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緒 言 

 

 関節軟骨損傷は、修復能に乏しいため将来的には軟骨変性、変形性関節症（OA）へ

と進行し、患者のQOLを大きく損なうことが知られている 1。近年、軟骨の修復能力

を増幅することにより軟骨修復を目指す試みが行われており、骨軟骨修復機構が注目

を集めている 2。 

 

糖鎖はDNA、RNA、タンパク質に続く第 4のセントラルドグマとして注目を集め、

糖鎖構造の違いが、様々な生命現象を制御していることが明らかとなってきているが 
3,4、軟骨代謝との関わりはほとんど明らかになっていない。スフィンゴ糖脂質 

(Glycosphingolipids; 以下 GSLs)は脊椎動物の全身の臓器の細胞膜上に広く存在する分

子であり、疎水性の脂質であるセラミドに、糖転移酵素により親水性の糖鎖が結合し

たもので、その糖鎖のタイプにより200－300種類のGSLsが存在すると言われている。

GSLs の脂質成分であるセラミドは、細胞膜外葉に埋め込まれており，糖鎖部分は細

胞外へ飛び出した形態をとっている 5,6。GSLs は細胞膜上でクラスターを形成し、膜

を介するシグナル伝達の調節や、細胞-細胞間・細胞-細胞外マトリックス間相互作用

の媒介など多様な役割を担っている 7-10。変形性膝関節症の関節軟骨ではGSLsの組成

が大きく変化すると報告されているが 
11,12、この報告以降、軟骨代謝との関連はわか

らないままであった。そこで我々は糖鎖の中でも、特にスフィンゴ糖脂質と軟骨代謝

との関連に注目し研究を進めてきた。 

 

セラミドはスフィンゴ糖脂質の合成経路の起点となる脂質であるが、セラミドから

グルコシルセラミドを合成するのに必要なグルコシルセラミド合成酵素 (Ugcg)を全

身性に欠損すると胎生致死であることがすでに明らかになっている 13。そこで我々は

Ⅱ型コラーゲン上の Ugcg を選択的にノックアウトしたマウスを作出しその表現型を

調査したところ、変形性膝関節症への進行が加速することを報告した 14。さらに解析

を進め軟骨細胞のプロフィリングを行ったところ、ガングリオシドと呼ばれるシアル

酸残基を有する糖脂質のサブグループ群が他のグループと比較し軟骨に最も豊富に存

在する分子群であることを明らかにし (Fig.1)、ガングリオシドを全身性に欠損させた

マウスにおいて変形性膝関節症への進行が加速することを見出した 15。 
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Figure 1 野生型マウスより回収した軟骨細胞に IL-1負荷をかけたプロファイリング結果 

野生型マウスより回収した軟骨細胞に対し炎症性の刺激である IL-1負荷をかけ糖脂質のサブグループ

群の挙動を質量解析で検討した。いずれのタイムコースにおいてもガングリオシドが他のサブグループ

と比較して最も豊富に存在する分子群であることが明らかとなった（Sasazawa et al. Osteoarthritis Cartilage 

2014より） 

 

これらの我々の先行研究から糖脂質の中でも特にガングリオシドが軟骨代謝に深

く関与しており、軟骨修復過程においても重要な役割を担う可能性が示唆される。そ

こで我々は、軟骨修復過程において糖脂質が重要な役割を担っているという仮説を立

てた。本仮説を検証するために、まずC57BL/6マウスにおける軟骨修復過程において

全ガングリオシド合成の起点となる糖脂質 GM3 の発現パターンを解析することを試

みた。C57BL/6マウスはノックアウトマウスのバックグラウンドとして世界で最も広

く用いられているが、8 週齢の成熟した個体においては軟骨修復が確認できないこと

が明らかになっているため、骨軟骨修復過程の解析には適していないことが知られて

いる 16,17。しかし、骨軟骨修復の分子生物学的プロセスを解析するためにはノックア

ウトマウスは非常に有用なツールであるため、C57BL/6マウスにおける骨軟骨修復モ

デルの確立がまず必要であると考えた。そこで修復能力が低い組織における修復過程

を観察するための一般的なアプローチとして、より再生能力の高い幼弱な個体を対象

として骨軟骨修復モデルの確立を試みた。 

 

 更に、我々が確立したC57BL/6マウスの骨軟骨修復モデルを用いてGM3の関節軟

骨修復過程における解析をおこなったところ、GM3は関節軟骨修復過程において重要

な役割を担っていることが明らかとなったため、ガングリオシド欠損マウス、具体的

には，ガングリオシドの合成起点であるGM3合成酵素のノックアウトマウス (GM3
-/- 

mice)を用いて関節軟骨修復における機能解析を進めた。GM3 合成酵素（GM3S）は

GSLs の合成経路においてグルコシルセラミド合成酵素の下流に位置する糖転移酵素

であり (Fig. 2)、GM3
-/- mice はガングリオシドの主要な構成要素である a-series 及び

b-seriesを欠損するため，実質的にガングリオシド欠損状態である 
18。 
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本研究において，ガングリオシドが関節軟骨修復過程において重要な役割を果たし

ていることが明らかになり，その合成起点である GM3 合成酵素は関節軟骨修復を促

進する上で、病態態解明及び治療法の開発における標的分子となりうることを明らか

にしたのでここに報告する。 

 

 
Figure 2  スフィンゴ糖脂質 (GSLs) とガングリオシド (gangliosides) の生合成経路 

セラミドにグルコシルセラミド合成酵素(Ugcg) が作用してグルコースが付加されてグルコシルセラミ

ド(GlcCer) が合成される．この反応を起点に合成される分子群をスフィンゴ糖脂質 (GSLs) と総称して

おり，その中のサブグループとして Lacto-series，Globo-series，(Neo)Lacto-series，Isoglobo-series，そして

ガングリオシド (Ganglio-series) がある．ガングリオシドは主に GM3S によって合成される分子群であ

り，シアル酸残基を有する酸性糖脂質である． 
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略 語 表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

