび野生型マウスの
SFZ 細 胞 か ら NucleoSpin® RNA Plus（ Marcherey

Nagel）を用いて全 RNA を回収した。ライブラリー調
整 に は TruSeq stranded mRNA sample prep kit

（ Illumina, San Diego, CA, USA ）を用いた。Illumina

NovaSeq 6000 platform（ Illumina）を用いてシークエ
ンスを行った。シークエンスリードは TopHat v2.0.13

（Center for Computational Biology, Baltimore, MD,
USA）とBowtie2 ver. 2.2.3（Center for Computational

Biology）と SAMtools ver. 0.1.19 を用いて，マウスの
リファレンスゲノム上にマッピングした。Cufflinks

version 2.2.1.を用いて fragments per kilobase of exon

per million mapped fragments（FPKM）を算出した。

17．統計処理

　3群間の比較は，一元配置分散分析を用い，P 値が5

％未満のものに対してTukey-Kramer法を用いて多重比
較検定を行った。統計学的処理はSPSS（IBM, Chicago,
IL, USA）を用いた。実験結果は，平均値±標準偏差

（SD）で表し，P 値が5％未満のものを有意差ありとし
た。

結　果

1．Smad シグナルに対する GDF5 の関与

BMP ファミリーメンバーである GDF5が BMP2と同
様に Smad シグナル経路を活性化するか否かを検討す
るために，マ ウ ス 胚 細 胞 由 来 間 葉 系 幹 細 胞 株
C3H10T1/2 に BMP 応答性ルシフェラーゼプラスミド
をトランスフェクションし，BMP2 または GDF5 を添
加し，その効果を検索した。その結果，GDF5は BMP2
と同じく，BMP 応答性ルシフェラーゼの活性を促進し
た（図 3（A））。次に Smad1/5 のリン酸化を指標に，
GDF5が Smad シグナルを活性化するか否かを，抗リン
酸化 Smad1/5抗体を用いたウエスタンブロッティング
法により検討した。その結果，GDF5 は BMP2 と同様
に Smad1/5 のリン酸化を促進した（図 3（B））。

2．GDF5 と BMP2 の標的遺伝子の検討

GDF5 と BMP2 の生物学的作用の違いの有無を明ら
かにするために，マウス肢芽細胞とマウス SFZ 細胞に
おける GDF5 と BMP2 の標的遺伝子を Microarray 解析
により検索した。胎生11日齢マウスの肢芽細胞あるい
は生後3日齢マウスの SFZ 細胞に，BMP2または GDF5
を添加したサンプルを用いて Microarray 解析を行い，
発現量がリガンド非添加群である対照群に対して 2 倍
以上に上昇した遺伝子を標的遺伝子とした。マウス肢
芽細胞においては，GDF5の標的遺伝子の約3分の2が
BMP2の標的遺伝子と一致していた（図4（A））。マウ
ス SFZ 細胞においても GDF5 の標的遺伝子の多くが
BMP2 の標的遺伝子と一致していた（図 4（B））。これ
らの結果より，少なくとも，マウス肢芽細胞および SFZ

細胞では，GDF5 と BMP2 は多くの共通の標的遺伝子
を有していることが示された。したがって GDF5は，マ
ウス肢芽細胞および SFZ 細胞において BMP2 と同様の
作用を有している可能性があると推察された。

3．マウス肢芽細胞および SFZ 細胞の軟骨細胞分化に
対する GDF5 と BMP2 の比較検討

　マウス肢芽細胞における GDF5 と BMP2 の生物学的
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作用の有無を検討するために，マウス肢芽細胞の軟骨
細胞分化に対する GDF5 と BMP2 の効果をアルシアン
ブルー染色とアリザリンレッド染色を指標に比較検討
した。その結果，GDF5 は BMP2 と同様に軟骨基質を
軽度に増加させ，軟骨細胞の初期分化を促進すること
が示された（図 5（A））。また GDF5 および BMP2 は，
マウス肢芽細胞の石灰化を促進した（図 5（B））。こ
れらの結果より，マイクロマスカルチャーによる軟骨
分化を刺激する培養条件下では，GDF5 は BMP2 と同
様に肢芽細胞の軟骨細胞分化を促進することが示され
た。これに対して BMP2 は SFZ 細胞基質の石灰化を誘

