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はじめにはじめにはじめにはじめに    

進行した変形性関節症(OA)は不可逆的

なので、一生を自身の関節で活動する為

には軟骨変性を予防する他ない。これか

らの更なる高齢化社会や若年 OA 患者に

とって、この関節軟骨変性の進行抑制治

療は、待望される次世代医療であろう。

薬物治療は一つの理想的なアプローチで

あるが、しかしその開発の前提となる関

節軟骨変性の分子メカニズムは、完全に

解明されていない。我々は、この関節軟

骨変性における責任分子の同定と、その

機能解析を目的として研究を行って来た。 

軟骨細胞の分化は、間葉系細胞が凝集し

てマスター転写因子 Sox9 を発現する事

で始まり、II 型コラーゲン(Col2a1)やア

グリカン(Acan)を発現する増殖軟骨細胞、

さらに X 型コラーゲン(Col10a1)を発現

する肥大軟骨細胞へと成熟して周囲の基

質を石灰化し、最終的にはマトリック

ス・メタロプロテネース 13(Mmp13)等を

発現して終末分化を遂げる。正常な関節

軟骨は、Col2a1 や Acan を発現する静止

軟骨細胞で占められるが、OA になるとこ

れらが異常に分化進行して成熟・肥大化

し Col10a1 を発現し、軟骨基質も石灰化

を伴い、内軟骨性骨化が進行した結果と

して骨棘が形成される事が分かっている

[1, 2]。軟骨の肥大・成熟化には Runx2

の発現が必要であり、このプロセスを骨

形成蛋白(BMP)シグナルは協調的に促進

する[3-5]。実際、動物の関節内に BMP-2

を注入すると関節軟骨細胞の肥大化を来

たし、内軟骨性骨化過程が異常に進行し

て骨棘を形成し、OAの表現型になる [6]。

したがって Runx2 活性と BMP シグナルの

亢進が OA 病理の一部である事が示唆さ

れており、これを抑える事が OA の進行抑

制や治療に繋がる可能性がある。最近、

我々は BMP で誘導した軟骨細胞分化にお

いて、転写抑制因子 SnoN の発現が増加し、

BMP シグナルの下流メディエーターであ

る Smad1/5/8 と共役する Smad4 の機能を

阻害する事で、negative feedback的に B

MP シグナルと、これに付随する軟骨細胞

肥大化を抑制する事、そして SnoN が変性

初期から中程度のヒト OA 関節軟骨に発

現していて、OA 進行に対して抑制的に働

いている可能性を報告した[7]。しかし、

SnoNの軟骨肥大化に対する役割は部分的

であり、他にも BMP シグナルの下流で誘

導される責任因子があると考えた。そこ

で我々は、筋芽細胞 C2C12 において Runx

2と BMP-2によって協調的に誘導されるS
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mpd3遺伝子[8]に着目した。Smpd3 の los