     

cDNA    complementary DNA 

CV coefficient of variation 

DMEM  Dulbecco's modified eagle medium 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS fetal bovine serum 

GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GSLs Glycosphingolipids 

GM3
-/- mice GM3 synthase knockout mice 

HE hematoxylin eosin 

Ihh Indian-hedgehog 

IL-1α  interleukin-1alpha 

mRNA   messenger RNA 

OA osteoarthritis 

PBS phosphate-buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

pH power of hydrogen 

QOL quality of life   

Runx2 Runt-related transcription factor 2 

Runx3 Runt-related transcription factor 3 

Saf-O Safranin-O 

SEM   standard error of the mean 

TGF Transforming growth factor 

WT wild type 
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実 験 方 法 

 

予備実験① ～C57BL/6マウスにおける関節軟骨修復モデルの条件検討 

 先行研究では 8週齢の C57BL/6マウスに対し 26-G針でマウス大腿骨顆部に軟骨全

層欠損を作製し、関節軟骨修復が得られないことが報告されていた 16,17。まず、関節

軟骨修復能が低いとされるC57BL/6マウスにおいても関節軟骨修復が得られる条件を

検討した。27-G針に対し 21-G針で外筒を作製し先端が約 300 μmだけ先端が出るよう

に長さを調整したオリジナルデバイスを作製した。3、4、6、8週齢でそれぞれ n = 3

で予備実験を行い、関節軟骨修復結果を検討した。 

 

C57BL/6マウスにおける関節軟骨修復モデルの確立 

マウスに全身麻酔下に1cm程度の皮膚切開で外科的手技によりマウス大腿骨顆部を

明らかにし、上記オリジナルデバイスで長軸方向に軟骨全層欠損を作製した。処置後、

生理食塩水で洗浄し関節包を丁寧に縫合し大腿膝蓋関節を修復し終了した。手術後は

麻酔から覚めるまで、保温に努めた。手術したマウスは手術後 1時間以内に通常の運

動に復帰することを確認した。 

 

結果で後述するように予備実験において 3、4 週齢で良好な関節軟骨修復、6、8 週

齢では先行研究と同様に関節軟骨修復は得られない傾向を示したので、本実験として

3、4、8週齢で n = 10とし検討を行った。また関節軟骨損傷の再現性も評価するため

に手術終了直後に n = 10で各群検体を回収し関節軟骨損傷の関節軟骨の厚み、幅、深

さ、面積、軟骨の厚みを計測し、軟骨の厚み/軟骨損傷の深さ（% depth）を算出した

（Fig. 3）。 
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Figure 3 関節軟骨損傷に用いたオリジナルデバイスと関節軟骨損傷により代表的組織切片 

A：我々が作製したオリジナルデバイス。27-G針に 21-Gに外筒で作製し先端が 300μmだけ刃先がでる

ように調整した。外科的処置によりマウス大腿骨顆部を明らかにし、破線矢印で示すように関節軟骨全

層欠損を作製した。B：関節軟骨損傷直後に回収した組織切片。（▼）が関節軟骨損傷部位を示す。Scale 

bar: 100 μm 

 

組織切片の作製 

 関節軟骨修復モデルは下記の方法で組織切片作製，各種染色をおこなった。10%パ

ラホルムアルデヒドでサンプルを固定、10% EDTA (pH 7.5)で脱灰処理し、パラフィン

に包埋、5 μm厚のパラフィン切片をキシレンにより脱パラフィンし、アルコール処理、

水洗いした後、HE染色、サフラニン-O (Saf-O)染色を施した。 組織切片は大腿骨軸に

対し垂直な平面で大腿骨遠位より 100 μmの間隔で 3枚作製し、スコアリングに用い

た。 

 

関節軟骨修復に対する組織学的評価 

関節軟骨修復の組織学的評価を行うために、上記の方法で作製した切片に対し先行

研究と同様のスコアリングで評価を行った 19。 

 

・Cell morphology: Hyaline cartilage 4, Mostly hyaline cartilage 3, Mostly fibrocartilage 2, 

Mostly non-cartilage 1, Non-cartilage only 0 

・Matrix staining: Normal 3, Slightly reduced 2, Markedly reduced 1, No staining 0 

・Surface regularity: Smooth 100-75% 3, Moderate 75-50% 2, Irregular 50-25 %, Severe 

irregularity 0 

・Thickness of cartilage: > 2/3 depth 2, 1/3 to 2/3 depth 1, < 1/3 depth 0 

・Integration with naive cartilage: Both edges integrated 2, One edge integrated 1, Neither 

edge integrated 0  
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免疫染色による検討 

免疫染色は、ペルオキターゼ内因性処理および N-Histofine MOUSESTAIN KIT 

(Nichirei,Tokyo, Japan)で処理後、Ⅱ型コラーゲン、Ⅹ型コラーゲンに対する抗体は

（Daiichi Fine Chemical, Toyama, Japan) 4°C overnightした。PBS洗浄後、二次抗体とし

てBIOTINYLATED Anti-goat-IgG (VECTOR社)で反応させDABで発色した。 

 

糖脂質GM3の正常関節軟骨修復過程における発現解析 

結果で後述するように本実験において軟骨修復能が低いとされるC57BL/6マウスの

4週齢で良好な修復が得られることが明らかとなったので、4週齢における関節軟骨修

復過程におけるGM3の発現パターンを免疫染色にて解析した。GM3の免疫染色には

術後 4、6、8週のマウス膝関節を回収し凍結切片を作製した 20。作製した切片は一次

抗体として抗GM3モノクローナル抗体(M2570, 1: 100 dilutions; コスモバイオ, 東京)

を用い、二次抗体としてAlexa 594抗 IgM抗体（1: 1000 dilution; Life Technologies）を

用いた。 

 

