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緒緒  言言  

 
変形性関節症は関節軟骨の損傷により生じる骨組織の変性や変形が特徴的な骨代謝疾患である。その治療には主に 

保存療法や手術療法が選択されるが、再生医療研究の発展に伴い再生医療技術による治療法の開発も進んでいる。関節

表面を覆う関節軟骨は、コラーゲンやプロテオグリカンなどの細胞外マトリックスとこれらを産生する軟骨細胞から 

成る。軟骨細胞は同化作用だけでなく、マトリックスメタロプロテアーゼを産生することで異化作用も行うことから、

軟骨組織の恒常性の維持に軟骨細胞の代謝制御は重要である。そのため、軟骨細胞は変形性関節症に対する幹細胞医療

や治療薬・治療法の開発において重要な研究対象である。 
CTRPファミリーはadipokineとして知られ、代謝内分泌において類似した役割を果たす。しかし、CTRPファミリ

ー分子の受容体についてはほとんど報告がない。CTRP3 は軟骨細胞増殖因子として同定され精力的な研究が行われた

が、CTRP3 受容体は明らかでなかった。研究代表者らは CTRP3 欠損マウスを作製し、関節リウマチをはじめとする

自己免疫疾患の発症に関与することを報告している［1］。本研究ではCTRP3受容体の同定に成功し、さらに他のCTRP
分子も軟骨細胞増殖因子であることを見出した。本研究成果は変形性関節症に対する新たな治療薬・治療法の開発に繋

がることが期待される。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．軟軟骨骨細細胞胞株株AATTDDCC55    
軟骨細胞増殖におけるCTRP3 の受容体を同定するため、軟骨細胞株ATDC5 を用いた。ATDC5 細胞は理化学研究

所バイオリソース研究センターから購入した。ATDC5 細胞は 5％血清、1％ペニシリン－ストレプトマイシンを含む

HAM's F-12培地にて維持し、80～90％程度でトリプシン／EDTAを用いて継代を行った。 
22．．軟軟骨骨細細胞胞ににおおけけるるPPAAQQRR受受容容体体フファァミミリリーーのの発発現現解解析析  

CTRPファミリー分子であるadiponectinはPAQR1、PAQR2、PAQR3を受容体として生理機能を発揮する。また、

これら三つの受容体とPAQR4 を含んだ四つの受容体がクラス I PAQR ファミリーである［2］。軟骨細胞における 11
ある PAQR ファミリーの発現強度を検討するため、次のプライマーセットを用いてリアルタイム PCR 解析を実施し

た。 
Gapdh：5'- TTCACCACCATGGAGAAGGC-3', 5'- GGCATGGACTGTGGTCATGA-3' 
Paqr1：5'- AGACAAGAGCAGGAGTGTTCCT-3', 5'- GGTGATGTACATCACAGCCATG-3' 
Paqr2：5'- GGACACATCTCCTAGGTTGTGT-3', 5'- TGGCAGTACACCGTGTGGAAGA-3' 
Paqr3：5'- TTCCAGGTCTGCATGCTTTGCT-3', 5'- AGACATAGCAGCCCAGTATTCC-3' 
Paqr4：5'- AACATCTACACACACGGGCTAG-3', 5'- AGAGGTGATACAGCACAGAGGC-3' 
Paqr5：5'- TTCTACAGGCTCTTCCTGTTCC-3', 5'- GTGACTGTGGCCAATGTAGTCA-3' 
Paqr6：5'- TTCTACAGGCTGCGGCTGTGTT-3', 5'- TGGTGGCTGTGGCCAATATAGT-3' 
Paqr7：5'- ATCGTCTTGGCCTCCTTCACCT-3', 5'- CAGGACGGCTCTATGGCATAGT-3' 
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Paqr8：5'- AGAAGCACAACGAGGTGGTCAA-3', 5'- CAAGAGGCTGCAGGTGAGGTAA-3' 
Paqr9：5'- AGTGCTTCATCCTGTCCGGCTA-3', 5'- GCAGAACTTACTGAGGAACAGC-3' 
Paqr10：5'- CACCTCAGGATGGTAGAGCACT-3', 5'- TGATCCACACCAGCCAGCGCAT-3' 
Paqr11：5'- TGCTACACACACGCATTTCATG-3', 5'- AGTAGATGACCATCCGATCGCA-3' 
リアルタイム PCR 解析の結果、他の PAQR 受容体と比較してクラス I PAQR 受容体の発現が高いことがわかった

