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研究成果の概要（和文）：Runx2とRunx3が変形性関節症(OA)の発症に果たす役割をin vivoおよびin vitroで検
討した。関節軟骨特異的なRunx3ノックアウトマウスは、外科手術による誘導後、ルブリシンやアグリカンの発
現低下を伴うOAが加速された。Runx2ヘテロノックアウトマウスではMmp13の発現が減少してOAが抑制された。
Runx2ホモノックアウトではOAが加速し、II型コラーゲン（Col2a1）の発現が減少するという二相性の表現型が
示された。総合的な転写解析の結果、Runx3の転写標的遺伝子としてルブリシンとアグリカンが挙げられ、Runx2
は炎症反応下でCol2a1発現を誘導することが示された。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of Runx2 and Runx3 for osteoarthritis development in 
vivo and in vitro. Runx3-knockout mice exhibited accelerated osteoarthritis following surgical 
induction, accompanied by decreased expression of lubricin and aggrecan. Meanwhile, Runx2 
conditional knockout mice showed biphasic phenotypes: heterozygous knockout inhibited osteoarthritis
 and decreased matrix metallopeptidase 13 (Mmp13) expression, while homozygous knockout of Runx2 
accelerated osteoarthritis and reduced type II collagen (Col2a1) expression. Comprehensive 
transcriptional analyses revealed lubricin and aggrecan as transcriptional target genes of Runx3, 
and indicated that Runx2 sustained Col2a1 expression through an intron 6 enhancer when Sox9 was 
decreased. Runx3 protects adult articular cartilage through extracellular matrix protein production 
under normal conditions, while Runx2 exerts both catabolic and anabolic effects under the 
inflammatory condition.

研究分野： 整形外科

キーワード： Runx3　Runx2　変形性関節症　２型コラーゲン　ルブリシン　関節軟骨

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節軟骨は 2 型コラーゲンなどのタンパクによって構成され、表面はルブリシンなどの滑らかなタンパクによ
って覆われている。これらのタンパクが減少すると軟骨が変性し、変形性関節症に至る。この研究では、 
Runx2、Runx3 という2つの転写因子がこれらのタンパクを作り出し、関節軟骨を保護していることを明らかにし
た。Runx3の関節軟骨での作用はこれまで知られておらず、Runx2はむしろ変形性関節症を悪くすると考えられて
きた。Runx3の関節保護作用のほか、Runx2にも隠れた関節保護作用があることを示した本成果は、変形性関節症
の病態解明のみならず、治療法開発にも貢献すると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
Runx ファミリーは Runt ドメインを共有して遺伝子の発現を制御する転写因子であり、Runx1, 
Runx2, Runx3 が存在する。転写因子 Runx2 は軟骨細胞の変性や、肥大分化・骨化において必須

の転写因子である。また Runx3 は軟骨肥大分化に Runx2 の補助的に作用する。我々はこの研究

で、Runx2 は関節軟骨深に発現し、Runx2 を成長後に軟骨特異的 にヘテロノックアウト(cKO)
すると変形性関節症(OA)は抑制されるが、Runx2 をホモ cKO したマウスでは OA が進行する

といった二層性の作用があること、Runx2 ヘテロ cKO マウス由来の関節軟骨では軟骨破壊促進

因子の Mmp13 の発現が低下するが、Runx2 ホモ cKO マウス由来の関節軟骨 では保護因子の

Col2a1 も減少する事を示した。また Runx3 を cKO したマウスでは複数のモデルで OA が進行

したことを示し、Runx3 は Prg4（ルブリシン）の発現を制御して関節軟骨に保護的に作用する

ことを解明した。本研究は Runx2, Runx3 のみならず、関節軟骨の転写制御機構の全体像を解明

することが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究は、Runx2, Runx3 が軟骨の状態に応じて、どのような遺伝子の転写を誘導して、成体関