GM3合成酵素ノックアウトマウス (GM3
-/- mice)及び野生型マウスの手配 

結果で後述するように全ガングリオシド合成に起点となる GM3 が関節軟骨修復過

程において一過性発現し、関節軟骨修復過程において重要な役割を担っていることが

明らかとなったので、全ガングリオシドを欠損する GM3
-/- mice を用いて解析を進め

ることとした。本マウスは共同研究者の山下らがC57BL/6マウスをバックグラウンド

として遺伝子工学的技法を用いて作製し、本学動物実験施設で系統維持されているも

のである (Fig. 4) 
18。山下 (麻生大学)らはこのマウスが高血糖負荷に対して耐糖能異常

を示すことを報告しているが、それ以外には明らかな外見上の異常、神経・行動学的

な異常、代謝の異常等を認めず、成長、発育も野生型C57BL/6と同等であった。1年

以上生存し、生殖機能も正常である。比較対象とする野生型マウスは GM3
-/- mice の

もととなったC57BL/6 (WT mice)を三協ラボサービス (浜松市)から購入し、搬入後 1

週間以上の順化期間を設けてから実験に使用した(Fig. 4)。なお本研究に用いた実験動

物は北海道大学動物実験に関する規定および北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理

規定に則っておこなった。 
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Figure 4) 4か月齢のWTマウス (左)とGM3
-/-マウス (右)。成長、発育には差が見られない。 

 

関節軟骨修復過程におけるガングリオシド欠損の影響の評価 

ガングリオシド欠損よる関節軟骨修復過程の影響を調査するために、前述した 

GM3
-/- miceを用いてWT miceと関節軟骨修復過程を比較検討した。術後 8週で関節

軟骨修復の組織学的評価をスコアリングし免疫染色による検討を行った (n = 9)。 

 

予備実験② 間葉系幹細胞の単離、培養 

 マウス間葉系幹細胞の回収は他の動物種と比較して困難であることが知られている。

現在、マウス間葉系幹細胞の回収方法として骨髄から回収する方法と、四肢骨より回

収する方法の 2つが主に行われている。まず、in vitroにおける実験を開始する前に、

これらのプロトコールを検討した。 

 

 骨髄から回収する方法として、8週齢のマウスを用いた。安楽死後に 70％エタノー

ルで洗浄し、軟部組織を可及的に除去し大腿骨と脛骨を回収した。両骨端をハサミで

切除し、27-Gの針を挿入しDMEMを 3回フラッシュして骨髄を回収した。回収した

骨髄は 70 μmのフィルターメッシュで組織片を除去し、培養した。培養 8時間後、培

地交換を行い、以後 8時間毎に培養 72時間後まで培地交換を行った。以後 3日毎に培

地交換を行いコンフルエントに達した後に、室温の 0.25% トリプシン/EDTA (Wako 

Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)に 2分間静置し浮遊してきた細胞のみを回収し継

代した 21。 
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マウス四肢骨より回収する方法として、生後 14 日齢のマウス四肢骨より間葉系幹

細胞を回収した。具体的には安楽死させた後に、70％エタノールでマウスを洗浄し、

マウス四肢骨を回収し組織片を可能な限り除去した。次に、四肢骨の両骨端をハサミ

で切断し髄腔内に 27-Gの針を挿入しDMEMで 3回フラッシュして骨髄を除去した。

骨髄を完全に除去した後に、四肢骨を 1-3 mm 大に細かくした。採取した骨片を

collagenase (Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY) にて 37°Cで 1時間処理した後に、骨片

をDMEMで 3回洗浄しT-25のフラスコに播種した。培養 5日後に骨片を除去し、室

温の 0.25% トリプシン/EDTAで 3分間静置した後に、浮遊してきた細胞のみを回収し

継代した 22。 

 

軟骨細胞の単離，培養 

 生後 5日齢のマウスの膝関節軟骨から、軟骨細胞を単離した 23。採取した軟骨片を

0.25 % トリプシン (Wako) にて 37°C で 30 分間処理した後、DMEM (1% antibiotic 

solution + 10% FBSを含む)で0.25%に調整した collagenase (Gibco/ Invitrogen) にて 37°C

で 4時間処理し、軟骨細胞を単離した。  

 

Real-time polymerase chain reaction quantification (qPCR) 

 Total RNAをQiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA)を用いて採取し、1 μgの

Total RNAから逆転写にて cDNAを合成した。Thermal Cycler Dice Real Time System II 

(タカラ、大津、日本)を使用し、SYBR Premix Ex Taq II (タカラ)を用いてDNA 合成の

検出に用いた。本研究で使用したプライマーのシークエンスはすべて実験方法セクシ

ョン末尾のTable 1に示した。 mRNAの発現量は全てGAPDHの発現量により標準化

した 24。 
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Table 1. 本研究で用いたプライマーの塩基配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞増殖能試験 

ガングリオシド欠損による in vitro での細胞増殖能の影響を調査するために以下の

実験を行った。マウスより間葉系幹細胞、初代軟骨細胞を回収し 96 wellプレートに播

種した。培養開始 24時間後にCell Counting Kit-8 kit (同人化学研究所、熊本、日本)を

用いて 450 nmで吸光度を測定し定量化した (n = 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

Gene Sequence   

Type Ⅱ collagen Forward AGGATGGCTGCACCAAACAC 

  Reverse TGTCCATGGGTGCGATGTC 

Type Ⅹ collagen Forward AGCCCCAAGACACAATACTTCATC 

  Reverse TTTCCCCTTTCCGCCCATTCACAC 

Aggrecan Forward CCCTCACCCCAAGAATCAAG 

  Reverse GGATAGTTGGGGAGCGACAC 

Runx2 Forward GATGGGACTGTGGTTACCG 

  Reverse GGTGAAACTCTTGCCTCGTC 

Runx3 Forward CAGGTTCAACGACCTTCGATT 

  Reverse GTGGTAGGTAGCCACTTGGG 

Inh Forward CTCTTGCCTACAAGCAGTTCA 

  Reverse CCGTGTTCTCCTCGTCCTT 

GM3 synthase Forward ATGCCAAGTGAGTTCACCTCT 

  Reverse ACTCCAAATGCAACCAACGTG 

GAPDH Forward ACTTTGTCAAGCTCATTTCC 

  Reverse TGCAGCGAACTTTATTGATG 
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細胞遊走能試験 

