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研究成果の概要（和文）：転写因子Runx2, Runx3が関節軟骨で果たす役割についてin vivo, in vitroで解析した。ま
ずRunx2-floxマウスを作出し、設計通りのノックアウトが起きることを確認した。次にRunx3-floxマウスとともに、薬
剤誘導性軟骨細胞特異的Creマウスと交配させ、変形性関節症モデルなどを作成したところ、いずれもノックアウトに
よって変形性関節症の進行は促進した。in vitroの実験系では、これらの転写因子は軟骨分化を促進させ、基質産生を
促す作用があることが確認できた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed roles of transcription factor Runx2 and Runx3 in articular 
chondrocytes. First, we generated Runx2-flox mice, and confirmed that the gene deletion was successful. 
We then crossed Runx2-flox mice with cartilage-specific Cre mice, and created osteoarthritis model. 
Deletion of these factors modified cartilage degeneration. We analyzed the molecular mechanisms by in 
vitro experiments.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 整形外科学　変形性関節症
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１．研究開始当初の背景 
社会の急速な高齢化により運動器変性疾患

の患者数は増え続けている。変形性関節症は
その代表的な疾患であるが、その詳しい分子
病態の研究はまだ始まって日が浅く、本質的
な治療法を産み出すには至っていない。申請
者らのグループでは変形性関節症の in vivo
での解析を可能にすべく世界に先駆けてマウ
ス変形性関節症モデルを樹立し
（Osteoarthritis Cartilage 13:632-41, 2005）、
変形性関節症の分子生物学的研究にブレーク
スルーをもたらした。申請者らはマウスモデ
ルをベースに多くの研究を積み重ね、変形性
関節症の発症・進行において軟骨内骨化に酷
似した現象が見られることを見出し、多くの
軟骨内骨化制御分子が変形性関節症に関与す
ることを解明してきた（Nat Med 
12:665-70,2006, PLoS One 4:e4543,2009, 
Nat Med 16:678-86,2010, Arthritis Rheum. 
62:826-36, 2010, Arthritis Rheum. 
64:198-203, 2012, Hum Mol Genet. 
21:1111-23, 2012）。この学説は現在の変形性
関節症研究の重要な柱となっているが、その
中心に位置するのが転写因子 Runx2 である。
Runx2は軟骨内骨化の制御分子として最初に
同定された転写因子であり、そのファミリー
分子 Runx3 とともに軟骨細胞の肥大分化や
その後の骨芽細胞の発生分化に必要不可欠な
役割を果たすことが 2004 年までに報告され
た。このように Runx2 は軟骨内骨化の主役で
あるが、さらに変形性関節症においても促進
的に作用することを申請者らはマウスモデル
樹立直後に Runx2 ヘテロノックアウトマウ
スを用いて報告した（Arthritis Rheum 
54:2462-70,2006）。 
 このように Runx2 は変形性関節症研究の
さきがけとなり黎明期に盛んに研究されたが、
最近の研究においても新たな側面がいくつか
報告されている。変形性関節症には炎症や過
剰なメカニカルストレス、遺伝的要素など
様々な要因が複雑に交錯することが広く知ら
れており、最近ではこれらの要因ごとに in 
vitro の実験系が構築され、個別に検証される
ようになってきた。その結果として申請者ら
は、炎症性サイトカインが NF-κB シグナル
の活性化とHIF-2αの誘導を経由してRunx2
の発現を誘導すること（Nat Med 
16:678-86,2010, Gene 416:53-60,2008）を明
らかにした。また最近、軟骨細胞にメカニカ
ルストレスを負荷することによって軟骨変性
マーカーである MMP-13、ADAMTS-5 とと
もに Runx2 が発現増加することも報告され
た（Osteoarthritis Cartilage 
19:222-32,2011）。 
 このようにRunx2, Runx3は古くから知ら
れた分子であるが、変形性関節症の発症・進

行に関わる多くのシグナルに関与する可能
性が示唆されており、変形性関節症の背景に
ある複雑な分子ネットワークを紐解く鍵と
なりうると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、時間特異的・空間特異的なノ
ックアウトマウスやマイクロアレイ、ChIP-
シーケンスなどの最新の技術を投入し、炎症、
メカニカルストレス、エイジングといった変
形性関節症の要因ごとのモデルを解析する
ことで、Runx2, Runx3 を皮切りに変形性関
節症の分子病態の全貌解明に挑む。 
 
３．研究の方法 
本研究では、時間特異的・空間特異的なノ

ックアウトマウスを作出し、メカニカルスト
レスモデル、エイジングモデルによって先行
研究で示唆されている Runx2, Runx3 の多様
な作用を in vivo で検証する。またマイクロア
レイと ChIP-シーケンスによって Runx2, 
Runx3 の標的遺伝子を網羅的に解析し、これ
らを総合して分子ネットワークのの全体像を
評価する。具体的には以下のサブテーマに分
けて実施する。 
(1) Runx2, Runx3 のコンディショナルノッ

クアウトマウスの作出 
(2) 関節軟骨の形成、成熟、変性、老化に伴

うRunx2, Runx3の発現量の変化の解析 
(3) in vivo モデルにおける Runx2, Runx3

の発現抑制系の解析 
(4) in vitro モデルにおける Runx2, Runx3

の標的遺伝子群の解析 
 
４．研究成果 
 まず Runx2-flox の作成を行った。数多く
の transcript variant がある中で、5末端側
の共通の exon にターゲットを絞り、ノック
アウトすることによってフレームシフトが
起こるものを選定してターゲッティングベ
クターを設計、作成した。マウス ES 細胞に
て相同組み換えを行い、セレクションした細
胞にてキメラを作成し、継代によって F1 の
中から flox アレルを有する個体を得た。
Runx3-flox マウスはジャクソンラボラトリ
ーから供与を受けた。 
 次に全身性にCreリコンビナーゼを発現す
るトランスジェニックマウスと Runx2-flox
マウスを交配させ、表現型を確認した。ヘテ
ロノックアウト、ホモノックアウトとも過去
のコンベンショナルノックアウトマウスの
報告と同じ骨格形成異常がみられたことか
ら、flox マウスの作動は設計通りと考えられ
た。 
 次に Runx2-flox, Runx3-flox を薬剤誘導
性軟骨細胞特異的Creマウスと交配させ、Cre
あり、Cre なしの flox/flox マウスを作成し
た。これらに生後 7 週目に Cre 誘導をかけ、
翌週に変形性関節症モデルの手術を行った。



Cre(+)の Runx3-flox/floxマウスは変形性関
節症の進展が Cre(-)のそれと比較して、有意
に 進 行 し た 。 ま た 同 様 に Cre(+) の
Runx2-flox/flox マウスも変形性関節症の進
展が Cre(-)のそれと比較して、有意に進行し
た。 
 このメカニズムを解析するため、軟骨系細
胞株 ATDC5 を用いて、薬剤誘導性の Runx2, 
Runx3 過剰発現細胞株を作成した。分化段階
ごとにそれぞれを過剰発現させたが、いずれ
も軟骨分化や基質産生を促進された一方、軟
骨基質分解酵素の発現については一定の傾
向を見出さなかった。炎症性シグナルについ
ても大きな影響は見られなかった。 
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