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研究成果の概要（和文）：EMX2の軟骨分化誘導能を、プロモーター・レポーターアッセイ、リアルタイム
RT-PCR、導入細胞のALP/アルシアンブルー染色により確認した。EMX2の軟骨細胞誘導能はSOXトリオと異なり、
未分化軟骨細胞株や間葉系幹細胞など軟骨分化能を有する細胞に特異的であった。EMX2にはエクソン2を欠くス
プライシングバリアントが存在し、このバリアントでは軟骨分化誘導能が弱かった。EMX2の転写制御を活性化す
る転写因子としてRELAが同定されNF-κβシグナルと密接な関連性をもつことが示唆された。EMX2の下流に位置
し軟骨分化誘導能を有する分子として複数のTNFスーパーファミリーリガンドを同定した。

研究成果の概要（英文）：Chondrogenesis by introduction of EMX2 was confirmed in several chondrogenic
 cell lines and human MSC by promoter-reporter assays, real-time RT PCR analyses, and ALP/alcian 
blue staining of cultured cells. In contrast to the SOX trio, chondrogenesis derived from EMX2 was 
specific to chondrogenic cells and it could not induce chondrogenesis in carcinoma cell lines. There
 was a short variant of EMX2 in which lacked exon 2, and this variant had weaker chondrogenic 
ability. RELA activated EMX2 promoter, and close relationship between EMX2 and NF-κβ signals was 
suggested. As chondrogenic factors that were induced by EMX2, several TNF superfamily ligands were 
identified. 

研究分野：軟骨代謝学

キーワード： 軟骨分化　SOXトリオ　選択的スプライシング　転写因子　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨分化誘導能を持つ新規転写因子EMX2を新たに同定した。EMX2はSOXトリオと異なり軟骨分化誘導能をもつ細
胞種に特異的に作用し、より分化が進行した状態についての研究標的分子として有望である。またEMX2の上流・
下流にNFκβシグナルが関与すること、TNFスーパーファミリーリガンドの中に軟骨分化誘導能をもつものが存
在することが示唆されたことで、軟骨再生薬開発への糸口が見えてきたものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎えた現在、Osteoarthrosis (OA)や Rheumatoid Arthritis (RA)など、軟骨の
変性・破壊を本態とし、加齢とともに発症率の上昇する common disease に対する対策は喫緊
の課題である。非免疫性の変性・破壊による OAはもちろんのこと、近年いわゆるバイオ製剤の
発達により病態のコントロールがより容易になった RA においても、治療の過程でいったん失
われてしまった軟骨の再生能はゼロに等しく、人工関節をはじめとする手術療法にたよらざる
を得ないのが現状である。軟骨再生医療はこれらの疾患の治療における有望なアプローチであ
るが、現実的には生体内の細胞に直接作用して軟骨再生を促すような真の再生医療は実現して
おらず、部分的な欠損に対する軟骨細胞移植、初期変性状態への多血小板血漿の投与、顎関節な
どの非荷重関節に対する細胞治療など、ごく限定的な疾患に実験的な治療が行われるにとどま
っている。このひとつの理由として耐久性と滑動性というきわめて特殊な生体力学的特徴を持
ち、Ⅱ型コラーゲンをはじめとする特異的なマトリックス分子からなる軟骨組織の分子レベル
での分化誘導メカニズムについてはきわめて表面的な知見しか得られていないことがあげられ
る。研究代表者は長らくこの課題に取り組んできたが、本研究ではこの過程であらたに見出した
SOXトリオ（SOX5, SOX6,SOX9）の下流の転写因子 EMX2を標的とし、その分子間ネットワ
ークを明らかにすることで、軟骨分化のメカニズムの詳細な解明と軟骨再生薬開発の足がかり
を得ようと試みた。 

 
２．研究の目的 
① EMX2の軟骨分化誘導の検証 
② EMX2の相互作用分子の検証 
③ EMX2の転写制御メカニズムの解明と転写誘導物質のスクリーニング 
④ EMX2の選択的スプラシング制御機構解明 
⑤ EMX2の下流分子の検索と機能解析 
を目的として研究を実施した。 
 
３． 研究の方法 

① EMX2 と相同遺伝子である EMX1 を RT-PCR クローニングし、強制発現ベクターを作成
した。まず軟骨特異的遺伝子である SOX6/COL2A1のプロモーター・ルシフェラーゼレポ
ータープラスミドと各種細胞株に同時導入し、転写活性化の有無を検討した。ついで各種細
胞株に一過性の強制発現系、レトロウィルス発現系、アデノウィルス発現系を用いて
EMX1/EMX2 を導入し軟骨分化誘導能を検討した。軟骨分化誘導能はリアルタイム RT-
PCRによる軟骨特異的遺伝子のmRNAの誘導の有無と培養細胞の ALP染色・アルシアン
ブルー染色によって評価した。 

② EMX2と軟骨分化誘導能をもつ他の転写因子を SOX6/COL2A1のプロモーター・ルシフェ
ラーゼレポーターアッセイの系にて同時導入し相乗的に作用するか検討した。また強制発
現系の免疫沈降により蛋白間の直接的な結合の有無を評価した。 

③ EMX2遺伝子は 3エクソンから形成されるが、転写開始点上流 4 kb から 3’UTRまでの配
列をいくつかのセットにわけてクローニングし、ルシフェラーゼ・レポーターアッセイに
て、ベースの転写活性、軟骨分化にかかわる転写因子とくに SOX9/SOXトリオによる転写
活性化の有無について検討した。 