ガングリオシド欠損による in vitro での細胞遊走能の影響を調査するために wound 

healing assayを行った 25。マウスより間葉系幹細胞、初代軟骨細胞を回収し 6-wellプレ

ートに播種した。培養を継続し sub-confluentに達した後に、ピペットチップでプレー

ト中央に直線的にスクラッチを行った (n = 6)。スクラッチ直後に PBSで洗浄し浮遊細

胞を除去した。スクラッチ直後に cell-freeの面積を測定し、6時間後に同様に cell-free

の面積を測定した。スクラッチ直後の cell-free面積から 6時間後の cell-free面積を減じ

た値を遊走率と定義し比較検討した。 

 

間葉系幹細胞からの軟骨分化誘導実験 

1×10
6
 個の間葉系幹細胞を遠沈管に培養し 300 g 6分で遠心しペレットカルチャー

システムで培養を行った 21。分化条件はダルベッコ改変イーグル培地（ライフテクノ

ロジーズ、）に 10
-7
 Mのデキサメタゾン（シグマ）、1 ％の ITS (シグマ)、50 μMのア

スコルビン酸（和光）、20 ng/mlのTGF-β3（ライフテクノロジーズ）に 1％の抗生剤

を添加したものを用いた。分化培地は 3日毎に交換し、培養 7、14、21、28日後にペ

レットを回収しReal-time PCRでの解析に用いた。また、28日間培養後のペレットは

免疫染色により検討した。 

 

初代軟骨細胞に対するGM3合成酵素過剰発現系の検討 

上記の方法で回収した初代軟骨細胞に対し GM3 合成酵素過剰発現状態での挙動を

検討した。Lipofectamine LTX (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて、OriGene社 (Rockville, 

MD)より購入したGM3合成酵素発現ベクター (St3gal5 (NM_001035228) Mouse cDNA 

Clone (OriGene MC209401)を遺伝子導入した。コントロールとして mock vector 

(pCMV6-Entry (OriGene PS100001))を用いた。24-wellプレートに初代軟骨細胞を播種、

培養し sub-confluent に達した後に、上記 GM3 合成酵素発現ベクターとコントロール

ベクターを導入した。48時間後に細胞を回収しReal-time PCRでの軟骨関連遺伝子の

解析に用いた。 
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統計分析 

全てのデータは平均値±標準誤差 (SEM)をもって表記した。全てのデータはBartlett

の方法で等分散性を確認し、連続変数は分散分析 (analysis of valiance: ANOVA)とそれ

に続くTukey-Kramerの多重比較検定で有意差の検定を行った。等分散性が認められな

いデータについてはWilcoxonのノンパラメトリック検定とBonferroni法による調整を

行った。2群間のデータの比較は unpaired t test を用いた。判定はP値＜0.05で有意差

ありとした。全ての統計解析は統計解析ソフト JMP Pro 11.0 (SAS Institute, Cary, NC)を

用いて行った。 
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実 験 結 果 

 

予備実験①の結果 ～ C57BL/6 マウス 3、4 週齢では良好な関節軟骨修復が得られ

た 

 Eltawil らや Fitzgerald らによる先行研究では、C57BL/6 マウス 8 週齢では関節軟骨

修復が得られないことが報告されていたが、まず 8週齢での関節軟骨修復の評価を行

った。関節軟骨損傷手技については、マウス膝関節直上より皮膚切開を加え、皮下に

膝関節を明らかにした。傍膝蓋内側アプローチ（膝蓋腱の内側から膝蓋骨内側に切開

を加え、膝蓋骨を外側にリリースする手技）で関節切開し、大腿骨顆部を明らかにし

た。ここまでは問題なかったが、片手で外科用ピンセットを把持し、もう片方の手で

オリジナルデバイスにより関節軟骨損傷を作製しようとすると、特に関節軟骨が硬い

8 週齢では大腿骨を把持する力がある程度必要であり、ピンセットに応力が集中し大

腿骨顆部骨折が頻発した。対策を検討し、当初小さいマウス膝関節にアプローチする

ためにピンセットを先が細い鋭なものを使用していたが、これが応力の集中の原因と

なっていると考え、ピンセットを大きく幅が広いものに変更したところこの問題は改

善された。 

 

 大腿骨顆部骨折の問題が改善した後に、関節軟骨損傷を作製し術後 8週で検討した

ところ今度は、関節軟骨損傷を作製した箇所以外にも膝関節面全体に著明な変形性関

節症への進行を認めた。この原因として術後回収した検体をまずマクロで詳細に確認

したところ、マウス膝蓋骨が外側に脱臼したままになっているものが多数あることが

わかった。これは傍内側膝蓋アプローチにて膝蓋骨を脱臼させ、術後に元の位置に戻

す操作を行うが、この際、関節包に縫合などの処置を行っていない影響が考えられた。

マウスの関節包は非常に小さいためその修復は非常に困難のように考えられたが、マ

ウス関節包内側にセッシを鈍的に挿入し、鈍的に膝蓋骨を翻転することで関節包修復

部位を予め明確にすることで修復位置を小さくわかりやすくするように工夫した。さ

らに縫合処置の際においても大腿膝蓋関節を正確に修復するために、5-0 の吸収糸を

かけ軽く一重だけ結紮した後に膝関節を曲げ伸ばしするようにした。これにより膝蓋

骨が大腿骨に対し正しい位置に存在しなければ、この膝の屈伸運動で適切な位置に戻

せるようになった。これらの操作により、変形性関節症への進行は完全に抑制できる

ようになったが、やはり 8週齢では関節軟骨修復は得られず、対象とする個体を幼若

化することを試みた。 
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 予備実験として対象とする週齢は、手術可能な最も幼若化可能な週齢は親マウスか

らの離乳可能な 3週齢と考えたが、今後ノックアウトマウスへの適応を視野にいれた

場合、遺伝子型判定などに対し、数日の余裕があった方が現実的な実験計画には有利

であることを考え可能なら 4週齢での外科手術が良いと考え 4週齢も対象とした。さ

らに関節軟骨修復が得られないマウスとして 8週齢も対象とし、より成熟した個体で

の検討も考え 6週齢も対象とした。 

 

