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研究の概要 
脊椎動物の骨格の大部分の形成に関わる内軟骨性骨形成は、複雑かつ巧緻にコントロールさ

れている。本研究計画では、内軟骨性骨形成に必要な分子群がどのように発現制御されている
かを解明し、究極的には、変形性関節症などの関節疾患に対する治療法の開発に必要な分子基
盤の確立を目指す。具体的には、内軟骨性骨形成に必須である Sox9 や Runx2 の転写因子群の転
写ネットワークシステムを統合的に理解することを試みる。 
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の骨格の大部分は、内軟骨性骨形

成により形成されている。内軟骨性骨形成は、
未分化間葉系細胞の凝集に始まり、軟骨細胞
の増殖、分化、成熟、アポトーシスを経て、
軟骨組織への血管侵入ならびに骨組織への
置換にて完結する。このように内軟骨性骨形
成は、非常に複雑かつユニークな生物学的現
象である。また高齢化社会の到来に伴って、
骨関節炎やリウマチ性関節炎などの関節疾
患の増大が著しく、軟骨分化に関する研究は、
社会的にも重要視されており、軟骨疾患に対
する、"科学的に有効な対策”を講じる必要
がある。その実現には、軟骨細胞の分化調節
機構を分子、細胞、そして個体レベルで包括
的に理解する必要性が求められている。 
２．研究の目的 

近年、内軟骨性骨形成の制御には、転写因
子 Sox9ならびに Runx2が必須的役割を果た
していることが明らかにされ、分化過程を経
る軟骨細胞の分化調節機構の理解が深まり
つつある。しかしながら、多彩かつ巧緻に調
節されている軟骨細胞の分化機構を統合的
に理解するには至っていない。本研究計画で
は、この研究成果を基盤にして、Sox9 の転
写制御メカニズムの in vivo における検討と、
さらに Sox9 の上流ならびに下流のシグナル、
および Sox9と Runx2の時空的関連について
研究を展開し、内軟骨性骨形成過程を制御す
る転写ネットワークシステムを時系列で解

明し、軟骨細胞の分化機構を統合的に理解す
ることを目的として研究を遂行する。 
３．研究の方法 
１）内軟骨性骨形成の制御分子のクローニン
グ方法 
 研究代表者らが開発した発現クローニン
グシステム、マイクロアレイ解析、次世代シ
ークエンサーによる網羅的解析、クロマチン
免疫沈降法と Solexa 解析を複合させたクロ
ーニングシステムなどを活用して実施する。 
２）in vitro での解析 
 同定された分子群の軟骨細胞分化に対す
る役割は、アデノウイルスを用いた過剰発現
実験および遺伝子ノックダウン実験により
検討する。クローニングされた分子の生化学
的解析は、免疫共沈降法、免疫化学染色、分
子イメージング解析、クロマチン免疫法、プ
ロモーターレポーターアッセイにより行う。
特に Sox9、Runx2 との相互関係を中心に検討
を実施する。 
３）in vivo での解析 

トランスジェニックマウスおよびノック
アウトマウスを作製し、その表現型を組織学
的、細胞生物学的、分子生物学的に検討する。
トランスジェニックマウスは、Prx1 遺伝子プ
ロモーター、2型コラーゲン遺伝子プロモー
ター、10 型コラーゲン遺伝子プロモーターを
用いて作製する。また適宜、Cre-LoxP システ
ムを用いて、マウスの作製に工夫を施す。 
 ノックアウトマウスの作製は、原則的には、



Cre－LoxP システムにより、グローバルノッ
クアウトマウスおよびコンディショナルノ
ックアウトマウスの双方を作製できる手法
を確立している。グローバルノックアウトマ
ウスは、CAG-Cre トランスジェニックマウス
と交配し、flox アリルを完全に欠失させてか
ら、BL57 野生型マウスと再度交配し、Cre 遺
伝子を除去してから、解析用の交配に用いる。 
４）レスキュー実験 
 in vitro あるいは in vivo で得られた実験
結果は、下流遺伝子を再導入して表現型がレ
スキューされるか否かを検討し、検証する。 
４．これまでの成果 
１）内軟骨性骨形成における p54nrbの重要性 
 Sox9 と転写ファクトリーを形成する分子
の一つとして、p54nrbの同定に成功し、p54nrb

が Sox9 標的遺伝子の転写とスプライシング
に重要であることを見出した。p54nrb の in 
vivo における重要性を検討するために、
p54nrb のスプライシング機能を特異的に欠失
する変異型 p54nrbを軟骨細胞で特異的に発現
するトランスジェニックマウスを詳細に解
析した。その結果、同トランスジェニックマ
ウスでは、内軟骨性骨形成が著明に遅延して
いることが明らかになった。 
２）内軟骨性骨形成の後期過程に対するSox9
のネガティブフィードバック機構の解明 
 内軟骨性骨形成の後期過程における Sox9
の関与を検討した結果、Sox9 は、軟骨細胞
の肥大化および石灰化を強く阻害すること
を見出した。この作用は、PTHrP の発現誘導
を介していることも明らかにした。したがっ
て、Sox9-PTHrP Axis が内軟骨性骨形成の制
御において重要な役割を果たしていると考
えられた。 
３）Sox9-Runx2 のリレースイッチング機構 
 Sox9 および Runx2 の発現様式ならびに機
能は全く異なっており、軟骨細胞形成、基質
産生から肥大化、石灰化を連携する分子が存
在すると考えられた。Sox9 を活用したマイ
クロアレイ解析の結果、Sox9 と Runx2 を連
携する分子 Dmrt2 の同定に成功し、Dmrt2 が
Sox9 の機能を抑制し、Runx2 の発現および
機能を促進させることを明らかにした。 
５．今後の計画 
１）平成２１年度までに作製したノックアウ
トマウスをさらに詳細に解析する。 
２）Sox9-Runx2 のリレースイッチング機構
に関する in vivo の検討を進める。 
３）平成２１年度に同定された Runx2 の標的
分子の機能を in vivo にて解析する。 
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