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研究成果の概要（和文）：マウス１１型および２７型コラーゲン遺伝子の基本転写調節機構について解析した。２７型
コラーゲン遺伝子においては、２つの転写産物が存在しており、それぞれの転写産物に対するプロモーター活性が認め
られた事から、この遺伝子が選択的プロモーターにより制御されている事が示された。一方、１１型コラーゲン遺伝子
においては、基本プロモーター内に転写因子NF-Yの結合領域が存在し、その領域の変異およびドミナントネガティブ変
異体の強制発現により、プロモーター活性が低下した。更に、GC-rich配列もプロモーター活性に必要で、この領域に
転写因子Sp1が関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the proximal promoter of mouse Col11a1 and Col27a1 gene in 
chondrocytes.In Col27a1 gene, oligo-Capping Race analysis revealed that mouse Col27a1 gene has two 
alternative splicing variants in chondrocytes. Transient transfection experiments indicated that the 
proximal promoter activity was from -586 to -445 in the downstream promoter, and was from -310 to +1 in 
the upstream promoter. In Col11a1 gene, cell transfection experiments exhibited the suppression of the 
promoter activity without NF-Y binding sequence. Furthermore, dominant-negative NF-Y inhibited the 
promoter activity. In addition, luciferase assays exhibited that GC rich sequence is a critical elements. 
Overexpression of Sp1 was significantly increased, and knockdown of Sp1 was suppressed the expression of 
endogenous transcript of Col11a1 gene. Taken together, these results indicate that the transcription 
factor NF-Y and Sp1 upregulates the proximal promoter activity of mouse Col11a1 gene in chondrocytes.

研究分野：分子生物学

キーワード： 軟骨　転写　コラーゲン
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１． 研究開始当初の背景 
 
細胞外マトリックス分子（ECM）、特にコラ
ーゲン分子は生体内タンパク質の約３割を
占め、発生過程や再生時の組織形成や機能発
現に重要な役割を演じている。その中で、線
維性コラーゲン分子は骨格形成の主役であ
り、骨・軟骨・皮膚など幅広い組織に発現し、
特に骨では I, V, XXIV 型、軟骨では II, XI, 
XXVII 型コラーゲン分子が共存してコラーゲ
ン分子会合体を形成している。一方、未分化
間葉系幹細胞が組織特異的なシグナル刺激
を受けた後、骨・軟骨などに分化し、それぞ
れの組織や器官を形成する。そして、細胞の
分化過程において、組織特異的な細胞外マト
リックス分子が発現しており、これらの分子
が「細胞の足場」として機能するだけでなく
「細胞分化の道しるべ」として、細胞にシグ
ナルを伝達し、細胞の運命決定に積極的に働
きかけている事が明らかになりつつある。
我々のグループは、細胞外マトリックス分子
の発現調節と細胞分化の協調関係に着目し、
量的には少ないがコラーゲン線維の直径を
調節している V/XI 型及び骨・軟骨に限局し
て発現している XXIV/XXVII 型コラーゲン分
子の発現調節機構の解析を行ってきた。そし
て、軟骨にしか発現していないと考えられて
いたCol11a1遺伝子が非軟骨組織にも発現し
ており、組織特異的な選択的スプライシング
により制御されており（Iyama,Matsuo et 
al.Matrix Biol2001）、転写因子 NF-Y が転写
を正に制御している事を明らかにした
（Matsuo et al. J Biol Chem 2003）。他の
マイナーコラーゲンについて検討してみる
と、Col5a1 や Col5a3 遺伝子においても NF-Y
が制御しており、異なるコラーゲン遺伝子に
共通の発現調節機構が存在する事を初めて
証明した。そこで、我々のグループがマイナ
ーコラーゲン分子の組織特異的発現パター
ンを検討したところ、V 型コラーゲン遺伝子
が骨形成部位に発現しており、更に N末端ド
メインに骨芽細胞特異的な結合領域が存在
する事を見出した(Matrix Biol. 2005)。次
に、この遺伝子の骨芽細胞特異的転写調節機
構を検討してみると、骨芽細胞の分化を制御
している Sp7/Osterix が、基本プロモーター
に作用して発現を増強させる事を見出した
(Biochem. Biophys. Res. Commun.2010)。 
面白い事に、他の骨芽細胞に発現している
線維性コラーゲン遺伝子もSp7/Osterixに制
御されており(Matrix Biol.2010)、骨芽細胞
特異的発現調節機構の存在を示した。また、
今回着目しているXXVII型コラーゲンと同じ
ファミリー分子である XXIV 型コラーゲン遺
伝子は、未分化間葉系幹細胞から前骨芽細胞
へ分化する過程で発現が誘導され、骨芽細胞
へ分化するにしたがってその発現が増強し、
骨形成過程でも安定的に発現している事が
明らかとなり、この分子が骨分化のマーカー
遺伝子である事を報告した(Connective 