以上の結果として術後 8 週で評価したところ、予備実験においても 6、8 週齢では

ほぼ変わらず関節軟骨修復は得られない傾向であったが、3、4週齢ではスコアリング

でもよりよい関節軟骨修復が得られる傾向を示した (Fig. 4)。これら予備実験より、3、

4 週齢では関節軟骨修復モデルとして使える可能性が見出されたので、本実験に移行

した。 

 

Figure 4 予備実験によるC57BL/6マウスの週齢による関節軟骨修復結果の検討 

予備実験より 6、8週齢では関節軟骨修復結果はかわらず、先行研究と同様に関節軟骨修復は得られなか

った。一方、3、4週齢では関節軟骨修復は促進されていた。 
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予備実験②の結果 ～骨髄間葉系幹細胞の回収方法としてはマウス四肢骨からの回

収が効率的である 

 In vivoで行うマウス軟骨全層欠損モデルは骨髄からの間葉系幹細胞の動員を促すモ

デルであるので、in vitroに用いる間葉系幹細胞は骨髄から回収したものが望ましいと

当初考えていた。しかしながら骨髄から間葉系幹細胞を回収するプロトコールでは、

骨髄からの細胞は回収できる passage 0の状態では細胞は順調に増殖していくものの、

継代後に細胞の viability が突如として低下してしまい細胞を増殖させていくことがで

きなくなった。原因として①継代の際の細胞の取り扱い方法が未熟なため、間葉系幹

細胞に対し不必要なダメージを与えている可能性、②継代の際にトリプシン/EDTAの

温度を室温とすることで線維芽細胞などの間葉系幹細胞以外の細胞を分離する方法を

用いていたが 26、トリプシンの温度、暴露時間が間葉系幹細胞に影響を与えている可

能性、③継代後の細胞密度が薄くなっており細胞が適切に増殖する前に脱分化してい

る可能性、などを検討した。 

 

①については当研究室で保有していた他の種の骨髄間葉系幹細胞を用いて、一般的

な細胞取り扱い手技が問題ないことを確認し、これらでは細胞の継代、増殖は問題な

いことをまず確認した。②については、トリプシンの温度については室温で用いるこ

とで、骨髄間葉系幹細胞とその他の線維芽細胞などを効率的に分離できることが報告

されていたが、室温という温度設定が曖昧であったのでトリプシンの温度を 4、10、

20、37℃と条件を振り同様に継代を行ったがいずれにおいてもやはり継代後の細胞増

殖能は著しく衰え、コンフルエントには達しなかった。同様にトリプシンの暴露時間

についても検討を行った。先行研究では暴露時間は 2分とされていたが、30秒、1、2、

3、5分と条件を振り検討を行なったが、いずれの暴露時間においてもやはり継代後の

細胞増殖能は著しく衰え、コンフルエントには達しなかった。③については通常骨髄

間葉系幹細胞の継代については 1:3 splitが望ましいことが知られている。我々は継代

の際に回収できた細胞数をカウントし 1:2、1:3、1:4 splitで継代条件も検討したが、こ

れまでの検討結果と同様に継代後の細胞増殖能は著しく衰え、コンフルエントには達

しなかった。 
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 これまでの検討により骨髄間葉系幹細胞の回収方法として骨髄からの回収は困難を

極めることから、四肢骨より回収するプロトコールに移行した。この方法では良好に

間葉系幹細胞を回収でき、継代も passage 10まで形質を保持したまま可能であり細胞

増殖も容易であった。この段階で四肢骨より回収した間葉系幹細胞の妥当性について

文献検索による検討を行なったところ、四肢骨から回収した間葉系幹細胞は多分化能

を有し、骨髄から回収した間葉系幹細胞とほぼ同等の挙動を示すことが報告されてい

た。さらに四肢骨から回収した間葉系幹細胞は骨髄から回収した間葉系幹細胞と比較

して増殖能に富んでおり、継代により多数の細胞数が期待できる一方、骨髄から回収

した細胞は増殖能に乏しく効果的におこなっても継代によりそれほどの細胞数が期待

できないことがわかった (Fig. 5)。この点は我々の予備実験の結果を裏付けるものと考

えた。 

 

Figure 5 骨髄から回収したプロトコールと四肢骨から回収したプロトコールの間葉系幹細胞の継代によ

る回収が期待できる細胞数の違い。骨髄から回収するプロトコールでは継代を繰り返しても細胞数の増

加がそれほど見込めないのに対し、四肢骨から回収するプロトコールでは継代に従い、多数の細胞数が

見込めることが報告されている (Zhu H et al. Nature protocol 2010より) 
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 さらに本実験に移行する前に、四肢骨から回収した間葉系幹細胞が分化能を適切に

有するかを検討するために軟骨分化誘導実験を行い、軟骨分化マーカーとして一般的

に用いられているⅡ型コラーゲンをReal-time PCRで検討した。passage 3、4において

も時系列に従ってⅡ型コラーゲンの発現は増加しており軟骨分化誘導は継代数に関わ

らず問題ないことを確認できた (Fig. 6)。これらの結果より本実験で用いる間葉系幹細

胞はマウス四肢骨から回収するプロトコールで行うことを決定した。 

 

Figure 6 マウス四肢骨から回収した間葉系幹細胞を 3、4継代しペレットカルチャーシステムによる三次

元分化培養実験を行なった。28日間分化培養を行い Real-time PCRで軟骨関連遺伝子であるⅡ型コラー

ゲンの発現を確認したところ経時的に発現が増加し、軟骨への分化誘導能を適切に有することが確認で

きた。 

 

