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研究成果の概要（和文）： 
 内軟骨性骨形成過程において Sox9 は間葉系細胞が軟骨細胞へと分化する方向性を決定する

転写制御因子として知られており、Sox9 の活性の厳密な調節が正常な骨格形成に必要だと思わ

れる。本課題では、Sox9 の細胞内量を調節する Sox9 特異的ユビキチンリガーゼを同定し、こ

のユビキチンリガーゼによる Sox9 の細胞内量調節が内軟骨性骨形成に及ぼす影響を調べ、ユ

ビキチンリガーゼの異常によるSox9の分解不全と神経疾患との関わりについて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Sox9 is a master regulatory transcription factor of the SRY gene family regulating 

chondrogenesis as well as neural development.  In this report, we identified a ubiquitin 

ligase which binds specifically and regulates cellular concentration of Sox9, and 

examined the role of the ubuquitin ligase on endochondral ossification as well as 

neurological disorder through controlling cellular concentration of Sox9.      
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１．研究開始当初の背景 

内軟骨性骨形成における軟骨から骨への

移行過程は、長管骨、肋骨、脊椎での骨伸

長においてのみ見られるのではなく、骨折

時においても治癒過程、骨棘形成過程など

でも観察され、高度に複雑な機構で制御さ

れている。軟骨異形成症による低身長、軟

骨再生から骨への速やかな移行による骨折

治癒、また、変形性関節症や関節リウマチ

など様々な理由で失われた軟骨の再生など、

組織再生工学の観点からもその過程の全容

解明は切望され続けているが、未だその過

程で次々と発現が変遷していく遺伝子の、

内軟骨性骨形成における役割も未だ未解明
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図１ 内軟骨性骨形成模

な部分が多い。 
内軟骨性骨形成は、軟骨細胞の観点から

見ると、細胞の成長→成熟→肥大化→石灰

化→アポトーシスと肥大化軟骨の吸収→骨

系細胞の侵入といった連続した現象の流れ

によって起こる（図１）。これらそれぞれの

現象は、さまざまなシグナル伝達によって

制御されており、転写制御因子による成長

因子、ホルモン、細胞内外基質の発現制御

が誘導されている。  

この軟骨細胞への分化を方向付ける鍵と

なる転写制御因子が Sox9 であると考えら

れている。Sox9 は肥大化軟骨組織を含まな

い軟骨組織で特異的に発現しており、様々

な軟骨組織特異的な分化マーカーの発現を

促進しているが、骨に置換される直前の肥

大化軟骨細胞でその発現は完全に消失する。

Sox9 の肢芽におけるコンディショナルノッ

クアウトマウスでは，軟骨が形成されない

ために完全に手足の

無いマウスが形成さ

れる（図２）。 
また、軟骨組織に

おける過剰な Sox9
の発現も軟骨組織の

重篤な異形成を誘発

する。これらの事か

ら、Sox9 の量的な調

節機構は正常な軟骨

組織の発生に必須で

あると思われる。 
 

 