s-of-function 変異 fragilias ossium 

(fro)マウスの成長軟骨においては、肥大

軟骨層が著明に拡大しており、Smpd3 が

コードする neutral sphingomyelinase2

(nSMase2)が軟骨細胞の肥大・成熟に抑制

的に働く可能性が考えられたからである

[9]。重要な事に、Smpd3 のノックアウト

(KO)マウスの膝関節は著明に変形し骨棘

を伴う正に OA の表現型を示した[10]。n

SMase2 は細胞質内にセラミドを合成し、

これが間接的に Akt シグナルを抑制する

事が分かっている[11]が、軟骨細胞にお

ける分子作用メカニズムについては不明

であった。本研究では、軟骨細胞におい

ても Runx2 と BMP シグナルによって Smpd

3 が誘導されるか、そしてその場合、Smp

d3/nSMase2 の軟骨細胞分化、特に肥大・

成熟過程における役割について検討した。 

方法方法方法方法    

1)1)1)1)使用細胞と分化誘導使用細胞と分化誘導使用細胞と分化誘導使用細胞と分化誘導    

マウス軟骨細胞株 ATDC5、ヒト軟骨細胞

株 C28/I2、マウス間葉系前駆細胞 C3H10

T1/2細胞、マウス初代軟骨細胞を用いた。

マウス初代軟骨細胞は生後２日目のC57B

L/6Jマウスの大腿骨頭、大腿骨膝関節面、

脛骨膝関節面より関節軟骨を採取し、コ

ラジェネース D による消化にて採取した。

いずれも DMEM/Ham’s F12 (1:1)+10% FB

S培養液で維持し、軟骨細胞分化は、BMP

-2(300ng/ml, Peprotech 社)とインシュ

リン/トランスフェリン/セレニウム(IT

S)添加剤にて誘導した。 

2222))))マウス胎仔中足骨器官培養マウス胎仔中足骨器官培養マウス胎仔中足骨器官培養マウス胎仔中足骨器官培養    

胎生16.5日のC57BL/6Jマウス胎仔より

中足骨を採取し、軟骨細胞と同様に分化

誘導した。軟骨基質をアルシアン・ブル

ーで、肥大軟骨石灰化基質をアリザリ

ン・レッドで染色した。 

3)3)3)3)RNAiRNAiRNAiRNAi    

RNAiは Dharmacon社のON-TARGET plus 

SMART pool を、Invitrogen 社の Lipofec

tamine RNAiMax で導入した。 

4)4)4)4)プラスミドとアデノウイルスプラスミドとアデノウイルスプラスミドとアデノウイルスプラスミドとアデノウイルス 

マウス Smpd3 cDNA は ATDC5 細胞より RT

-PCR法を用いて増幅し、pEF-DEST51 発現

ベクター、pAd/CMV/V5-DEST アデノウイ

ルスベクターにそれぞれクローニングし

た。 

5)5)5)5)抑制剤と抑制剤と抑制剤と抑制剤と C2C2C2C2----セラミドセラミドセラミドセラミド    

新生蛋白合成阻害剤シクロヘキシミド

(CHX, Sigma 社)は 10mM で BMP-2 添加２

時間前に導入した。nSMase 機能阻害剤 G

W4869 (Sigma 社)は 1μM、細胞内セラミ

ド機能、すなわち nSMase2 の働きを mimi

c できる細胞膜透過性 C2-セラミド(Enzo

 Life Sciences社)は 10μM で用いた。P

I3K 阻害剤 LY294002 (Sigma 社)と Akt 阻

害剤 MK2206(Chemie Tek社)、そして mTO

R阻害剤ラパマイシン(Sigma 社)も BMP-2

添加と同時に導入した。 

6)6)6)6)ウエスタンブロットウエスタンブロットウエスタンブロットウエスタンブロット    

用いた抗体は、anti-Runx2(8G5, MBL社)、

anti-nSMase2(H-195, Santa Cruz社)、a

nti-aggrecan(H-300, Santa Cruz社)、a

nti-collagen type II α1(LSBio 社)、a

nti-phospho-Akt(S473)(587F11, Cell s

ignaling社)、anti-Akt(5G3, Cell Sign

aling社)、anti-phospho-S6 ribosomal 

protein(Ser235/236)(D57.2.2E, Cell S

ignaling社)、anti-S6 ribosomal prote

in(54D2, Cell Signaling社)、anti-pho
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spho-PI3K(no. 4228, Cell Signaling

社)、anti-PI3K (p85)(no.610045, BD T

ransduction Laboratories社) 、anti-p

hospho-Smad1/5/8(no. 9511, Cell Sign

aling社) 、anti-Smad1(no. 9743, Cell

 Signaling社) 、horseradish peroxida

se (HRP)-conjugated anti-rabbit seco

ndary antibody、anti-mouse secondary 

antibody (Cell Signaling社) 、anti-t

ubulin antibody(DM1A, T9026, Sigma

社)である。 ウエスタンブロットのシグ

ナルは LAS 4000 Mini Image Analyzer 

(Fujifilm 社)で検出した。 

7)7)7)7)免疫細胞・組織蛍光染色免疫細胞・組織蛍光染色免疫細胞・組織蛍光染色免疫細胞・組織蛍光染色    

用いた抗体は、anti-aggrecan(H-300, 

Santa Cruz社) 、anti-collagen type I

I α1(LSBio 社) 、anti-nSMase2 rabbit

 polyclonal antibody(H-195, Santa Cr

uz社) 、anti-Has2 mouse monoclonal a

ntibody(D-8, Santa Cruz社)で、Anti-m

ouse Alexa Fluor 488 と anti-rabbit A

lexa Fluor 568 (Invitrogen) で蛍光標

識した。ウサギ、マウスの正常 IgG を陰

性対照に置いた。ヒアルロン酸 (HA) の

検出には、 サンプルを streptavidin/bi

otin blocking kit (Vector 社) でブロ

ックし、0.05%の trypsin を 1 U/ml の ch

ondroitinase ABC(Sigma社)で消化した。

 さらに CAS block 処理後、biotin-conj

ugated HA-binding protein(HABP)(Hoku

do 社)と 1 μg/ml の Alexa Fluor 488-c

onjugated streptavidin(Invitrogen社)

を反応させた。  

8)8)8)8)定量的定量的定量的定量的 RTRTRTRT----PCR (qRTPCR (qRTPCR (qRTPCR (qRT----PCR)PCR)PCR)PCR)    

RNA は TRIzol reagent (Invitrogen 社)