図 3．Smad シグナルに対する GDF5 の関与
（A）C3H10T1/2 細胞に BMP 応答性ルシフェラーゼプラ

スミド（ BRE-Luc ）をトランスフェクションし，6
時間後に DMEM に培地交換した。その後，GDF5 ま
たは BMP2 を添加し，48 時間後にルシフェラーゼア
ッセイを行った。グラフの値は平均値および標準偏
差を示す。（n＝4, **P＜0.01）

（B）C2C12 細胞に GDF5 または BMP2 を添加し，5 分後
あるいは 15 分後に細胞溶解し，細胞内のタンパク質
を回収した。回収したタンパク質は SDS- ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動法にて分離し，抗リン酸化
Smad1/5 抗体を用いたウエスタンブロッティング法
により解析した。

図 4．GDF5 と BMP2 のマウス肢芽細胞および SFZ 細胞に
おける標的遺伝子

（A）胎生 11 日齢 ICR マウスより肢芽細胞を採取し，
GDF5 または BMP2 を添加し，24 時間後に全 RNA を
回収し，Microarray 解析を行った。

（B）生後 3 日齢 ICR マウスより SFZ 細胞を採取し，
GDF5 または BMP2 を添加し，24 時間後に全 RNA を
回収し，Microarray 解析を行った。�
発現量がリガンド非添加群である対照群に対して 2
倍以上に上昇した遺伝子を標的遺伝子とした。�
数値は遺伝子数を示す。各グループの遺伝子数の割
合を％で表示した。

図 5．マウス肢芽細胞の軟骨細胞分化に対する GDF5 と
BMP2 の比較検討

胎生 11 日齢 ICR マウス肢芽細胞をマイクロマスカルチャ
ーし，GDF5 または BMP2 を添加し，3 日間培養後アルシ
アンブルー染色（A）し，また培養 3 日後にアスコルビン
酸（50µl/ml）および βグリセロリン酸（5mM）を加え，
さらにその 4 日後にアリザリンレッド染色（B）した。
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導したが，GDF5 は効果を示さなかった（図 6）。この
実験結果より，GDF5 は SFZ 細胞の永久軟骨細胞とし
ての機能的恒常性の維持に関与している可能性が示唆
された。
　さらに，マウス肢芽細胞と SFZ 細胞の軟骨細胞分化

に対する GDF5 の効果を検索するために，軟骨分化マ
ーカー遺伝子発現を指標にその効果をRT-qPCR解析に
て検討した。胎生11日齢マウスより採取した肢芽細胞
に GDF5 または BMP2 を添加し，24 時間後に全 RNA

を回収し，RT-qPCR 解析を行ったところ，GDF5 は
BMP2 と同様に中・後期の軟骨分化マーカーであるア
ルカリフォスファターゼやインディアンヘッジホッグ
の発現を増加させた（図 7）。また，胎生 11 日齢マウ
スより採取した肢芽細胞をマイクロマスカルチャーし，
GDF5または BMP2を添加し，72時間後に全 RNA を回
収し，RT-qPCR 解析を行ったところ，軟骨分化マーカ
ーの増加はさらに顕著になり，GDF5はマウス肢芽細胞
では，BMP2 と同様に軟骨分化の初期マーカーである
Sox9，2 型コラーゲンおよびアグリカンや，中・後期
の軟骨分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ
やインディアンヘッジホッグの発現を増加させた（図
8）。
　一方，生後 3 日齢マウスより採取した SFZ 細胞に，
GDF5または BMP2を添加し，24時間後あるいは72時
間後に全 RNA を回収し，RT-qPCR 解析を行ったとこ
ろ，GDF5 および BMP2 は SFZ 細胞の軟骨分化の初期

