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研究成果の概要：Hoxc9 の発現は rhBMP-2 によって正に、smad-2 によって負に
制御されており、かつ Hoxc9 はアルカリフォスファターゼ (ALP) の発現を正に
制御した。すなわち Hoxc9 は骨分化に促進的に関与することが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
Hox ホメオドメインファミリーは体軸の
パターンを決定する転写因子群であり、

Runx2 は骨芽細胞分化を促進するマスタ
ー遺伝子である。体軸のパターンと骨形成

は異なる経路で制御されると考えられてい

たが、最近、nuclear matrix protein Satb2 
が Hoxa2を抑制することにより骨形成を
促進する一方、骨分化マーカーの発現を直

接促進することが報告されるにおよび 

(Dobreva G, et al. Cell,125:971-986,2006)、
両経路のクロストークがにわかにクローズ

アップされてきた。 
 これまでにわれわれは、GeneChip を用
いて、骨再生時早期に上昇する遺伝子群を

解析し、報告してきた (Shibata Y, et al. 
Biochem Biophys Res Commun. 
325:1194-200, 2004, Nobta M, et al. J 
Biol Chem. 280:15842-8, 2005)。今回、早
期骨再生時に発現が上昇する遺伝子群の中

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2007~2008 

課題番号：19592119 

研究課題名（和文）Hox9 による骨形成と骨格パターンの新たな制御経路の解析  

  

研究課題名（英文）Regulation of osteogenesis and skeketa l patterning by Hox9   

  

研究代表者 柴田恭明 

柴田 恭明 (SHIBATA YASUAKI) 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・助教 

研究者番号：80253673 

 

  

 
 



 

 

に、Hoxc9 があることを見いだした。ホメ
オドメインタンパクは他の転写因子との複

合体として、標的遺伝子のプロモーター領

域で働く。その複合体は単独のホメオドメ

インタンパク質よりも高度な標的特異性を

持つと報告されている。これを勘案すると、

Hoxc9 が rhBMP2 で誘導される Runx2, 
Osterix 等、骨芽細胞分化を制御する転写
因子と協調して、骨芽細胞分化を促進して

いることが強く示唆される。 
 
２．研究の目的 
骨芽細胞分化における Hoxc9 の役割を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
１） Hoxc9, d9の単離、発現ベクターへの

組換え:マウス胎児 cDNA より
proofreading ポリメラーゼを用いた
RT-PCR を利用して Hoxc9, d9の完
全長 cDNA を単離した。単離した
cDNA を、クローニングベクター
pCR-BluntII-TOPO に組み替えた後、
シークエンスを確認し、

p3xflag-CMV-14 に組み替えた。 
２） Hox9 パラログの骨発生過程での発

現: マウス胎児（E13.5-新生仔マウス）
のパラフィンブロックを作製し、薄切

した。PCR-BluntII-TOPO-Hoxc9, d9 
を制限酵素で切断し、Sp9または T7
ポリメラーゼ を用いてジゴキシゲニ
ン(Dig)標識し、Dig標識センス、また
はアンチセンス RNA プローブを作製、
これらプローブを用いて ISHを施行
した。 

３） 未分化間葉系細胞 C3H10T1/2 
(10T1/2)、筋芽細胞 C2C12、骨芽細胞
様細胞MC3T3-E1(E1)における Hox9 
パラログの発現: 10T1/2、E1、C2C12 

を rhBMP-2 添加（500ng/ml）・無添
加群として４日間培養し、RNA を
Trizol を用いて回収した。回収した
RNA から逆転写反応によって cDNA 
を作製し、Real-Time PCR によって、
骨芽細胞分化における Hoxc9、d9 の
発現を確認した。 

４） Hoxc9, d9が骨芽細胞分化に与える影
響: Hoxc9, d9を 10T1/2、C2C12、E1
細胞に一過性に発現させ、rhBMP-2
添加・無添加群での骨芽細胞分化マー

カー（オステオカルシン、アルカリフ

ォスファターゼ、オステオポンチン

等）の発現を Real-time PCR で検索
した。 

５） Hoxc9, d9と runx2の物理的相互作用
の検索: 293細胞に Hox c9 と runx2 
をトランスフェクションし、免疫沈降

反応を用いて両者の結合を検索した。 
６） プロモーターアッセイ： ALP と

OCN プロモーター下流にルシフ
ェラーゼレポーターをつないだコ

ンストラクトを形成し、Hoxc9 を
一過性にトランスフェクションし、

ルシフェラーゼ活性を計測する。  
７） siRNA を用いた Hoxc9, d9の骨分化

促進機能の検: 10T1/2、E1、C2C12 に
Hox9 パラログ siRNA を単独で、ま
たは同時に一過性にトランスフェク

ションし、rhBMP-2 添加
（500ng/ml）・無添加群として４日間
培養し、骨分化マーカーの発現を

Real-Time PCR によって検出し、骨
芽細胞分化における Hox9パラログの
機能を確認した。 

８） 7. Hoxc9, d9の骨形成促進作用 

Pantropic Retroviral Expression 
System （クロンテック）を用いて



 

 

Hoxc9パラログ発現レトロウイルス
を作製した。骨折３－４日目にレトロ

ウイルスをマウス個体に感染させ、骨

再生に及ぼす影響を in vivo で検索し
た。 

 
４．研究成果 

E1 細胞への rhBMP-2 添加により、
Hoxc9 mRNA の発現は上昇した。しかし
ながら骨分化のマスター遺伝子である

runx2 の強制発現では Hoxc9 mRNA の
発現に変化は見られなかった。一方、Hoxc9 
を E1 細胞株に一過性に発現させることに
より、runx2 および ALP の発現が上昇し
た。これらの結果は、Hoxc9 が骨芽細胞分
化に促進的に働き、かつ runx2 の発現を
制御していることを示唆している。そこで

次に、runx2 の上流で働く smad ファミリ
ーを E1 細胞株に一過性に強制発現させ、
Hoxc9 ｍRNA 量の相対的変化を検索した
ところ、Hoxc9 の発現は、TGFβシグナル
の伝達を制御する smad2 により顕著に抑
制されることが明らかになった。一方、骨

芽細胞様細胞 MC3T3-E1 に rhBMP-2 
を添加し、RT-PCR を用いて HoxD9 
の発現を検索したが、HoxD9 の発現
は見られなかった。293 細胞に Hoxc9 
と runx2 を一過性にトランスフェク
ションし、免疫沈降反応を用いて両者

の物理的結合を検索したが、両者の結

合は検出されなかった。COS 細胞に
ALP プロモーター下流にルシフェラ
ーゼレポーターをつないだコンストラ

クトと Hoxc9 を一過性にトランスフ
ェクションし、ルシフェラーゼ活性を

計測したところ、Hoxc9 はルシフェラ
ーゼ活性を上昇させた。一方、オステ

オカルシン (OCN) のプロモーター活
性上昇は見られなかった。 siRNA を

retroviral expression system を用い
て E1 細胞に発現させ、Hoxc9 発現を
抑制したところ、 rhBMP-2 による
ALP 上昇は有意に抑制された。これら
の結果は、Hoxc9 の発現は rhBMP-2 
によって正に、 smad-2 によって負に
制御されており、かつアルカリフォス

ファターゼ (ALP) の発現を正に制御
することが明らかになった。  
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