
様式Ｃ－１９

機関番号：

研究種目：

研究期間：　　 ～　　
課題番号：

研究課題名（和文） 軟骨形成・分化にかかわる骨形成因子関連シグナルの解明と軟骨修復

研究課題名（英文）

研究代表者

　　　　　　（　　　）妻木　範行(TSUMAKI NORIYUKI)　

　研究者番号：

研究成果の概要（和文）：

研究成果の概要（英文）：

交付決定額
（金額単位：円）

研究分野：
科研費の分科・細目：
キーワード：

京都大学iPS細胞研究所　教授

50303938

Sox9は軟骨形成に必須であることが知られているが、軟骨ができた後の軟骨細胞におけるSox9
の機能はわかっていなかった。軟骨細胞に分化し後に軟骨細胞特異的にSOX9を欠失するコン
ディショナルノックアウトマウスを作製して解析した。SOX9は細胞の生存に必須であることが
判明した。その作用機序は、SOX9がPik3a-Akt経路を活性化することで細胞の生存を支えている
ことが判明した。また、Salt-inducible kinase 3 (SIK3)ノックアウトマウスでは、軟骨細胞
の肥大化のステップが障害されていることを発見した。免疫組織学的解析では、SIK3ノックア
ウトマウスでは、増殖軟骨細胞のマーカーであるII型コラーゲンの発現が続き、肥大軟骨細胞
のマーカーであるX型コラーゲンの発現が抑制されていた。細胞生物学、生化学的解析により、
SIK3は細胞質に存在し、HDAC4と結合して、HDACの核外移行を促進することが判明した。軟骨細
胞の肥大化は、転写因子MEF2Cによって促進される。軟骨細胞はSIK3を発現し、HDAC4を核外移
行させて、MEF2CをHDAC4による抑制から解放することによって、肥大化すると考えた。これら
の結果から、SIK3が軟骨細胞を増殖から肥大化分化へスイッチする、キー分子であると考え
た。
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Sox9 in mesenchymal progenitors is important for their differentiation into
chondrocytes, but its functions after differentiation into chondrocytes have not been
determined. To investigate Sox9 function in chondrocytes precisely, we deleted Sox9
genes after differentiation into chondrocytes in mice. Sox9 inactivation in
chondrocytes resulted in apoptosis. Molecular analysis revealed that Sox9 sustains

which are involved in chondrocyte differentiation, we discovered that chondrocyte
hypertrophy was markedly delayed in the growth plate cartilage in mice lacking salt-
inducible kinase 3 (SIK3). SIK3 was required for anchoring HDAC4 in the cytoplasm,
thereby releasing MEF2C, a critical facilitator of chondrocyte hypertrophy, from
suppression by HDAC4 in the nuclei. From these results, we concluded that SIK3
facilitates chondrocyte hypertrophy during formation and maintenance of cartilage.
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１．研究開始当初の背景

２．研究の目的

３．研究の方法

加齢とともに関節軟骨の変性は進行し，高齢化社
会への流れとともに，変形性関節症の患者数は急
増している．しかし軟骨細胞は高度に分化した細
胞で、損傷部位の自然修復は期待できず、根治的
な治療方法は無い。変性した軟骨を回復させて関
節機能の回復を目指すためにも，軟骨形成／分化
の制御メカニズムを分子レベルで解明することは
必要である．軟骨細胞による軟骨組織の代謝は
種々の液性因子によって制御されており，骨形成
因子（BMP）はその一つである．BMPは細胞表面の
受容体に結合し，細胞内のSmad蛋白が活性化され
ることで細胞内シグナルとして伝達される．軟骨
形成・分化については、BMPシグナルの下流でSOX9
が働いているとされる。SOX9は未分化間葉系細胞
が軟骨細胞に分化する時には必須であることが
分っているが、分化した軟骨における機能は良く
わかっていない。また、軟骨分化を制御する未知
の因子が存在するであろう。これら既知の因子の
詳細な解析及び、未知の因子を見つけて軟骨形
成・分化制御機構を明らかにすることが、変性し
た軟骨を修復する方法の開発につながると考えら
れる。

軟骨細胞にコミットした後のSOX9の機能を調べる
ために、Col11a2 prom-Cre; Sox9f/f conditional
knockout mice (CKO)を作製し、胎仔を種々のス
テージで解析する。Col11a2 prom-Creは、軟骨に
コミットした後にCreリコンビナーゼ活性を表す。
解析は胎仔の軟骨の組織学的解析、遺伝子発現解
析、アポトーシスの解析を行う。SOX9が軟骨細胞
の生存維持にかかわるメカニズムを調べるため
に、Sox9とPtenのダブルのcKOを作製して解析し
た。Akt経路がかかわることが分り、さらにその下
流を転写制御解析、クロマチン免疫沈降法などの
分子生物学的手法を用いて調べた。
軟骨細胞分化におけるSalt-inducible kinase 3
(SIK3)の機能を調べるために、SIK3ノックアウト
マウスを解析した。組織学的、細胞生物学的、分
子生物学的解析を行い、SIK3が軟骨細胞分化を制
御するメカニズムを調べた。