図 6．マウス SFZ 細胞の軟骨細胞分化に対する GDF5 と
BMP2 の比較検討

生後 3 日齢 ICR マウスより SFZ 細胞を採取し，マイクロ
マスカルチャーし，アスコルビン酸（50µl/ml）および β
グリセロリン酸（5mM ）を加え，GDF5 または BMP2 を
添加し，培養後 7 日後と 10 日後にアリザリンレッド染色
を行った。

図 7．マウス肢芽細胞の軟骨細胞分化に対する GDF5 と BMP2 の比較検討
胎生 11 日齢 ICR マウス肢芽細胞を採取し，GDF5 または BMP2 を添加し，その 24 時間後に全 RNA を精製し，
RT-qPCR により，上記遺伝子の発現を定量し，β- アクチンにて標準化した。グラフの値は，非添加群（Cont）
を 1 とした倍数にて算出した平均値および標準偏差を示す。（n ＝ 3, *P＜0.05�� **P＜0.01）
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マーカーの発現に対しては効果を示さなかった（図 9，
図 10）。また，BMP2 はマウス SFZ 細胞において 10 型
コラーゲン，アルカリフォスファターゼ，インディア
ンヘッジホッグおよび Osterix などの後期軟骨分化マ
ーカーの発現を増加させたが，GDF5はこれらの遺伝子
の発現に対してはほとんど効果を示さなかった（図 9，
図10）。このRT-qPCR解析の実験結果は，GDF5のSFZ

細胞の石灰化に対する効果と一致している。したがっ
て，GDF5 は BMP2 と同様にマウス肢芽細胞に対して
は軟骨細胞分化誘導作用を有するが，マウス SFZ 細胞
に対しては BMP2と異なり，石灰化誘導作用を有さず，
関節軟骨の恒常性を維持する上で重要な役割を担って
いると示唆された。

4．Gdf5-KO マウスの解析

GDF5 が関節軟骨細胞の恒常性を維持するメカニズ
ムを検討するために，Gdf5-KO マウスを作製した。生
後 5 週齢において Gdf5-KO マウスの四肢や指は，野生
型マウスよりも短縮しており，歩行異常を呈する等の
変形性関節症様の病態を示した（図 11）。Gdf5-KO マ
ウスの表現型をさらに検討するために，生後 3 日齢の

Gdf5-KO マウスの肘関節および膝関節を病理組織学的
に検索した。その結果，生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの
関節頭は縮小していた（図 12，図 14）。関節軟骨およ
び半月板の形態ならびに細胞に明確な差を認めなかっ
たが，サフラニン O 染色陰性の関節軟骨表層の領域が
Gdf5-KO マウスでは野生型マウスよりも菲薄化してお
り，特に関節軟骨が接している部位においてその傾向
が顕著だった（図 13，図 15）。
　次に，マウス SFZ 細胞における GDF5 の標的遺伝子
を検討するために，生後 3 日齢野生型および Gdf5-KO

マウスより SFZ 細胞を採取し，24 時間後に全 RNA を
回収し，RNA- シークエンス解析を行った。その結果，
Gdf5-KO マウス由来 SFZ 細胞では，マウス肢芽および
SFZ 細胞で高発現している，Satb2，Slc13a5，Trpm5

および Pax1 の発現が顕著に減少していた（表 2）。そ
こで免疫染色法により生後 3 日齢の野生型および
Gdf5-KO マウスの PAX1 の発現を解析した。内軟骨性
骨形成の前期マーカーである 2 型コラーゲンの発現は
RNA- シークエンス解析の結果と同様に，野生型および
Gdf5-KO マウスで同程度であった（図16）。一方 PAX1
の発現は，RNA- シークエンス解析の実験結果に一致し