我々が考案したオリジナルデバイスを用いた関節軟骨損傷の再現性の検討 

 関節軟骨損傷モデルを確立する際に最も重要なのは関節軟骨損傷の再現性である。

このことを検討するために関節軟骨損傷を行い、手術終了直後に検体を回収し検討を

行った。関節軟骨の深さ、関節軟骨損傷の深さ、関節軟骨損傷の面積はいずれも 3、4

週齢において 8週齢よりも有意に大きくなっており、関節軟骨損傷の幅は 3群間で有

意差はなかった。これら数値を標準化するために、軟骨の厚み/軟骨損傷の深さ（% 

depth）を算出しこれら値を比較検討したところ 3群間でほぼ同様であった。また各項

目の変動係数を算出したところ、関節軟骨の厚み、関節軟骨損傷の深さ、関節軟骨損

傷の幅は 10％を超えていたが、標準化に用いた% depthの変動係数は 10％以下であっ

た。具体的な数値を下記 Table. 2に記す。また、関節軟骨損傷は全て軟骨下骨に達し

ており軟骨全層欠損モデルとしても妥当性も示された。 
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 関節軟骨の厚み

(μm) 

関節軟骨損傷の

深さ (μm) 

関節軟骨損傷

の幅 (μm) 

関節軟骨損傷の 

面積 (μm2) 

%Depth (%) 

3週齢 258.05 ± 7.91 

CV = 13.00% 

327.03 ± 9.18 

CV = 11.91% 

20.29 ± 0.69 

CV = 14.40% 

6508.64 ± 425.37 

CV = 27.73% 

127.12 ± 1.85 

CV = 6.17% 

4週齢 203.76 ± 8.66 

CV = 18.04% 

256.64 ± 9.27 

CV = 15.33% 

20.12 ± 0.48 

CV=10.07% 

4601.50 ± 210.00
 

CV = 19.36% 

126.86 ± 2.28 

CV = 7.62% 

8週齢 92.07 ± 7.91 

CV = 16.79% 

110.91 ± 4.36 

CV = 16.69% 

18.05 ± 0.93 

CV = 21.90% 

2051.98 ± 170.54 
 

CV = 35.26% 

120.82 ± 2.12 

CV = 7.45% 

Table. 2 関節軟骨損傷直後の各パラメーター。CV: Coefficient of variation (変動係数) 

 

3、4、8週齢C57BL/6マウスにおける関節軟骨修復結果 

 術後 8週で検体を回収し関節軟骨修復結果を組織学的に検討した（n = 10）。3、4週

齢では良好な修復を示したのに対し、8 週齢では先行研究と同様修復は不十分であっ

た (Fig. 7)。 

 

Figure 7 関節軟骨修復結果の代表切片。A-C: 3週齢、D-F: 4週齢、G-I: 8週齢。3、4週齢では良好な修復

を示したのに対し 8週齢では修復は得られなかった。 Scale bar: 100 μm。 
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関節軟骨修復結果のスコアリング 

前述したスコアリングに従って各週齢の関節軟骨修復結果を評価した。術後 8週に

おいて3、4週齢では 8週齢と比較して有意にスコアは高くなっていた (mean ± SEM; 3 

週齢: 12.17 ± 0.59 versus 8週齢: 3.77 ± 0.43 [P < 0.0001]、4週齢: 8.03 ± 0.79 versus 8週齢: 

3.77 ± 0.43 [P < 0.0001]) (Fig. 8A)。スコアリングの変動係数も算出したところ 3週齢で

10.69 %、4週齢で 14.3 %、8週齢で 7.86 %であった。スコアリングの各パラメーター

に解析したところ 3、4週齢ではmorphologyで有意に優れていた。3週齢では“hyaline 

cartilage repair”を示し(cell morphology: 3.50 ± 0.13)、4週齢では“fibrocartilage repair”を示

し(cell morphology: 2.40 ± 0.21)、8週齢では“non-cartilage repair”を示した(cell morphology: 

1.33 ± 0.01) (Fig. 8B)。 

 

 

Figure 8 関節軟骨修復結果スコアリング。A) 3、4、8 週齢での関節軟骨修復結果。B) 各サブグルー

プでの解析結果。 *: P < 0.0001. 

 

関節軟骨修復早期における週齢の違いによる関節軟骨修復の応答性の違い 

週齢により関節軟骨修復の挙動が異なる理由を調査するために、関節軟骨修復早期

の応答性を調査するために術後 2週で検体を回収し検討を行った。術後 2週時点で各

週齢の関節軟骨損傷部は修復組織で充填されていたが、3 週齢では硝子軟骨様の組織

で充填されていたが、4、8週齢では線維様の組織で充填されていた (Fig. 9)。これら

の結果より今回の関節軟骨修復モデルにおける修復結果の違いは、関節軟骨損傷早期

の反応が違う可能性が考えられた。 
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Figure 9 A)術後 2週での関節軟骨修復結果。 B-G）3、4、8週齢での術後 2週での代表的組織切片を

示す。 *: P < 0.0001. 

 

関節軟骨修復過程における糖脂質GM3の発現パターン解析 

これまでの結果により、我々が確立したC57BL/6マウスにおける関節軟骨修復モデ

ルは対象を幼若化することで良好な関節軟骨修復結果が得られることが明らかとなっ

た。このことより 4週齢のC57BL/6マウスを用いてガングリオシドの合成経路の起点

となる糖脂質 GM3 の免疫染色を行い、関節軟骨修復過程を経時的に評価した。GM3

は術後 4週より関節軟骨修復組織周囲に発現し始め、術後 6週でピークを示し、術後

8週で減弱する傾向を示した。 

 

GM3合成酵素ノックアウトマウスを用いたWTとの関節軟骨修復結果における比較

検討 

前述した通り GM3 は関節軟骨修復過程において修復後期に一過性発現を示すこと

が明らかとなり、関節軟骨修復過程において重要な役割を担っていることが示唆され

たので、次に全ガングリオシドを欠損するGM3合成酵素ノックアウトマウス（GM3
-/- 

mice）を用いてC57BL/6マウス(WT)と関節軟骨修復結果を 4週齢と 8週齢でそれぞれ

比較検討した (n = 9)。術後 8週において組織学的にGM3
-/- mice で良好な修復を示し

た。 
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増殖能試験と遊走能試験にはWT miceとGM3
-/- mice で有意差はなかった 