節軟骨を維持しているのかを明らかにする事を目的とする。転写因子 Runx2 は軟骨細胞の肥大

分化・骨化において必須の転写因子であり、Runx3 はその補助的作用がある。軟骨の変性におい

て肥大分化という現象が深く関わることはこれまで解明されていた。したがって、本研究は

Runx2 や Runx3 のみならず、関節軟骨の転写制御機構の全体像を紐解く上でも大きく貢献する

であろう。 
 
３．研究の方法 
本研究は、Runx2, Runx3 が軟骨細胞において、どのような遺伝子の転写を誘導して、成体関節

軟骨を維持や変性に関わるのかを検討する。Runx2cKO マウスの開発および維持にはすでに成

功しており、Runx3cKO マウスは業者より購入可能である。マウス由来の検体の採取も順調に

進んでいる。研究期間においては、新規購入した手術器具を用いて生体由来の組織を採取して検

定し、その解析に用いる解析ソフトを購入して統計分析を行い、軟骨細胞が炎症条件下や通常状

態において Runx2 の多寡によって発現が変動する遺伝子を検討した。また Runx2cKO マウスや

Runx3cKO 由来の軟骨細胞を用いて、転写因子の機能を網羅的に解析する ChIP-seq および

RNA-seq を行った。生体由来の組織については、免疫染色を行い、実際に生体内で発現が変動

しているかを定量的に評価した。 
 
４．研究成果 

まず野生型成体マウス C57BL/6J に手術で OA を行い、サンプルを２週ごとに経時的に採

取して免疫染色を行った。関節軟骨保護因子の Col2a1 やその転写因子である Sox9、さらに

Runx3 は OA に伴う炎症で減少するが、Runx2 は維持されていることが判明した。これを

in vitro で再現するため、マウスより採取した軟骨細胞に炎症誘導する IL-1βを加えて濃

度・時間を検討して、1 ng/mL で 24 h の時点で採取した軟骨細胞が OA をよく再現してお

り、Sox9 や Col2a1 は減少し, Runx2 の発現は維持されて, 軟骨破壊因子の Mmp13 の発現

は上昇することが確認された。 
続いてRunx2ヘテロ cKOマウスとそのContol、及びRunx2ホモ cKOマウスとそのControl
という 4 種のマウスに外科手術で OA を誘導する手術モデルを行なった。OA の進行度は



OARSI スコアで定量的に評価した。既存の報告通り Runx2 ヘテロ cKO マウス(40% cKO)
では Mmp13 が低下して OA が抑制されたが、Runx2 ホモ cKO マウス(80% cKO)では OA
が進行して、軟骨保護因子である Col2a1 が低下していた。軟骨細胞で Col2a1 の発現が炎

症反応下の Runx2 ホモ cKO マウス由来でのみ低下することは in vitro でも再現できた。こ

のことから、Col2a1 の発現を誘導する Sox9 が減少する炎症反応下において、本来安定発現

している Runx2 を強く KO すると、Col2a1 も減少して OA が進行したのではないかという

仮説を立てるに至った。 
（図 1 Runx2cKO マウス OA モデルでの検討） 

一方で Runx3 については、軟骨全層でおよび軟骨表層で Runx3 を時間特異的に cKO でき

るマウスをそれぞれ作成し、複数の手術モデルで検討した。いずれのモデルでも OA が進

行することが確認された。Runx3 は OA 早期に減少することが事前検討で判明したため、

対側（Sham 側）の免疫染色では Acan(アグリカン)や Prg4 が減少していた。Runx3 が Acan
の発現の制御に関わる報告はあったが、Prg4 に関する報告はなかった。このことから Runx3
は Acan や Prg4 の発現に関わり、OA 変化の早期に重要であるという仮説を立てて、特に

軟骨最表層（SFZ 細胞）において Prg4 の発現を誘導するか実験を進めた。 
 
（図 2 Runx3cKO マウス OA モデルでの検討） 

転写因子の機能を網羅的に解析する ChIP-seq を行うためには、目標の転写因子に FLAG タ

グをつけたタンパクを発現させることで実験の精度を上げることができる。Runx2-FLAG
マウスを疾患工学センターより提供いただいた。このマウス由来の軟骨細胞を用いて、IL-
1βの負荷での機能変化を検討するために、転写因子の機能を網羅的に解析する ChIP-seq



を行った。Collagen fibril の形成は Runx2 の主要な機能として炎症反応の有無（IL-1βの負

荷の有無；赤負荷なし、青負荷あり）に関わらず維持された。その中心となるのが Runx motif
とされる TGTGGT 配列であるが、これは炎症の有無でも維持された。 
（図 3 ChIP-seq の結果：Runx2 の転写因子結合部に関する位置情報解析） 

 さらに、位置情報解析によりこ

の Runx motif が、Col2a1 遺伝子

における Sox9 のエンハンサー領

域の近傍にあることが判明した。

特に Intron 6 では炎症反応を再

現して, Runx2 を維持したまま

Sox9 を減少させて活性が落ちる

か再現したが、Runx2 が一定量あ

れば活性が維持されることを示

せた。以上の結果及び既存の報告から、Runx2 は通常関節破壊因子 Mmp13 を誘導するだ

けでなく、炎症反応で Sox9 が減少した特殊な状況で関節保護因子 Col2a1 も誘導する二層

性の機能を持つことを、本研究は解明した。  
（図 4 Runx3 アデノウイルスベクターを用いた OA 誘導手術モデル） 

一方で Runx3 については、野生型

マウスより採取した SFZ 細胞に

RUNX3-FLAG タンパクを過剰生

成できるベクターをリポフェクシ

ョンさせることで ChIP-seq を行

った。こちらは RNA-seq の結果と

合わせて、Runx3 が Prg4 の発現に

関わることが判明した。 
Runx3 が OA に対して Prg4 の発

現を介して保護的に作用すること

を示すために、アデノウイルスベクターを野生型マウス膝に注射して Runx3 タンパクを過

剰生成したマウスで、OA を誘導する手術モデルを行った。アデノ Runx3 ベクター投与群

では OA の進行が抑制されたことを示した。 
 以上より、Runx3 は OA の早期に消失するが Prg4 の発現を制御して関節軟骨に保護的に作

用し、Runx2 は OA 反応の間も安定的に発現して関節軟骨に対して、Mmp13 の発現を介して破

壊的にも、Col2a1 の発現を介して保護的にも働くことを示した。 
（図 5 結果の総括） 
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