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研究成果の概要（和文）：　線維性コラーゲン分子は、細胞外マトリックス分子の主要構成成分であり、骨や軟
骨形成をはじめとする骨格形成の制御に深く関与している。本研究では、各組織における細胞分化や機能維持の
分子メカニズムについて明らかにするため、遺伝子発現調節機構の解析を行った。
　軟骨組織において、XI型・XXVII型コラーゲン遺伝子では、ともに軟骨特異的エンハンサーが見出されたが、
XI型コラーゲン遺伝子のプロモーター活性に関与しているSp1と同様の配列が存在しているにも関わらず、XXVII
型コラーゲン遺伝子では、Sp1による活性は認められず、異なる転写調節機構の存在が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： The fibrillar collagen genes are major components of the extracellular 
matrix. They has an important role in regulating the bone formation. This study analyzed the 
transcriptional regulation of these fibrillar collagen genes(type V/XI/XXIV/XXVII) in osteoblasts 
and chondrocytes.
 Type XI and XXVII collagen genes indicated the cartilage-specific enhancer regions in chondrocytes.
 However, there are different transcriptional regulation systems between type XI and XXVII collagen 
genes. The promoter region of type XI collagen gene is activated by transcriptional factor Sp1 but, 
the promoter region of type XXVII collagen gene is not activated by Sp1 though type XXVII collagen 
gene has same sequences like GC-rich.   

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　線維性コラーゲン分子は、発生や分化・再生過程において、機能維持の制御といった重要な役割を担っている
ため、適切な細胞環境が維持されていない場合、骨・軟骨形成異常等の疾患を引き起こす要因となる。そこで、
骨・軟骨組織における転写調節機構の解析を行うとともに関与する転写因子の同定を行い、その作用機序を解明
することによって、疾患の早期の診断や治療への応用に役立つ新たな知見を得ることができるほか、再生医療へ
の応用へもつながるのではないかと考える。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞外マトリックス分子は、高分子会合体を形成し、支持組織に機械的強度や柔軟性をもたら

すとともに、細胞とのシグナル伝達を通じて、組織の発生過程における組織形成や分化・再生過
程における機能維持等の制御に深く関与している。 
また、線維性コラーゲン分子は、細胞外マトリックス分子の主要構成成分であり、骨や軟骨と

いった組織特異的に発現し、骨格形成において重要な役割を担っている。それゆえ、適切な細胞
外の環境を保持する制御機構に問題が生じると骨・軟骨形成異常等の疾患を引き起こす要因と
なる。 
そこで、発現量は少ないもののコラーゲン線維の直径を調節している V 型・XI 型コラーゲン

遺伝子、骨・軟骨組織に限局して発現している XXIV 型・XXVII 型コラーゲン遺伝子に着目し、
各コラーゲン遺伝子における組織特異的発現調節機構やトランスクリプトームによる転写・翻
訳調節機構の解析を行い、分子メカニズムの解明および骨・軟骨形成異常等の疾患の診断、さら
には再生医療への応用について検討することとした。 
これまでに、XI 型コラーゲン遺伝子が転写因子 NF-Y によって制御されており、同様に V型コ

ラーゲン遺伝子においても NF-Y による制御が認められていることから、異なる遺伝子間におい
て共通する発現調節機構の存在が明らかとなっている。また、組織特異的発現については、XI
型・XXVII 型コラーゲン遺伝子において、網羅的スクリーニング法により、軟骨特異的エンハン
サーが見出されている。本研究では、こうした各コラーゲン遺伝子において共通する発現調節機
構あるいは異なる発現調節機構の解析を通じて、包括的な線維性コラーゲン分子の作用機序を
明らかにすることにより、骨・軟骨形成異常をはじめとする骨格形成に関与する疾患への治療法
に対して新たな知見を得ることができるよう取り組むこととした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 遺伝子発現は、基本転写調節機構であるプロモーター領域および組織特異的転写調節機構で
あるシスエレメント領域の相互作用によって制御されている。そこで、骨組織における V 型・
XXIV 型コラーゲン遺伝子、軟骨組織における XI 型・XXVII 型コラーゲン遺伝子に着目し、各コ
ラーゲン遺伝子の転写調節機構について検討を行うとともに、関与する転写因子を同定するこ
とによって、骨格形成における線維性コラーゲン分子の役割を明らかできるように解析を進め
た。 
 また、転写因子と複合体を形成し発現を調節する long ncRNA 等の各コラーゲン分子への関与
についてあわせて検討を行い、転写・翻訳調節機構をはじめとするコラーゲン分子のトランスク
リプトームによる作用機序を明らかすることが、骨・軟骨組織の分化や機能維持における分子メ
カニズムの解明につながるのではないかと考え検証を試みることとした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 転写調節機構を解析するにあたり、プロモーター解析については、長さの異なるルシフェラー
ゼコンストラクトを作製し、各種細胞へ導入後ルシフェラーゼアッセイを行った。さらに、活性
が認められた領域を絞り込むため、欠失や変異を加えたルシフェラーゼコンストラクトを組み
合わせることによって基本プロモーター領域の特定を試みた。また、プロモーター活性に関与す
る転写因子を同定するために、データーベースを用いて配列より想定される転写因子の候補の
検討を行った。 
 シスエレメント解析については、網羅的スクリーニング法により明らかとなったエンハンサ
ー及びその近傍に位置するサイレンサーについて、プロモーターとイントロンをつないだルシ
フェラーゼコンストラクトを作製し、ルシフェラーゼアッセイを行い活性・抑制部位および関与
する転写因子の特定を試みた。さらに、生体内での作用機序を明らかにするために発現ベクター
等を用いた遺伝子導入実験において細胞内での発現パターンの検証を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 基本転写調節機構（プロモーター解析）について 
 