３）四肢及び体幹の骨格は内軟骨性骨化の
過程を経て形成される。即ち、未分化間葉
系細胞は凝集し、凝集間葉系細胞は軟骨細
胞へと分化する。軟骨細胞は増殖しながら
軟骨細胞外マトリックスを構築して、軟骨
原基を作る。軟骨原基の中心部では、軟骨
細胞の増殖が止まり、肥大化が始まる。肥
大軟骨細胞はやがてアポトーシスに陥り、
骨組織に置換されて、骨格が形成される。
この過程は正常な骨格の形成に必須の過程
である。我々はSalt-inducible kinase 3
(SIK3)ノックアウトマウスでは、軟骨細胞
の肥大化のステップが障害されていること

２）　さらに、SOX9が軟骨細胞の生存維持
にかかわるメカニズムを調べた。この細胞
のシグナルを調べたとこと、MAPK関連の分
子のリン酸化は保たれていたが、Aktのリン
酸化が低下していた。そこで、Sox9とPten
のダブルのcKOを作製してAktのリン酸化を
強制的に行ったところ、アポトーシスの程
度が減弱し、Sox9 cKOの表現型がレス
キューされた。このことから、Sox9はAkt経
路を通じて軟骨細胞の生存を支えていると
考えた。さらに、Sox9のターゲット遺伝子
を探索したところ、PI3Kサブユニットの一
つであるPik3caの発現がSox9 cKOで低下し
ていることがわかった。さらに、ルシフェ
ラーゼアッセイやクロマチン免疫沈降法を
用いた解析により、Pik3caのプロモーター
にSox9が結合し、発現レベルを調節してい
ることが判明した。このことから、Sox9の
軟骨細胞における機能は、Pik3a-Akt経路を
活性化することで、軟骨細胞の生存を支え
ることが判明した。

研究の全体構想は、軟骨形成／分化の制御メカニ
ズムを分子レベルで明らかにし、そこで得た知見
をもとに、病的に変性・破壊された軟骨を修復す
る方法を開発することにある。その中で本研究の
目的は、骨形成因子(ＢＭＰ)シグナルの下流で働
くSOX9の、成熟した軟骨細胞で働く仕組みを分子
レベルで明らかにすることにある。また、軟骨分
化制御に係る未知の因子を調べ、その機能を分子
レベルで明らかにすることである。Sox9は軟骨細
胞において、軟骨マトリックス遺伝子の転写に重
要な役割を果たすことが知られている。遺伝子改
変マウスの結果からSox9は軟骨形成に必須である
ことが知られているが、軟骨ができた後の軟骨細
胞におけるSox9の本当の機能はわかっていない。
これらのマウスでは軟骨が形成されないため、軟
骨の解析が出来ないことがその理由である。ま
た、軟骨細胞分化を制御する新たな因子として
SIK3を同定し、その作用機序を分子レベルで解析
する。

４．研究成果
１）　我々が開発したCol11a2 prom-Cre
transgenic miceは増殖軟骨細胞以降のス
テージの軟骨細胞でCre recombinaseを発現
する。Col11a2 prom-Cre; Sox9f/f
conditional knockout mice (CKO)を作製
し、胎仔を種々のステージで解析した。交
配後14.5日目のCKO上腕骨軟骨原基では、軟
骨細胞の前肥大化および肥大が認められ
ず、その部位の軟骨細胞は腔泡化し、細胞
数が減少していた。in situ hybridization
でIhh およびCol10a1の発現は消失してい
た。免疫組織学的解析においてSox9はround
proliferative chondrocyteに発現していた
が、flat proliferative chondrocyteでは
発現が消失していた。Sox9の発現消失部位
に一致して、Col2a1 mRNAの発現が低下して
いた。腔泡化した軟骨細胞はcleaved
caspase 3を発現し、タネル染色陽性であっ
た。コントロールマウスの軟骨ではcleaved
caspase 3の発現は認めず、タネル染色は陰
性であった。これらの結果からSox9が欠失
すると軟骨細胞は肥大軟骨細胞に分化せず
に腔泡化し、アポトーシスに陥ると考え
た。Sox9は軟骨形成だけでなく、その後の
軟骨形質の維持および軟骨細胞の生存にも
必須であると結論した。
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生後のSIK3ノックアウトマウスの関節軟骨は著し
く肥厚していた。免疫組織学的解析では、SIK3
ノックアウトマウスでは、増殖軟骨細胞のマー
カーであるII型コラーゲンの発現が続き、肥大軟
骨細胞のマーカーであるX型コラーゲンの発現が抑
制されていた。SIK3の発現は増殖軟骨細胞で低
く、前肥大軟骨細胞と肥大軟骨細胞で高かった。
野生型コントロールマウスの軟骨細胞ではHDAC4は
核外に局在していたが、SIK3ノックアウトマウス
の軟骨細胞では、HDAC4が核内に存在していた。細
胞生物学、生化学的解析により、SIK3は細胞質に
存在し、HDAC4と結合して、HDACの核外移行を促進
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増殖から肥大化分化へスイッチする、キー分子で
あると考えた。
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