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変形性関節症における GADD45β の発現と機能

はじめに

変形性関節症 (CtteoarthritimA)は加速す

る高齢化社会において、いわゆるCommon dis
easeと して最も頻度の高い骨 。関節疾患であ

る。本疾患は高齢者の日常生活を著しく低下さ

せるためその病態解明が重要な研究課題である

が、詳細な発生機序や決定的な治療効果が期待

できる標的分子は明らかになっていない。外傷

後に高頻度に発生すること、加齢による発生頻

度の増加や進行性の関節変形などから、本症の

発生 。進行には生体力学的ス トレスが関与する

ことが示唆されてきた。

我々はOAの軟骨を組織学的重症度に分類比

較し、OAの初期変化に特異的発現をする遺伝

子を網羅的に検索した。その結果、初期 OAの
軟骨で発現が克進する遺伝子のうち、ス トレス

反応性分子として知 られているGADD45β
(Growth′ vrest alld DNA damage inducible

protein 45β )に注目した。1

GADD45β は軟骨細胞の単層培養系におい

てBMP 2に よって短時間で (12hr)誘 導され

る分子で、軟骨細胞の内軟骨性骨化の過程で肥

大軟骨の形成に関与する。2 内軟骨性骨化で

は、増殖軟骨細胞が、基質を形成し、そのリモ

デリングを行いなが ら徐々に肥大 し、本来の

Type Ⅱ collagen主 体の蛋自合成から、TⅥЮ X

collagen主体の蛋白合成へと、その同化機能を変

貌させる。その後、MMP 13,MMP3,VEGF
などの基質分解酵素、血管誘導因子の発現によ

り、基質の破壊、血管の侵入、骨芽細胞の増殖、

基質合成による骨基質への置換が進む。軟骨細
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胞の増殖、肥大化にはBMP 2が関与することが

知られており、我々の先行研究において、BMP
2により誘導された GADD45β が、軟骨細胞の

肥大化に関わり、Type X collagenや MMP 13
などの肥大軟骨細胞特有の遺伝子発現を、APl
を介して制御していることが判明した。

この分子のOAでの機能を検討する目的で実

験的検討を行った。

方 法

1.加齢マウスにおけるGκ)D45β の発現

(免疫組織学的検討)

58週齢の老化マウスCAMPl)6匹及びコント

ロールとして58週齢のICRマウスの両膝を麻酔

下に摘出し冠状断で切 り出し、HE染 色及び

GADD45β による免疫染色を施行した。陽性細

胞数を、関節軟骨中心部と辺縁部にて比較検討

した。細胞の計測は各検体で 50 μm x 100 μ
mの領域を軟骨表層部と深部でそれぞれ 8領域

無作為に選択し、統計学的検討にはANOVAを
用いた。

2.軟骨細胞培養系を用いてそのApOptO素 に対

する関与の検討 (「lontstれ ,Cd Death

Assay)

1.培養細胞にはATDC5 cellを 用いた。予め

lentiviral siRNA― GFP,lentivial siRNA―

GADD45β を導入したGFP kllockdown(KD)

cellと GADD45β  KD cellを用いて比較検討し

た。

2.これらの細胞が DMEM―Ham'sF 12 10%
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FCSに てselnl connuentに 達 した後、50ng/ml

TNF αにて 24hr serum freeに て培養し、

10mg力湖 HoecIIst 33342 dyeに よる染色と、

釧 deah a―y Ht(Rchc】 こよるfragrnented

chromathの定量を行つた。

結 果

1 加齢マウスにおけるCADD45β の発現 (免

疫組織学的検討)

加齢マウス (SAMPl)お よびコントロール

(ICR)と もに関節中心部では、表層の軟骨細胞に

規則的に染色陽性で、深層部は殆ど染まらな

かつた。一方、関節辺縁部では、加齢マウスで

陽性細胞数が増加し、特にEnthesヽ 常に深層部

にも陽性細胞数が有意に増加していた (図 1)。

図 l GADD45β の免疫染色。

A)ICRマウスの関節辺縁訛

B)yWPlマ ウスの関節辺縁籠

C)ICRマ ウスおよびSAMPlマ ウスの関節

辺縁部でのCttDЫ 5 β陽性細胞数の比較。

十 P<005. ANOVA検 定。

2 軟骨細胞培姜系を用いてその A●op●翡に対

する関与の検討 0綺∝は 金罰に Cd Deab

Aasay)

GFP KD cellで TNF αにより誘導される

Apptosヽ は、GADD 4 5β KDにおいてさら

にその程度が丸進した。 (図 3. 4)
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考 察

今回の我々の検討ではGADD 4 5β がOA軟
骨において、変性を示す深層部の cluster
chondrocytesに 発現克進し、Anti ApoptOticの

作用を有していることが示された。OAにおけ

る軟骨細胞のApOptOsもについては議論があり、

その頻度が増えるという報告からあまり増加し

ないという報告まである。3.4567 我々は、

ApOptOsisが増加し、これにより軟骨基質の生

産が増加低下するのではなく、むしろAnti―

apoptoticな 作用によりApoptosisや Necrosも

を逃れる一方で、phenomeを変化させ、いわ

ゆるdedifferentiationに より、Type X col―

lagenや MMP 13、 Type l collagenな ど、正常

の軟骨細胞では発現が抑制されている蛋自の生

産が克進すると考えている。この形質転換にス

トレス反応性分子 GADD 45β が関わつてい

る。8,9,101112

最近、我々はGADD 45β と協調的に作用し、

OAの軟骨細胞において Type X collagenや

MMP13な どの遺伝子発現を制御する転写因子

として C/EBP βを同定 した。 この分子は、

GADD 45β と相乗的にAPl活性を克進する。

IC Rマ ウスでも正常軟骨に発現 しているが、

SAMPlマ ウスでは関節辺縁部やenthesisに 強

く発現し、この部位ではGADD 4 5β と共発現

している。これらのことは、C/EBP βは正常な

軟骨で何らかの機能を有しており、OAの進行

でGADD45β と共発現したときに軟骨細胞の

形質転換を促進することを示している。GADD
45β 自身は、細胞のHome∝ tasisに関わる分

子であり、細胞周期にも関わることから、多く

の周囲の分子 と協調 して機能するいわゆる

house keeping geneで ある。8910こ れが、特

定の環境で一群の分子と協調して、病的な形質

転換に関与することは興味深い。今後、OAの
軟骨変性が、どのような トリガーで、どのよう

な分子群の協調 によって進行す るのかを、

GADD 4 5β を中心に解明していきたいと考え

ている。
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