ガングリオシド欠損の in vitroでの影響を調査するために前述した方法で、間葉系幹

細胞と初代軟骨細胞を回収し評価を行った。増殖能試験において培養 24時間後に吸光

度を測定したところWT miceとGM3
-/- mice の間葉系幹細胞、初代軟骨細胞において

有意差はなかった。 

 

同様に、遊走能試験として用いたWound healing assayにおいてもWT miceとGM3
-/- 

mice の間葉系幹細胞、初代軟骨細胞において遊走率に有意差はなかった。 

 

関節軟骨修復結果の免疫染色による検討 

4 週齢マウス、術後 8 週の組織切片を免疫染色により検討した。Ⅱ型コラーゲンは

WT と GM3
-/- mice で染色性に差はなかったが、Ⅹ型コラーゲンにおいては GM3

-/- 

miceの関節軟骨修復組織周囲の染色性がWTと比較して低下していた。 

 

軟骨分化誘導実験による検討 

MSCsを前述した方法でマウスより回収し軟骨分化誘導実験を行った。培養 28日後

において免疫染色で検討したところ、WTとGM3
-/-

 miceの両群においてアルシアンブ

ルー染色、Ⅱ型コラーゲンの染色性は十分であり、両群共に軟骨への分化は問題ない

と考えられたが、Ⅹ型コラーゲンの染色性がGM3
-/-

 miceにおいて低下していた 

 

またReal-time PCRで解析したところ、Ⅱ型コラーゲンのmRNA発現はGM3
-/-

 mice

において亢進していた。一方アグリカンのmRNA発現は両群間で有意差はなかった。

Ⅹ型コラーゲンのmRNA発現はGM3
-/-

 miceにおいて抑制されていた。これまでの研

究により、in vivo、vitroの両方においてGM3
-/-

 miceにおけるⅩ型コラーゲンの抑制、

つまり軟骨の肥大化抑制が明らかとなったので、引き続き軟骨肥大化関連遺伝子の解

析を行った。Runt-related transcription factor 2, 3 (Runx2, 3) mRNAの発現はGM3
-/-

 mice

で抑制されておりその上流の調節因子である Indian hedgehog (Ihh) mRNAの発現も抑

制されていた。 
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WT から回収した初代軟骨細胞に対する GM3 合成酵素（GM3S）の一過性過剰発現

の検討 

 これまでの検討でGM3
-/-

 miceでは軟骨細胞のⅩ型コラーゲンの発現が低下、すなわ

ち軟骨細胞の肥大化が抑制されることが明らかとなったので、今度は逆にWTの初代

軟骨細胞にGM3Sを一過性過剰発現させることによりその挙動を調査した。一過性過

剰発現後 48時間後GM3S mRNAの発現はコントロールベクター群（Mock）と比較し

て有意に上昇していた。Ⅹ型コラーゲン、Runx2、Ihh mRNAの発現もGM3S導入群

でMock群と比較して有意に発現上昇を認めた。Runx3の発現もGM3S導入群で発現

上昇する傾向を示した。 
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考 察 

  

 関節軟骨損傷の動物モデルを確立する際に、最も重要なことは外科手技の再現性で

ある 27-29。我々もC57BL/6マウスの関節軟骨修復モデルの確立を目指す上で、この点

を念頭に置きながら実験を行った。オリジナルデバイスとして工夫したことは、先行

研究では関節軟骨損傷の深さのメルクマールとして26-G先端より200 μmの地点にビ

ーズを溶接していたが、実際にマウスの関節軟骨損傷実験を行ってみると関節軟骨は

特に 8週齢で固く 2-3回関節軟骨損傷をつけると刃先が曲がってしまい以後の実験に

使用できないことがわかったため、先行研究通りのビーズの溶接ではデバイスの準備

に手間がかかってしまうことが明らかであった。また、先行研究では 26-G 針で行っ

たC57BL/6マウス 8週齢では関節軟骨修復が得られないことがわかっていたので、よ

り損傷を小さくするために 27-G針を採用した。しかし 27-G単独で関節軟骨損傷を作

製しようとすると、27-G自体が細いためしなってしまい、手技の再現性が得られない

ことが分かった。上記問題点を解決するために 21-Gで外筒を作製し 27-Gの刃先がお

およそ 300 μm だけ出るように調整した。このオリジナルデバイスにより刃先のメル

クマールとしての機能と 27-Gの細さを克服し、かつ容易に刃先交換を可能とした。 

 

関節軟骨損傷の再現性を確認したところ、マウスの成長に従い関節軟骨損傷の深さ、

幅、面積などは各世代間で測定値に差はあったものの、これらを標準化するために用

いた％depthについては各世代間ではほぼ同等の値を示した。また変動係数については

関節軟骨損傷の深さ、幅、面積は 10％以上であったものの、％depthでは 10％前後と

高い再現性を示した。さらに、関節軟骨損傷手技以外にも外科手技の総合的な再現性

についても評価するために、関節軟骨修復スコアについても変動係数を算出したとこ

ろ、15％程度と動物実験としては十分な再現性が保たれていると考えられた。 
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 C57BL/6マウスは関節軟骨修復能力が低いことがすでに先行研究により明らかとな

っていたが 16,17、対象を幼若化することにより 3、4週齢では十分な修復を示し関節軟

骨修復モデルとして十分であることがわかったので、関節軟骨修復における糖脂質の

機能解析に移行した。まず、関節軟骨修復過程において経時的に全ガングリオシドの

合成に起点となる GM3 の発現パターンを解析したところ、関節軟骨修復後期に一過

性に修復組織周囲に発現しており、関節軟骨修復過程に重要な役割を担っていること

が強く示唆された。関節軟骨修復過程に一過性発現が確認されている分子はわずかで

ある。Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1)はケモカインの一種であり関節軟骨修復過程

の早期に発現し骨髄間葉系幹細胞を損傷部位に動員する機能を有することを我々が過

去に報告している 30。また細胞外マトリックス糖蛋白ファミリーに属するテネイシン

Cは、関節軟骨修復過程早期に発現し軟骨分化を促進することが報告されている 31。 

しかしながら、我々が渉猟しえる限り、関節軟骨修復過程後期に一過性発現が同定さ

れた分子はこれまでなく、GM3が初めての分子である。 

 

