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研究成果の概要： 
Runx2(runt-related transcription factor 2)/Cbfa1(core binding factor a1)は未分化間葉系細胞

からの骨芽細胞系列への分化決定と軟骨細胞の成熟を担う転写因子であり、Runx2 遺伝子自身

の、時間的・空間的発現調節が、骨芽細胞・軟骨細胞分化および正常な骨格形成プログラムに

必須である。Runx2 プロモーターは、エクソン 1 とエクソン２の上流にそれぞれ存在するが、

Runx2 遺伝子の転写制御機構は未だ明らかになっていない。これを明らかにするため、Runx2
遺伝子領域の BAC クローンを用いて、GFP トランスジェニックマウスを作製し、Runx2 遺伝

子の発現制御に必要な領域を明らかにした。さらに、様々な部位を欠失させたコンストラクト

を用いて GFP トランスジェニックマウスを作製することにより、骨芽細胞にのみ発現を認め

るトランスジェニックマウスおよび軟骨細胞にのみ発現を認めるトランスジェニックマウスを

それぞれ得た。これらのマウスは、Runx2 遺伝子の発現調節機構を解明するのに、非常に有用

なツールである。 
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１．研究開始当初の背景 
Runx2(runt-related transcription factor 
2)/Cbfa1(core binding factor a1)は未分化間

葉系細胞からの骨芽細胞系列への分化決定
と軟骨細胞の成熟を担う転写因子であり、
Runx2 遺伝子自身の、時間的・空間的発現調
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節が、骨芽細胞・軟骨細胞分化および正常な
骨格形成プログラムに必須である。 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
図１ 骨芽細胞及び軟骨細胞の分化におけ
る Runx2 の役割 
 
Runx2 は、エクソン１から始まるアイソフォ
ーム(type II)とエクソン２から始まるアイソ
フォーム(type I)があり、それぞれ別のプロモ
ーター（遠位および近位）によって転写調節
されている（Komori T. and Kishimoto T. 
Cbfa1 in bone development. Curr. Opin. in 
Genet. Dev. 8:494-499, 1998）。そして、両方
のアイソフォームが、骨芽細胞と成熟軟骨細
胞に発現する（Enomoto H. et al. Cbfa1 is a 
positive regulatory factor in chondrocyte 
maturation. J. Biol. Chem. 
275(12):8695-8702, 2000）。このうち近位プ
ロモーターに関する報告は全くない。遠位プ
ロモーターに関しては、エクソン１上流
1.5kb の転写調節領域が培養細胞を用いて報
告されたが（Fujiwara M.et al. Isolation and 
characterization of the distal promoter 
region of mouse Cbfa1. Biochim. Biophys. 
Acta 1446:265-272, 1999）、この DNA断片、
あるいはそれにさらに上流領域を加えた最
大 20kb までの様々な DNA 断片で、LacZ を
レポーターとしてトランスジェニックマウ
スを作製して調べてきたが、骨格組織での組
織特異的発現パターンを得ることはできな
かった。一方、Lengner らは同領域を含む 3kb
領域が軟骨細胞の一部と精巣に発現すると
報 告 し て い る が （ Lengner CJ. et al. 
Activation of the bone-related Runx2/Cbfa1 
promoter in mesenchymal condensations 
and developing chondrocytes of the axial 
skeleton. Mech. Dev. 114:167-170, 2002）、
骨芽細胞での発現は見られず、軟骨細胞にお
ける発現も本来の Runx2 の発現パターンと
全く異なっている。従って、骨芽細胞・軟骨
細胞を含めた Runx2 の生理的な発現パター
ンに必要な塩基配列は、未だ同定されていな
い。これは、Runx2 遺伝子の発現調節領域が、

イントロンを含む広い範囲に存在している
ことを示唆している。 
 
２．研究の目的 
Runx2 遺伝子の発現調節機構について、
Runx2 遺伝子の組織特異的転写調節領域を
トランスジェニックマウス作製によって生
体レベルで明らかにする。 
 
 
 
３．研究の方法 
BACクローンを用いて、コンストラクトを構
築（図２）、これを用いてGFPトランスジェ
ニックマウスを作製した。F0マウスは３週齢
で尾の先端を切断、皮膚を取り除いた後、蛍
光実体顕微鏡で観察、尾骨に発現の認められ
たF0マウスを選択した。選択されたF0

次に、様々な部位を欠失させIRES-GFPにつ
ないだコンストラクトを 6 種類作製し、トラ
ンスジェニックマウスを作製した。これらの、
F

マウス
は、F1 のマウスを用い、胎齢を追って蛍光
実体顕微鏡で発現パターンを解析した。さら
に、胎生 16.5 日、生後 1 週齢および 4 週齢
で組織切片を作製、抗GFP抗体を用いて、組
織におけるGFP発現パターンを解析した。 

0マウスは３週齢で尾の先端を切断、蛍光実
体顕微鏡で観察、尾骨での発現パターンを解
析した。さらに、尾部に発現の認められたF0

 

マウスは、系統を樹立、それぞれの系統マウ
スで、胎齢を追って蛍光実体顕微鏡で発現パ
ターンを解析するとともに、胎生 16.5 日、生
後 1 週齢および 4 週齢で組織切片を作製、抗
GFP抗体を用いて、組織におけるGFP発現パ
ターンを解析した。 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
図２ BAC クローンを用いた、Runx2 ゲノム
領域を含んだ GFPトランスジェニックマウス
の作製 
 
 
 
４．研究成果 
作製した F0 EGFP トランスジェニックマウ
スは、尾部の実態顕微鏡観察で、内在性
Runx2 と同様の発現パターンを示した（図



 

 

３）。F1 の胎児の蛍光実態顕微鏡での観察で
は、上下肢骨、下顎骨、脊椎骨等で明瞭な
GFP 蛍光を認めた（図４−７）。さらに、胎生
16.5 日、1 週齢、4 週齢のトランスジェニッ
クマウスでの抗 EGFP 抗体を用いた免疫組
織染色で、in situ hybridization および抗
Runx2 抗体を用いた免疫組織染色で得られ
た Runx2 の発現パターンと完全に一致した
（図８）。すなわち、骨芽細胞と前肥大軟骨
細胞および肥大軟骨細胞に強く発現を認め
た。さらに、様々な部位を欠失させたコンス
トラクトを用いてトランスジェニックマウ
スを作製することにより、骨芽細胞にのみ発
現を認める EGFP トランスジェニックマウ
スおよび軟骨細胞にのみ発現を認める
EGFP トランスジェニックマウスをそれぞ
れ得た。これらのマウスは、Runx2 遺伝子の
発現調節機構を解明するのに、非常に有用な
ツールである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Runx2 の発現を再現させた GFPトラン
スジェニックマウスの尾部の実態蛍光顕微
鏡写真 
 
 

図４ 胎生 13.5日の実態蛍光顕微鏡写真。
上腕骨、橈骨、尺骨、大腿骨、頸骨、腓骨に
発現が認められる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 胎生 13.5日の上肢の拡大写真。上腕 
骨、橈骨、尺骨での発現が明瞭に観察される。 
 
 

 
図６ 胎生 17.5 日の実態蛍光顕微鏡写真。
下顎骨、上顎骨でに発現が観察される 

 
 

図７ 胎生 17.5 日の実態蛍光顕微鏡写真。    
中足骨、基節骨、中節骨、末節骨に発現が
認められる。 

 
 
 
 
 
 



 

 

図 8 胎生 16.5日の切片を用いた免疫組織染

色。抗 GFP抗体で骨芽細胞、前肥大軟骨細胞、
肥大軟骨細胞に発現が認められる。 
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