図 8．マイクロマスカルチャーしたマウス肢芽細胞の軟骨細胞分化に対する GDF5 と BMP2 の比較検討
胎生 11 日齢 ICR マウス肢芽細胞をマイクロマスカルチャーし，GDF5 または BMP2 を添加し，その 72 時間後
に全 RNA を精製し，RT-qPCR により，上記遺伝子の発現を定量し，β- アクチンにて標準化した。グラフの値は，
非添加群（Cont）を 1 とした倍数にて算出した平均値および標準偏差を示す。（n ＝ 3, *P＜0.05, **P＜0.01）
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図 9．マウス SFZ 細胞の軟骨細胞分化に対する GDF5 と BMP2 の比較検討（24 時間後）
生後 3 日齢 ICR マウス SFZ 細胞を採取し，GDF5 または BMP2 を添加し，24 時間後に全 RNA を精製し，
RT-qPCR により，上記遺伝子の発現を定量し，β- アクチンにて標準化した。グラフの値は，非添加群（Cont）
を 1 とした倍数にて算出した平均値および標準偏差を示す。（n＝3，*P＜0.05，**P＜0.01）

図 10．マウス SFZ 細胞の軟骨細胞分化に対する GDF5 と BMP2 の比較検討（72 時間後）
生後 3 日齢 ICR マウス SFZ 細胞を採取し，GDF5 または BMP2 を添加し，72 時間後に全 RNA を精製し，
RT-qPCR により，上記遺伝子の発現を定量し，β- アクチンにて標準化した。グラフの値は，非添加群（Cont）
を 1 とした倍数にて算出した平均値および標準偏差を示す。（n ＝ 3，*P＜0.05，**P＜0.01）
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て，Gdf5-KO マウスで減少していた（図 16）。

考　察

　ヒトおよびマウスの遺伝学的研究により，GDF5 遺伝
子の変異が変形性関節症の発症に大きく関与している
ことが明らかにされつつある17-20）。また関節軟骨細胞の
発生あるいは分化において，表層関節軟骨細胞に特異
的に発現する GDF5 が密接に関与していることも示唆
されている10, 11, 14, 16, 27, 28）。したがって，GDF5 は関節軟
骨細胞の形成や機能の維持に重要な役割を果たしてい
ると考えられている。しかしながら，GDF5が関節軟骨
細胞においてどのような役割を担っているかは未だ不明
である。そこで本研究では，関節軟骨細胞における
GDF5が担っている役割を明らかにし，その作用メカニ
ズムの解明を目指した。まず本研究では，GDF5とその
ファミリー分子である BMP2との作用を比較し，GDF5
が関節軟骨細胞において特異的機能を有するか否かを
検討した。GDF5は，Smad1/5シグナルを活性化し，マ
ウス肢芽細胞および SFZ 細胞において，BMP2 と共通
の標的遺伝子を多く有することが明らかとなった。し
たがって，GDF5 は Smad 経路を介して，これら BMP2
と共通の遺伝子の発現を制御していると示唆された。一

図 11．生後 5 週齢 Gdf5-KO マウスの表現型
生後 5 週齢の野生型マウスおよび同腹の Gdf5-KO マウスの
全体像
WT：野生型マウス，KO：Gdf5-KO マウス

図 12．生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの肘関節の縮小化
生後 3 日齢野生型マウスおよび同腹 Gdf5-KO マウスの肘関節の HE 染色を行った。
WT：野生型マウス，KO：Gdf5-KO マウス，hu：上腕骨，ra：橈骨
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図 13．生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの肘関節の関節軟骨表層領域の菲薄化
生後3日齢野生型マウスおよび同腹 Gdf5-KO マウスの肘関節のサフラニン O 染色を行った。
WT：野生型マウス，KO：Gdf5-KO マウス，hu：上腕骨，ra：橈骨

図 14．生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの膝関節の縮小化
生後 3 日齢野生型マウスおよび同腹 Gdf5-KO マウスの膝関節切片の HE 染色を行った。
WT：野生型マウス，KO：Gdf5-KO マウス，Fe：大腿骨，Ti：脛骨，Fi：腓骨
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方 GDF5 は，BMP2 と異なる標的遺伝子も多数有して
おり，GDF5 特異的なシグナル伝達経路が深く関与し
ていると推測される。さらに，これら GDF5 に特異的
な標的遺伝子は，マウス肢芽細胞および SFZ 細胞で異
なっていたので，GDF5 特異的な標的遺伝子は，細胞
種に依存しており，その発現の制御には，細胞それぞ
れによって異なるシグナル伝達あるいは転写制御機構
が関与している可能性が考えられた。本研究では，
GDF5 によって活性化される特異的なシグナル伝達経
路や転写発現制御機構は明らかになっていないが，関
節軟骨細胞における GDF5 の分子作用メカニズムの解
明の進展のために検討すべき研究課題である。