 GM3が関節軟骨修復過程後期に一過性発現を示したことから、ガングリオシドは細

胞の遊走能や増殖能など損傷早期に重要なファクターよりも、軟骨分化、特に後期の

肥大化のプロセスにおいて重要な役割を担っているのではないかと考えられた。実際、

間葉系幹細胞と軟骨細胞の遊走能や増殖能を調査したがガングリオシド欠損の影響は

検出できなかった。一方、in vivo、vitroの両方において軟骨細胞の肥大化がGM3
-/-

 mice

において抑制されており、本仮説を支持する結果であった。軟骨再生において再生し

た軟骨細胞が肥大化することによりその形質を失い力学的性質が劣ってしまうことが

問題となるが、ガングリオシドの発現を調整することでこの問題を克服できる可能性

がある。 

 

 我々の先行研究において GM3
-/-

 mice では関節軟骨変性は加速し変形性膝関節症が

増悪することがすでに明らかとなっており 15、当初GM3
-/-

 miceでは関節軟骨修復は阻

害されると考えていたが、驚くことに関節軟骨修復は促進された。過去の報告では関

節軟骨の肥大化を抑制するような表現形を呈するノックアウトマウスでは関節軟骨変

性は抑制される結果を示している 32-34。一方、軟骨細胞肥大化はメカニカルストレス

などに対する一般的な防御機構としての働きも有し、軟骨細胞の肥大化抑制が変形性

関節症の進行を予防するかにおいて結論は出ていない。GM3
-/-

 miceにおける変形性関

節症の病態としては、メカニカルストレスに対する防御機構である軟骨肥大化の破綻

が関節軟骨修復を上回ったと考えられるが変形性関節症との整合性については今後も

検討が必要である。 
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 Hedgehogファミリーに属する Indian hedgehog は成長板の形成と軟骨の肥大化に必

須の分子群でありRunx2とRunx3の発現を介し制御を行う 35。変形性関節症の病態と

の関連では Indian hedgehogを選択的にノックアウトしたマウスにおいて変形性関節症

への進行が抑制されることが明らかとなっている 36。このことより Indian hedgehogシ

グナルを制御することは変形性関節症の病態を解決する上で、重要なアプローチとな

りうるが全身性に Indian hedgehogを欠損させると胎生致死であることからこれまで積

極的な遺伝子治療ターゲットとはならなかった 37。しかしながらGM3
-/-

 miceは発生、

発育はWTと同様であることから、ガングリオシドを介して Indian hedgehogシグナル

にアプローチすることは、全身性に影響を与えることなく関節軟骨を修復させる新し

いアプローチとなりうると考えられる。 

 

 本研究の限界として以下の点が挙げられる。関節軟骨損傷モデルについては、第一

に本モデルで関節軟骨修復が得られるのは幼若化した個体であることが挙げられる。

実際の臨床で関節軟骨損傷が問題になるのは関節軟骨修復能が低い成人である。しか

しながら、修復能が低いとされる組織においては対象となる個体を幼若化させること

は一般的なアプローチ方法であり 38-41、この方法で得られた知見を成人に還元させて

いくことを検討していくことが重要であると考えている。第二には、関節軟骨損傷の

外科手技は実体顕微鏡下での手技を要し、習熟までに若干の時間を要することである。

しかしながら、手技を一度習得すると今回我々が示したように高い再現性が得られる

ことが期待できる。関節軟骨修復におけるガングリオシドの機能解析の研究について

は、過去に我々がGM3
-/-

 miceは膝関節炎が増悪しやすいことを報告していることが挙

げられる 42。このような免疫不全状態は関節軟骨修復を加速する要因であることが先

行研究により報告されている 16,17。本研究においてそのような要因があった可能性は

あるものの、本実験マウスに膝関節炎の症状は確認できていないことから、GM3
-/-

 mice

において関節軟骨修復が加速した要因として関節軟骨損傷周囲の軟骨細胞の肥大化が

抑制されることにより良好な修復を示したものと考えている。 
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総括および結論 

 

 

・ 我々は、関節軟骨修復過程を分子生物学的に解析するためにノックアウトマウス

のバックグラウンドとして一般的に使用されている C57BL/6 マウスでの関節軟骨

修復モデルを確立した。 8 週齢では先行研究同様に関節軟骨修復は得られなかっ

たが、3、4週齢では良好な修復が得られた。 

 

・ 我々が確立した関節軟骨修復モデルを用いて、全ガングリオシドの合成の起点と

なるGM3の発現パターンを、経時的に検討したところ、関節軟骨修復後期に一過

性に発現していた。 

 

・ ガングリオシドを欠損するマウスにおいてその表現形を調査したところ野生型と

比較し関節軟骨修復が加速し、関節軟骨損傷周囲の軟骨細胞の肥大化が抑制され

ていた。 

 

・ In vitroでの軟骨分化誘導実験において、ガングリオシド欠損により軟骨細胞の肥

大化が抑制されており、これは Indian hedgehogシグナルを介していた。また、野

生型の初代軟骨細胞に GM3 合成酵素を過剰発現させてところ軟骨細胞の肥大化

が亢進し、Indian hedgehogシグナルも亢進していた。 

 

 

 本研究結果は、関節軟骨修復過程にガングリオシドが深く関与していることを

示した。ガングリオシドは軟骨の発生や分化には必須ではないが、関節軟骨修復

過程においては修復後期の軟骨肥大化に特に重要な役割を担っていることが明ら

かとなった。これらのメカニズムに関するさらなる詳細な研究が必要であるが、

ガングリオシドの発現を調整することは関節軟骨修復を促進する新しい治療戦略

となりうるものと期待される。 
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