 で抽出し、1 µg を Verso cDNA Kit(The

rmo Scientific 社)を用いて cDNA に逆転

写した。qPCR は、SYBR premix Ex Taq I

I(Takara 社)と Thermal Cycler Dice TP

850(Takara 社)を用いて施行した。 

結果結果結果結果    

Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2 の発現誘導パターンの発現誘導パターンの発現誘導パターンの発現誘導パターン    

ATDC5 細胞に BMP-2 を添加すると、Acan

は１日目から３日目にかけて急速に発現

が立ち上がり、従って分化初期マーカー

として認識されているが、後期成熟・肥

大軟骨マーカーである Col10a1 は７日後

よりゆっくりと発現増加する(図 1A)。Sm

pd3 は、Acan と Col10a1 を融合した様な

発現様式で、BMP 刺激１日目より１４日

まで上昇し続けた(図 1A)。In vivo 軟骨

組織においては、マウス胎生 17.5日の上

腕骨における免疫蛍光染色で観ると、nS

Mase2蛋白は骨(b)に著明に発現していた

が、肥大軟骨(h)、特に前肥大軟骨(ph)

にも中程度の発現を認めた(図 1B)。In v

itro における BMP-2 による Smpd3 の誘導

が下流の Smad1/5/8 を介した直接的なも

のか、あるいは新生蛋白を介した間接的

なものか判別するために CHX で処理する

と、BMP-2 による Smpd3 の誘導は起きな

かった(図 1C)。同時に、C2C12 細胞で報

告されている様に Runx2 も必要なのか si

RNA 実験をすると、Runx2ノックダウン下

ではやはり BMP-2 による Smpd3 の誘導は

なかった(図 1D)。この事は nSMase2 蛋白

レベルでもウエスタンブロットで確認さ

れた(図 1E)。従って、軟骨細胞において、

Smpd3/nSMase2 は BMP-Smad シグナルと R

unx2 と協調的に直接誘導され、かつこれ

らシグナル系が高まる分化後期に発現量

が増加する事が分かり、したがって OA 軟
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骨変性期に発現する可能性が示唆された。 

Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2 の軟骨細胞分化への影響の軟骨細胞分化への影響の軟骨細胞分化への影響の軟骨細胞分化への影響    

ATDC5 軟骨細胞に siSmpd3 を導入して l

oss-of-function を観察すると、Col2a1

も Col10a1 も、特に BMP-2 刺激下におい

て著明に発現が亢進した(図 2A)。これが

軟骨基質産生にも反映されるかアルシア

ン・ブルー染色を行った。ATDC5 軟骨細

胞と初代軟骨細胞の両者において BMP-2

刺激で青く染まる様になるが、nSMase2

阻害剤 GW4869 を加えるとさらに染色性

が増強し、nSMase2 の機能を mimic する C

2-セラミドは逆に減弱させた(図 2B)。確

かに GW4869 は用量依存的に Col2a1 発現

を亢進したし(図 2C)、C2-セラミドは逆

にCol2a1と Col10a1の発現を減弱させた

(図 2D)。さらに nSMase2 の関与を確かめ

る為にアデノウイルスで Smpd3 を過剰発

現しても、C2-セラミドと同じ結果が得ら

れた(図 2E)。したがって Smpd3/nSMase2

-セラミド経路は軟骨細胞分化を抑制す

る事が分かった。 

Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2 の軟骨細胞分化におけるの軟骨細胞分化におけるの軟骨細胞分化におけるの軟骨細胞分化における

分子メカニズム分子メカニズム分子メカニズム分子メカニズム    

Fibroblast において Smpd3/nSMase2-セ

ラミド経路が Akt 経路を抑制するが[11]、

Akt 経路は軟骨細胞分化に対して促進的

に機能する事が分かっているので、初代

軟骨細胞における nSMase2 の Akt への影

響をウエスタンブロットで検討した。BM

P-2刺激は Aktと下流の S6蛋白のリン酸

化を惹起したが、Smpd3 発現アデノウイ

ルスは、これらを抑制し、siSmpd3 は逆

にこれらリン酸化を増強した(図 3A)。nS

Mase2 の作用に Akt が関わっているか阻

害剤 MK2206 を用いて検討すると、siSmp

d3 によって増強されたアルシアン・ブル

ー染色性が、MK2206 によりほぼ完全にキ

ャンセルされた(図 3B)。同様に、Acan と

Col2a1、Col10a1 の発現を調べると、Akt

の上流の PI3Kの阻害剤 LY294002(LY)、M

K2206(MK)、下流の mTOR 阻害剤ラパマイ

シン(Rp)、いずれもこれらの発現を抑制

した(図 3C)。すなわち、Smpd3/nSMase2

は PI3K/Akt/mTOR 経路を抑制する事で、

軟骨細胞分化を制御している事が示唆さ

れた。 

Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2 のののの ex vivoex vivoex vivoex vivo 軟骨器官培養軟骨器官培養軟骨器官培養軟骨器官培養