（図1）。 
 

 
 

図1．軟骨細胞におけるPAQR受容体ファミリーの遺伝子発現 
軟骨細胞株 ATDC5 における PAQR 受容体ファミリーに遺伝子発現強度をリアル

タイム PCR にて評価した。それぞれの遺伝子は Gapdh に対する相対的な発現強度

であり、ΔΔCt法で評価した。N＝3の平均値を図示した。 
 
33．．RRNNAA干干渉渉にによよるるククララスス II  PPAAQQRR受受容容体体のの遺遺伝伝子子発発現現制制御御  

CTRP3 による軟骨細胞増殖制御におけるクラス I PAQR 受容体の役割を解明するため、これら 4 受容体の遺伝子 

発現を次の配列を用いてRNA干渉により制御することとした。 
S: sense sequence、AS: anti-sense sequence 
Negative control-1: S; GUGCGCUGCUGGUGCCAACCCTT, AS; GGGUUGGCACCAGCAGCGCACTT 
Paqr1: S; GAGACUGGCAACAUCUGGACATT, AS; UGUCCAGAUGUUGCCAGUCUCTT 
Paqr2: S; GCUUAGAGACACCUGUUUGUUTT, AS; AACAAACAGGUGUCUCUAAGCTT 
Negative control-2: S; CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAT, 

AS; CAGCAAUUAGCGCAUAUUAUGCGCAUA 
Paqr3: S; GGCAUUGGAUUAUGCAGGAAUUUCT, AS; AGAAAUUCCUGCAUAAUCCAAUGCCAU 
Paqr4: S; ACAUUGGUCCUGCUUGUAUCAUCTG, AS; CAGAUGAUACAAGCAGGACCAAUGUCC 
四つのクラス I PAQR受容体に対するRNA干渉を行った結果、コントロール配列に比べいずれの遺伝子発現も顕著

に抑制することが出来た（図2）。 
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図2．クラス I PAQR受容体に対するRNA干渉 
ADTC5 細胞におけるクラス I PAQR 受容体の遺伝子発現を RNA 干渉にて制御 

した。Gapdh に対する相対的な遺伝子発現強度を、ΔΔCt 法で評価することで

RNA干渉による遺伝子発現効率を評価した。 
 

44．．CCTTRRPP33にによよるる軟軟骨骨細細胞胞増増殖殖ににおおけけるるククララスス II  PPAAQQRR受受容容体体のの役役割割のの解解明明  
最後にクラス I PAQR受容体遺伝子発現制御下にて、軟骨細胞に対するCTRP3 の効果を検討した。RNA 干渉によ

り遺伝子発現を制御した1×10４個のATDC5細胞を48-well plateにて培養し組換え体CTRP3を添加し、細胞の増殖

を評価した。その結果、CTRP3による軟骨細胞の増殖はPAQR2遺伝子発現制御下でのみ抑制された（図3）。 
 

 
 

図3．RNA干渉下におけるCTRP3の細胞増殖能の評価 
RNA 干渉にて遺伝子発現を誘導した ATDC5 に対する組換え体 CTRP3 の細胞 

増殖活性を評価した。□CTRP3なし、■CTRP3あり（50 ng/ml）。平均値±標準

誤差を示した。t-検定による有意差（n＝4）：***P＜0.001。 
  

考考  察察  

  

本研究によりこれまで受容体が明らかでなかった CTRP3 の受容体を明らかにすることが出来た［3］。また、他の

CTRP ファミリー分子も軟骨細胞増殖活性を有していることを明らかにしており（未発表）、軟骨細胞代謝にてCTRP
ファミリー分子が重要な役割を担っていることが明らかとなった。これらの成果より CTRP ファミリー分子が変形性

関節症に対する重要な研究標的であると考えられる。 
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