④ 事前の検討により EMX2の exon 2 は選択的スプライシングによる制御を受けていること
がわかった。そこで EMX2 遺伝子全長をクローニング、N 末 Halo-tag をつけた強制発現
ベクターを作成した。これと SOXトリオや他の軟骨分化関連の転写因子の強制発現ベクタ
ーを同時導入し選択的スプライシングに影響を与えるか検討した。また p63βの選択的ス
プライシングにかかわる exon 12と exon 14の間に EMX2の exon 2 をはさみこんだ系を
作成し、エクソン内に変異をいれてスプライシングパターンに変化がでるか検討した。 

⑤ 方法①で作成した EMX2導入による軟骨分化誘導の系を用い、EMX2と関連する可能性の
高いシグナルの関連分子について、リアルタイム RT-PCRにて EMX2による誘導を検証し
た。とくに TNFスーパーファミリーに着目して解析を行った。また TNFスーパーファミ
リーの軟骨分化誘導能について検証を行った。 

 
４．研究成果 
① EMXのヒト気管軟骨および精巣組織由来 cDNAを用いた RT-PCR クローニングの結果、

EMX2には exon 2 を欠くショートバリアント（以下 EMX2S）が存在すること明らかにな
った。EMX2Sは DNAとの結合に重要な役割を果たすホメオドメインを欠いており、通常
の転写因子としての作用はないことが予測された。ルシフェラーゼ・レポーターアッセイの
結果、EMX1, EMX2, EMXSを SOX6および COL2A1の転写を活性化したが、この活性化
は軟骨系の細胞株でとくに強く認められた（図 1）。また軟骨特異性の高い COL2A1プロモ



ーターの活性化の程度は EMX2の方が強かった。未分化軟骨細胞株 ATDC5や C3H10T1/2
に EMX1/2を一過性に強制発現したところとくに EMX2で Col2a1 mRNAを誘導した（図
2）。転写活性化能の低い EMX2S にも Col2a1 の誘導能を認めた。また未分化軟骨細胞株

C3H10T1/2にレトロウィルス発現系でEMX1/EMX2を安定導入すると Sox6, Col2a1など
の軟骨特異的遺伝子のmRNAの誘導のほか、培養 1～2週で ALP染色、アルシアンブルー
染色陽性の軟骨基質の産生を認めた（図 3a）。ヒト MSC にアデノウィルスを用いて
EMX1/EMX2 を導入した系でも同様の結果であった（図 3b）。興味深いことに転写因子と

しての活性を欠くはずの EMX2S にも弱いながら軟骨分化誘導能を認め、図 2 の結果とあ
わせて、EMX2 は軟骨特異的遺伝子の転写誘導以外のメカニズムでも軟骨分化に寄与して
いることが示唆された。 

② SOX9, p63βのほか、複数の軟骨分化にかかわる転写因子と、EMX2 の相互作用を
SOX6/COL2A1 のプロモーター・レポーターアッセイにて、検証したが相加的・相乗的に
作用する転写因子を見出すことはできなかった。293細胞をホストセルにし、強制発現系に
よる免疫沈降法で同様のスクリーニングを行ったが、いずれの候補転写因子とも蛋白・蛋白
間結合を確認することはできなかった。 



③ EMX2の転写制御をになう上流分子の検索のため、転写開始点の上流 4 kbからイントロン
1、イントロン 2、3’UTRまでをいくつかに断片化して組み込んだルシフェラーゼ・レポー
ターベクターを作成し、ベースの活性と SOXトリオの中心の転写因子 SOX9への反応性を
確認したが、転写活性の強い領域や SOX9 への反応性は細胞種によって大きく異なってお
り、SOX9 が直接結合し作用する特異的なエンハンサー配列は同定することができなかっ
た（図 4）。EMX2は SOX9、SOXトリオの直接の転写制御を受けているわけではないと推

察される。そこで作成したレポーターベクターのうち転写開始点やイントロン１を含む主
要なコンストラクトを用いて EMX2遺伝子に直接結合制御している可能性の高い転写因子
のスクリーニングを行った。その結果 RELAが細胞種にかかわらず、EMX2の転写制御を
活性化することが明らかになった（図 5）。現在直接結合するエンハンサー配列の同定を試
みている。 

④ EMX2 の遺伝子全長からなるコンストラクトを軟骨分化関連転写因子と同時導入しスプラ
イシングパターンの変化を観察したが、コンストラクトのみの状況でもショートバリアン
トの PCR産物はわずかしか検出されず、導入転写因子によるスプライシングパターンの変
化を確認することはできなかった。そこで p63βの選択的スプライシングを利用した系に、
EMX2 のエクソン２周囲配列を組み込んで、エクソン内の変異や欠失でショートバリアン
トへのシフトが起こるかを検討し、ESE（exonic splicing enhancer）の同定を試みたがキ
ー配列や特異的に結合する SRSF (serine arginine rich splicing factor) の同定にはいたら
なかった。 

⑤ 結果③で NFκβシグナル伝達系の下流転写因子 RELA と EMX2 の関連が示唆されたた
め、NFκβシグナル伝達系の上流に位置するリガンド・レスプターのひとつである TNFス
ーパーファミリーに着目し、EMX2により軟骨分化を誘導した MSC由来の cDNAを用い
て検討したところ、複数のレセプター・リガンドで発現誘導が認められた。そこで TNFス
ーパーファミリーリガンドのレトロウィルス発現系を作成、C3H10T1/2 に安定導入して
ALP 染色で軟骨分化誘導能をスクリーニングしたところ、4 種類のリガンドが軟骨分化誘
導能を有する可能性があることが判明した。現在アデノウィルス発現系でヒトMSCに遺伝
子で導入し、ヒトの軟骨再生医療に応用可能か検討中であるが、うち AITRL（activation-
inducible TNF-related ligand）については、導入後 1～2 週間ほどで、アルシアンブル



ー・ALP 染色陽性となり、軟骨分化誘導能が 確
認された（図 6）。 
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