発現量は少ないものの軟骨組織に限局して発現している XXVII 型コラーゲン遺伝子に着目す

ると、2 つの選択的スプライシング産物が存在している。その組織局在は、下流に位置する転写
産物では、皮膚組織に発現しており、上流に位置する転写産物では軟骨組織に発現が認められて



いるが、転写調節機構はそれぞれ異なっている。そこで、軟骨組織に発現している上流の転写産
物について解析を進めると、そのプロモーター活性は、約 300bp の領域内に存在していることが
明らかとなった。さらに、プロモーター領域を絞り込むため、同じく軟骨組織に発現している XI
型コラーゲン遺伝子において、転写因子 NF-Y がプロモーター活性に関与しているほか、転写因
子 Sp1 も関与していることが明らかとなっていることから、GC-rich の配列に着目し解析を進め
ることとした。XXVII 型コラーゲン遺伝子のプロモーター活性領域である 300bp 内の GC-rich の
配列に、変異を加えたルシフェラーゼコンストラクトを用い、ルシフェラーゼアッセイを行った
が、そのプロモーター領域を絞り込むことはできなかった。さらに、欠失したルシフェラーゼコ
ンストラクトや、10bp ごとに変異を組み込んだルシフェラーゼコンストラクトを用いて、ルシ
フェラーゼアッセイを行ったが領域の特定および転写因子の同定には至っていない。そのため
データーベースを用いて、配列から想定される転写因子の候補の選定を引き続き進めている。 
 一方で、V 型・XXIV 型コラーゲン遺伝子は、ともに骨組織に発現しており、V型コラーゲン遺
伝子については、転写因子 NF-Y による制御のほか、骨分化誘導因子である Sp7/Osterix によっ
て発現が増強することが明らかとなっている。また、XXIV 型コラーゲン遺伝子は、特に下顎骨
においてシグナルを示すことが判明しているが、その生体内での発現調節機構については明ら
かにすることができなかったため、発現ベクターやノックダウンベクターを用いて引き続き検
討を行う予定である。 
 
（２） 組織特異的転写調節機構（シスエレメント解析）について 
 
軟骨組織において、XI 型コラーゲン遺伝子では、プロモーター領域の上流にエンハンサー活

性領域を見出すことができた。さらに、関与する転写因子を同定するため、活性が認められた領
域に長さの異なるルシフェラーゼコンストラクトを作製し、20bp ごとに欠失したルシフェラー
ゼコンストラクトを用いてルシフェラーゼアッセイを行ったところ、約 40bp ほどに領域を特定
することができた。また XXVII 型コラーゲン遺伝子の軟骨特異的シスエレメント領域について
は、軟骨に発現する上流の転写産物とイントロンを順につないだルシフェラーゼコンストラク
トを用いてルシフェラーゼアッセイを行った結果、エンハンサー領域を特定することができた。
XI・XXVII 型コラーゲン遺伝子ともに、関与する転写因子の作用機序については、引き続き検討
を行っている。 
また、V型・XXIV 型コラーゲン遺伝子については、骨特異的シスエレメント領域を明らかにす

るために骨芽細胞において網羅的スクリーニング法により検討を行ったが、骨特異的シスエレ
メント領域の特定には至らなかった。 
今後は、long ncRNA 等の各コラーゲン遺伝子のプロモーターへの関与について解析を進める

とともに、骨や軟骨特異的なシスエレメントが分化過程に及ぼす影響について検討を行う予定
である。具体的には、エンハンサーに関しては、骨・軟骨分化誘導機能について未分化幹細胞を
用いて解析を行うほか、サイレンサーについては軟骨脱分化の制御機能について初代軟骨細胞
を用いて解析を行い、再生医療への応用の可能性について検討を行う予定である。 
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