GDF5 は，BMP2 と同様に肢芽細胞および SFZ 細胞
の双方に対しては軟骨細胞への分化誘導作用を有した。

興味深いことに，BMP2 が SFZ 細胞の石灰化を誘導し
たことに対し，GDF5 は石灰化の誘導に対して効果を
示さなかった。成長軟骨細胞は，2 型コラーゲンやア
グリカンなどの軟骨特異的な細胞外マトリックスを分
泌した後に，肥大軟骨細胞に分化し，軟骨細胞外マト
リックスは，石灰化され分解される4-7）。これに対して
正常な関節軟骨細胞は肥大化せずに，その細胞外マト
リックスも分解されず関節軟骨の機能の維持に大きく
貢献している29）。しかし変形性関節症では，関節軟骨
細胞は10型コラーゲンや MMP13を発現し，肥大化し，
軟骨細胞外マトリックスは石灰化し骨棘を形成するこ
とが明らかにされている30-33）。最近，変形性関節症の初
期において，関節軟骨部で骨棘形成が生じ，半月板の
逸脱を招き，変形性関節症の病態が不可逆的に進行す

図 15．生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの関節軟骨表層領域の菲薄化
生後3日齢野生型マウスおよび同腹 Gdf5-KO マウスの膝関節切片をサフラニン O 染色した。
WT：野生型マウス，KO：Gdf5-KO マウス，Fe：大腿骨，Ti：脛骨，Fi：腓骨

表 2．生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの SFZ 細胞において発現が減少した遺伝子
生後 3 日齢野生型マウスおよび同腹 Gdf5-KO マウスより SFZ 細胞を採取し，24 時間後に全 RNA

を回収後，RNA-シークエンス解析した。マウス肢芽に高発現しており，Gdf5-KO マウスで発現が
半分以下に減少していた遺伝子を示す。

略　称 遺伝子名 Fold Change

Satb2 special AT-rich sequence binding protein 2 2.639
Slc13a5 solute carrier family 13 member 5 4.731
Trpm5 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5 3.294
Pax1 paired box 1 2.937
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ることが示されている34）。このように，関節軟骨細胞が
石灰化せずに，その分化段階を維持することは，変形
性関節症の抑止に非常に重要な生物学的作用である。
したがって，GDF5が軟骨細胞分化誘導能を有するにも
拘らず，石灰化機能を示さないことは，重要な知見で
あると示唆される。
　細胞の分化および運命決定において，転写因子が中
心的な役割を果たしている。成長軟骨細胞の分化・成
熟においても転写因子 Sox9，Runx2 および Osterix が
必須的役割を果たしている5, 35-40）。Sox9 は，軟骨の初
期に不可欠な転写因子であり，2 型コラーゲンやアグ
リカンの遺伝子発現を誘導している35, 37）。Runx2は，ア
ルカリフォスファターゼ，インディアンヘッジホッグ
および10型コラーゲンの遺伝子発現を制御し，成長軟
骨細胞の肥大化に必須的役割を果たしている39, 41）。
Osterix は，Runx2 により発現制御されており，軟骨基
質の分解を担う Mmp13 の発現を誘導し，軟骨細胞外
マトリックスの石灰化および分解に必須的役割を担っ
ていることが示されている40）。本研究では，GDF5 が
BMP2 と同様に，肢芽細胞においてアルカリフォスフ
ァターゼ，インディアンヘッジホッグおよび10型コラ
ーゲンの遺伝子発現を増加させることを見出している。
しかしながら，GDF5 は BMP2 と異なり，Mmp13，