tissue Res. 2008)。そこで申請者は、骨組
織同様に軟骨組織にも特異的な発現調節機
構が存在すると考え、軟骨に特異的に発現し
ているXI型コラーゲンα1鎖およびXXVII型
コラーゲンα1 鎖遺伝子に着目し、これらコ
ラーゲン分子の軟骨特異的発現調節機構に
ついて検討してきた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、マウス XXVII型および XI型
コラーゲンα1 鎖遺伝子の軟骨特異的転写調
節機構を明らかにすることを目的として、基
本プロモーター領域の同定及びプロモータ
ー活性に関与する転写因子の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 XXVII 型コラーゲン遺伝子の転写開始点
を決定するために、Oligo  nucleotide 
capping RACE 法を行った。次に、それぞれ
の基本転写開始点を含むゲノムDNAを用いて
様々な長さの異なるルシフェラーゼコンス
トラクトを作製した。作製したコンストラク
トを軟骨細胞に導入し、ルシフェラーゼ活性
を測定し、プロモーター活性を示す領域を決
定した。活性を示した領域については、引き
続き変異もしくは欠損を加えたルシフェラ
ーゼコンストラクトを作製し、プロモーター
活性に関与する配列の同定を行った。更に、
同定した基本プロモーター領域に関与する
転写因子について、ゲルシフト DNA プローブ
を作製し、Electrophoresis Mobility Shift 
Assay (EMSA)により関与する転写因子につい
て検討した。 
 一方、XI型コラーゲンα1鎖遺伝子につい
ても、転写開始点を含む長さの異なるルシフ
ェラーゼコンストラクトを作製し、軟骨細胞
におけるプロモーター活性領域を同定し、関
与する転写因子について検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）XXVII 型コラーゲンα１鎖遺伝子の基
本転写調節機構の解析 
 
XXVII 型コラーゲンα１鎖遺伝子の転写開
始点を決定したところ、２つのスプライシン
グ産物が存在することが示された。そこで、
それぞれの転写産物に対応するルシフェラ
ーゼコンストラクトを作製し、プロモーター
活性を検討したところ、それぞれの転写産物
に対するプロモーター活性が認められ、
XXVII 型コラーゲン遺伝子は、選択的プロモ
ーターにより制御されていることが明らか
となった。次に、それぞれの基本プロモータ
ーについて、活性領域を検討したところ、下
流プロモーターは、転写開始点上流-568～
-445 の領域に、上流プロモーターは、転写開
始点上流-310～+1 の領域にプロモーター活



性が認められた。そこで、それぞれの活性領
域について、関与する転写因子の有無につい
て検討した結果、下流プロモーターには１ヶ
所に転写因子結合部位が認められたが、転写
因子の同定は本研究期間内には出来なかっ
た。一方、上流プロモーター領域では、複数
の転写因子の関与が示唆されたが、結合領域
の決定および関与する因子の同定は出来な
かった。 
 
（２）XI 型コラーゲンα１鎖遺伝子における
転写因子 NF-Y の関与について 
 
 XI 型コラーゲンα１鎖遺伝子の基本プロ
モーター領域について解析を行った結果、基
本プロモーター活性は-116～-256 の領域に
認められ、-135～-145の領域に転写因子が結
合していることが EMSAにより示された。in 
silico の解析により、転写因子 Nuclear 
Factor Y(NF-Y)の結合部位（CCAAT box）
が予測された。そこで、結合配列に変異を加
えたコンペティター及び特異抗体を用いて
EMSA を行った結果、結合している因子が
NF-Yであることを認めた。更に、Chip assay
により、細胞内においても NF-Yが、基本プ
ロモーター領域に結合していることを示し
た。基本プロモーター領域内に欠失及び変異
を導入したコンストラクトを用いたルシフ
ェラーゼアッセイを行ったところ、約 40～
60%の活性の低下が見られ、さらに、ドミナ
ントネガティブのNF-Y A変異サブユニット
の強制発現により、プロモーター活性が抑制
されたことから、NF-Y がプロモーター活性
を制御していることが明らかとなった。 
 
（３）XI 型コラーゲンα１鎖遺伝子における
転写因子 Sp1 の関与について 
 
 次に、NF-Y 結合領域以外にも基本プロモ
ーターに関与する部位の存在が示唆された
ので、この基本プロモーター領域の更なる解
析を行った。その結果、NF-Y の結合領域の
下流部位にも、基本プロモーター活性に関与
していることが示唆された。そこで、この領
域の配列を検討したところ、TATA ボックス
が存在せず、GC 配列が豊富な領域が存在し
ていた。そこで、この GC配列に変異をいれ
たルシフェラーゼコンストラクトを作製し
ルシフェラーゼ活性を比較検討したところ、
転写調節に必要な配列であることを見出し、
転写因子 Sp1 の関与が示唆された。そこで、
Sp1発現ベクターを作製し、ルシフェラーゼ
アッセイを行ったところ、XI型コラーゲンの
転写活性は増強し、Sp1のノックダウンを行
った結果、プロモーター活性が低下すると共
に、XI型コラーゲン遺伝子産物の発現も抑制
した。これらの結果より、XI 型コラーゲンα
１鎖遺伝子は転写因子 NF-Y と Sp1 により制
御されていることが明らかとなった。 
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取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
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