系と、ヒアルロン酸産生への関わり系と、ヒアルロン酸産生への関わり系と、ヒアルロン酸産生への関わり系と、ヒアルロン酸産生への関わり    

Smpd3/nSMase2-セラミド経路が組織レ

ベルでも軟骨成熟肥大化に抑制的か、マ

ウス胎仔 16.5 日中足骨器官培養系をア

ルシアン・ブルー／アリザリン・レッド

で染色して調べた。BMP-2 添加により肥

大軟骨細胞明瞭領域の拡大と石灰化軟骨

基質の出現が観られるが、GW4869 は著明

にこれを亢進し、C2-セラミドは逆に抑制

した(図 4A)。 

OA 軟骨からのヒアルロン酸(HA)産生が

減る事は周知だが、その原因はよく分か

っていない。Fibroblast において Smpd3

/nSMase2-セラミド経路が Akt 経路抑制

を介して HA 合成酵素 Has2 の発現を抑制

する[11]事に注目し、軟骨細胞で調べた。

BMPシグナルは軟骨細胞を成熟へと導き、

OAステージに向かわせると考えられるが、

確かにBMP-2添加によって Has2の発現は

下がった(図 4B)。重要な事に、同時に S

mpd3 をノックダウンすると Has2 発現が

回復し(図 4B)、この効果は Akt 阻害剤 M

K2206(MK)でキャンセルされた(図 4C)。

蛋白レベルで確認する為に免疫細胞蛍光
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染色を行うと、BMP-2 添加により nSMase

2 発現が増強すると同時に Has2 と HA の

シグナルは著明に減弱し、さらに Smpd3

をノックダウンすると Has2 と HA は元に

回復した(図 4D)。したがって、Smpd3/nS

Mase2 は軟骨分化のみならず HA産生をも

抑制する事が示唆された。 

考察考察考察考察    

今回、軟骨細胞において、Smpd3/nSMas

e2-セラミド経路が Akt 経路の制御を介

して分化を成熟させない様に適度に調節

している事が分かり、このシステムの破

綻が OA に繋がる可能性が示された。また、

同時に HA 産生も抑制している事が分か

り、Smpd3/nSMase2-セラミド経路が強す

ぎても関節軟骨を OA に傾ける可能性が

あり、Smpd3/nSMase2 の発現量は、BMP シ

グナルと Runx2 の量と機能によって、fi

ne-tuningされている可能を指摘出来る。

これらの微妙な調節は、BMP/Runx2 が誘

導する Smpd3/nSMase2 の negative-feedb

ack とも言える。一方で骨の再生医療や

骨折治療を考えた場合、Smpd3/nSMase2-

セラミド経路を抑制すれば、内軟骨性骨

化過程のスピードを速める事が出来るか

もしれず、その効果を示す抑制剤 GW4869

等が現に存在している。逆に OA の予防や

進行抑制に鑑みたとき、これを抑制しう

るコンパウンドとして今回セラミドが候

補に挙がった。いずれも化学合成物質で

あるので、動物実験を重ねながら臨床応

用に適したそれぞれの化合物の derivati

veが開発されれば、新しい整形外科領域

の薬剤開発へと発展するかもしれない。 

成果成果成果成果    

本研究の一部は 2014年に Journal of B

iological Chemistry 誌に掲載された。 
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図表図表図表図表    

図図図図 1 Smpd3/nSMase21 Smpd3/nSMase21 Smpd3/nSMase21 Smpd3/nSMase2 の発現誘導様式との発現誘導様式との発現誘導様式との発現誘導様式と BMP/Runx2BMP/Runx2BMP/Runx2BMP/Runx2 の必要性の必要性の必要性の必要性    
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図図図図 2 Smpd3/nSMase22 Smpd3/nSMase22 Smpd3/nSMase22 Smpd3/nSMase2 の軟骨細胞分化への影響の軟骨細胞分化への影響の軟骨細胞分化への影響の軟骨細胞分化への影響 
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図図図図 3333    Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2Smpd3/nSMase2 はははは AktAktAktAkt 経路を介して軟骨細胞分化を制御する経路を介して軟骨細胞分化を制御する経路を介して軟骨細胞分化を制御する経路を介して軟骨細胞分化を制御する    
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図図図図 4 Smpd3/nSMase24 Smpd3/nSMase24 Smpd3/nSMase24 Smpd3/nSMase2 の軟骨器官の軟骨器官の軟骨器官の軟骨器官培養系と、ヒアルロン酸産生への関り培養系と、ヒアルロン酸産生への関り培養系と、ヒアルロン酸産生への関り培養系と、ヒアルロン酸産生への関り    

 