Osterix および Runx2 の発現を増加させなかった。さ
らに SFZ 細胞においては，GDF5 はアルカリフォスフ
ァターゼ，インディアンヘッジホッグおよび10型コラ
ーゲンの遺伝子発現も増加させなかった。この結果か
らも，GDF5 は BMP2 と異なり，関節軟骨細胞の肥大
化および石灰化には関与しないことが示され，その作用
は SFZ 細胞でより顕著であることが遺伝子レベルでも
確認された。すなわち GDF5 は，これらの遺伝子発現
を増加させないことにより，関節軟骨細胞のさらなる分
化や石灰化に対して抑制的に機能していると推察され
た。しかしながら，肢芽細胞において，Runx2 や
Osterix の発現を増加させないにも拘らず，アルカリフ
ォスファターゼ，インディアンヘッジホッグおよび 10
型コラーゲンの遺伝子発現を増加させたメカニズムに
ついては，さらなる検証が必要である。また近年の研
究により，SFZ 細胞が成長軟骨細胞と異なる特性と遺
伝子発現プロファイルを有していることが明らかにされ
ている。SFZ 細胞は，GDF5 に加えて，プロテオグリ
カン Prg4 を特異的に発現している42）。しかしながら軟
骨細胞の特異的細胞外基質である 2 型コラーゲン遺伝
子を全く発現していないことが示されている43）。したが
って，SFZ 細胞は分化の初期段階で，成長軟骨細胞と
は異なる分子メカニズムで制御されている可能性が示

図 16．生後 3 日齢 Gdf5-KO マウスの膝関節における PAX1 の発現減少
生後 3 日齢野生型マウスならびに同腹 Gdf5-KO マウスの膝関節切片を抗 2 型コラーゲン抗体（α-COL2）ある
いは抗 PAX1 抗体（α-PAX1）を用いて免疫染色を行った後，蛍光顕微鏡を用いて観察した。
WT：野生型マウス，KO：Gdf5-KO マウス
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唆される。肢芽細胞は，SFZ 細胞と成長軟骨細胞の両
者の起源を有していると考えられるので，それぞれの分
化機構がどのように制御されているのかは，非常に興味
ある点であり，SFZ 細胞が石灰化しないメカニズムの
解明に加えて，変形性関節症に対する再生医療の開発
にも大きく貢献すると期待される。
　マウスの関節の形成過程において，関節軟骨，靱帯，
半月板におけるBmp2 とGdf5 の発現領域が異なること
が明らかにされている。Gdf5は胎生14日齢では関節形
成領域全体に強く発現し，胎生16日齢にかけて関節軟
骨表層，半月板，および十字靱帯に強く発現するが，成
長とともに発現がほとんど認められなくなる15）。一方，
Bmp2 は胎生16日齢で関節軟骨表層と半月板表層にわ
ずかに発現し始め，生後 0 日齢では関節軟骨表層と半
月板表層での発現を強め，成長とともに発現が減少す
るが，関節軟骨表層，半月板にわずかに発現し続け
る15）。また SFZ 細胞特異的に Bmp2 を欠損させたコン
ディショナル KO マウスでは，関節軟骨表層において
は明らかな異常を認めなかったものの，半月板における
プロテオグリカンが減少し，変形性関節症様病態を呈
することが示されている15）。このように，GDF5はBMP2
と異なる生物学的作用に加えて，発現領域の違いによ
っても関節の形成に特異的な作用を発揮していると示
唆される。
　本研究では，GDF5 が関節軟骨細胞の恒常性を維持
するメカニズムを検討するために，Gdf5-KO マウスを
作製した。Gdf5-KOマウス由来SFZ細胞を用いてRNA-
シークエンス解析を行った結果，Gdf5-KO マウス由来
SFZ 細胞では，マウス肢芽組織および SFZ 細胞で高発
現している Pax1 の発現が顕著に減少していた。Pax1