２．研究の目的 
本申請課題では、まずこのユビキチンリ

ガーゼによるSox9の細胞内量調節が内軟骨

性骨形成に及ぼす影響を調べ、次にこのユ

ビキチンリガーゼにおける変異が重篤な神

経疾患を引き起こしていることが以前より

報告されているため、ユビキチンリガーゼ

の異常によるSox9の分解不全と神経疾患と

の関わりについて明らかにすることを最終

目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究を行うにあたって、以下の方法を用い

た。 

(1)  Sox9に特異的に結合する蛋白を同定す

るため、軟骨細胞にタグ融合Sox9を過剰発

現させ、タグ抗体を用いてSox9-結合蛋白複

合体を沈降させた。沈降蛋白をプロテオミ

クス解析により分析し、１次構造を決定し

た。 

(2) Sox9内の結合ドメインを明らかにするた

め、Sox9の各ドメインを発現するベクター

と結合蛋白を発現するベクターを酵母内に

導入し、two-hybridアッセイを行った。 

(3) それぞれのリコンビナント蛋白を作製し、

それらが結合する事、Sox9が試験管内でユ

ビキチン化される事を確かめた。 

(4) これらの蛋白が細胞内で結合する事を確

かめるため、Sox9と結合蛋白を発現するベ

クターをCOS7細胞内に導入し、免疫沈降に

より両蛋白複合体が検出される事を確認し

た。 

(5) 細胞内でSox9と結合蛋白が共局在する事

を確かめるため、Cos7細胞に発現した両蛋

白を蛍光免疫染色し、発現部位を確かめた。 

(6) 骨形成におけるSox9,結合蛋白の役割を

調べるため、胎生期の長管骨の切片上でそ

れぞれの抗体を用いて免疫染色を行った。 

(7) Sox9結合蛋白の軟骨細胞分化に及ぼす影

響を調べるために、マウス胎生期肢芽より
図２肢芽における Sox9 欠失マウスの表



 

 

軟骨細胞を単離し、結合蛋白を発現するベ

クターを導入し、Sox9蛋白量を調べると共

に、軟骨分化マーカー遺伝子の発現、Ⅱ型

コラーゲンプロモーター活性の変化を調べ

た。 

(8) Sox9結合蛋白の発現量を減少させるため

に、マウス胎生期肢芽より単離した軟骨細

胞にsiRNAを導入し、Sox9蛋白量を調べると

共に、軟骨分化マーカー遺伝子の発現、Ⅱ

型コラーゲンプロモーター活性の変化を調

べた。 

(9) Sox9結合タンパク質欠損マウスより調製

した神経細胞抽出液を調製し、Sox9タンパ

ク量の変化を確かめた。 

 
４．研究成果 

(1) Sox9を過剰発現した軟骨細胞抽出液から

精製したSox9結合蛋白の解析により、ユビ

キチンリガーゼが単離された。 

(2) このユビキチンリガーゼとSox9断片を酵

母内で共発現する事により、Sox9中のユビ

キチンリガーゼ結合部位はHMGドメインで

ある事が明らかとなった。 

(3) Sox9はユビキチンリガーゼ、ユビキチン

発現ベクターとの共発現で細胞内で効率良

くユビキチン化される事、また、それぞれ

のリコンビナント蛋白によりin vitroでも

ユビキチン化される事が明らかとなった。 

(4) Sox9発現ベクター、ユビキチンリガーゼ

発現ベクター導入による細胞内での異所性

発現により両者は核内での部分的な共局在

が観察された。 

(5) 骨形成におけるSox9, ユビキチンリガー

ゼの役割を調べるために、胎生期の長管骨

をそれぞれの抗体で免疫染色すると、Sox9

は前肥大軟骨層および骨端軟骨辺縁部で強

い発現を示すが、ユビキチンリガーゼの発

現はそれらの領域で非常に弱く発現してい

る事が明らかとなった。 

(6) ユビキチンリガーゼを発現ベクター導入

により胎生期肢芽より単離した軟骨細胞に

過剰発現させ、Sox９の活性におよぼす影響、

細胞内Sox9量の減少、軟骨細胞マーカー遺

伝子発現の変化を確認したところ、ユビキ

チンキナーゼ発現により，細胞内Sox9濃度

の低下に伴う２型コラーゲンプロモーター

活性の低下、アグリカンmRNAの低下が観察

された。 

(7) ユビキチンリガーゼをsiRNA導入により

軟骨細胞でノックダウンし、Sox９の活性に

およぼす影響、細胞内Sox9量の減少、軟骨

細胞マーカー遺伝子発現の変化を確認した

ところ、 細胞内Sox9濃度の上昇に伴った

２型コラーゲンプロモータ活性の上昇、ア

グリカンmRNAの増加が観察された。 

(8) ユビキチンリガーゼ欠損マウスより調製

した神経細胞抽出液では、Sox9の蓄積のみ

でなく、Sox8, Sox10も蓄積している事が明

らかとなった。 

 

これらの点から本研究では、 

①Sox9特異的なユビキチンリガーゼを初めて

単離し、Sox9の細胞内濃度を調節している

機構を明らかにした。 

②ユビキチンリガーゼがSox9の濃度を調節す

る事により活性も調節している事が明らか

となった。 

③これまで胎生期の神経系におけるSox9の発

現は知られていたが、生育に伴って消失し

ていく事、またユビキチンリガーゼの欠失

によってSox9が蓄積している事が神経疾患

の誘発に結びついている可能性を強く示唆

した。 
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