は胚発生過程で体節の硬節に発現し，脊柱の形成に重
要な役割を担う転写因子として知られており，Pax1 遺
伝子 KO マウスが椎体や椎間板の部分的欠損や形態異
常を呈し，肋軟骨の近位端の石灰化の亢進を示すこと
が報告されている44）。これに一致して，ニワトリ胚の
前肢にPax1を過剰発現させると軟骨の成熟および肥大
化が阻害されることが明らかになっている45）。Pax1 と
同じ Pax 遺伝子サブファミリーに属し，椎体や椎間板
の発生に重要な役割を担う Pax9 と，Pax1 の二重変異
マウスを比較した研究では，Pax1-/-;Pax9-/- マウスにお
ける Sox5，2 型コラーゲンならびにアグリカンの遺伝
子発現が，Pax1＋/-;Pax9-/- マウスに比べて減少すること
が示されている46）。また軟骨特異的に Gdf5 を過剰発現
させると，脊柱の形成過程において将来椎体になる部

位での Pax1 の発現が減少し，椎体が形成されないこと
が報告されている47）。このように Pax1 の発現が過剰で
あっても減少しても軟骨細胞の分化が阻害されること
は興味深い。Pax1の発現が過剰な場合に負のフィード
バックが働く可能性や，Pax1 の発現の減少に対しては
代償する機構が存在しない可能性が推測される。さら
に，Pax1 や Pax9 の標的遺伝子と Bmp4 の標的遺伝子
や TGFβの標的遺伝子の一部が一致するという報告が
あり46），Pax1 と BMP ファミリーのシグナル伝達が直
接的あるいは間接的に作用している可能性も考えられ
る。これらの報告からも，Pax1 が GDF5の標的遺伝子
として，下流で関節軟骨細胞の恒常性の維持に関与し
ている可能性が示唆された。今後は Gdf5-KO 細胞由来
の SFZ 細胞が石灰化能を有するのかを検討し，さらに
理解を深めていきたい。
　本研究で作製した Gdf5-KO マウスは，関節の構造は
ほぼ正常であったものの，野生型マウスより四肢や指
が短縮しており，関節頭の縮小化を示した。また関節
軟骨表層の領域は Gdf5-KO マウスでは，野生型マウス
よりも菲薄化しており，特に関節軟骨が接している部
位においてその傾向が顕著だった。過去の論文でも
Gdf5 遺伝子の自然発生変異マウス，Gdf5bp-J マウスは，
関節頭を形成するが縮小化を呈し，関節頭間の距離が
短くなっていることが報告されている27）。Gdf5 遺伝子
が欠失するにも拘らず関節が形成された要因として，他
の因子が代償的に機能している可能性が推察される。自
然発生変異マウスである Gdf5bp-J マウスと Gdf6-KO マ
ウスを交配させた Gdf5 遺伝子と Gdf6 遺伝子の二重変
異マウスは，Gdf5 あるいは Gdf6 単独の遺伝子変異マ
ウスよりも指節関節のより重度な変形を認めることか
ら48），Gdf5 と Gdf6 は互いに代償しあっている可能性
が考えられる。GDF6 も BMP ファミリーメンバーの一
員で，骨格や関節の形成に重要な役割を果たすことが
知られている48）。GDF6は間葉系前駆細胞の軟骨細胞分
化を促進することが明らかになっている49 ）。また
Gdf6-KO マウスは足根骨と手根骨の融合，中耳のツチ
骨，キヌタ骨，アブミ骨の形態異常など複数の関節欠
損を示すことや頭蓋骨において冠状縫合が融合するこ
とが報告されている48, 50）。これらの報告から Gdf6 は，
部分的に Gdf5 を代償するとともに，変形性関節症の発
症の抑止に関与していると推察される。関節軟骨の形
成と恒常性の維持におけるGDF6の役割の解明とGDF5
との相違に関する検討は今後の重要な課題である。
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結　論

　関節軟骨の恒常性を維持するメカニズムの解明は，
変形性関節症の予防や新規治療法の開発に大きく貢献
すると期待される。今後，関節軟骨細胞の特性やGDF5
の生物学的機能を明らかにし，関節軟骨の形成や恒常
性を維持する制御機構に対して理解を深め，変形性関
節症の予防や治療法の開発の一助となれば幸いである。
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