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研究成果の概要（和文）：関節軟骨の維持にRunx1の発現調節が関与している可能性を検証するために
Col2Cre-Runx1floxマウスを作出した。OAモデルを作成し、関節軟骨の保持と変性について組織学的に詳細に検
証した結果、関節軟骨特異的にRunx1を欠如させたマウスではコントロール群に比べて、明らかに軟骨の変性と
骨棘形成が促進されていた。In vitroでBapx1ノックアウトレンチウイルスを用いて、Runx1の発現を解析したと
ころ、Bapx1の欠損状態ではRunx1は軟骨分化を制御することができなくなり、Runx1はBapx1を介して軟骨肥大化
を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analysed OA development of Col2a1-Cre;Runx1fl/fl and Runx1fl/fl mice by 
surgical induction of joint instability, and expression of marker proteins in the articular 
cartilage by immunostainings. The cartilage degradation and the osteophyte formation of Col2a1-Cre;
Runx1fl/fl the joints after 8 weeks was accelerated compared with the Runx1fl/fl littermate joints. 
To know the regulation of chondrocyte differentiation by Runx1, we analysed a function of downstream
 molecules and interaction with co-factors. Knockdown of Runx1 in articular chondrocytes increased 
hypertrophic markers, and decreased Bapx1 and chondrogenic markers. The similar results were 
observed in the Col2a1-Cre;Runx1fl/fl knee joint cartilage. Notably, suppression of hypertrophic 
markers by Runx1 was diminished by silencing of Bapx1 by siRNA. The present data suggest that Runx1 
contributes to articular cartilage maintenance through suppression of hypertrophic differentiation 
via Bapx1 induction.

研究分野： 整形外科　関節軟骨

キーワード： Runx1　ルブリシン
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１．研究開始当初の背景 
厚生労働省では、国内での変形性膝関節症
（Osteoarthrities : 膝 OA）患者数を、自覚
症状を有する患者数で約 1000 万人、潜在的
な患者数（X 線診断による患者数）で約 3000
万人と推定しており、高齢人口の増加によっ
て運動器変性疾患の患者数は増え続けてい
る。その主たる疾患である変形性膝関節症に
ついては加齢や物理的ストレス、炎症などの
関与が示唆されているものの、分子レベルで
の病態解明は始まったばかりであり、関節軟
骨の変性予防や、修復・再生といった本質的
な治療技術は現在も確立されていない。その
病因については加齢や物理的ストレス、炎症
などの関与が示唆されているが、分子レベル
での病態解明は始まったばかりである。申請
者らのグループでは従来から変形性膝関節
症の基礎研究を展開しており、変形性膝関節
症の in vivo での解析を可能にすべく世界に
先駆けてマウスを用いた変形性膝関節症モ
デ ル を 樹 立 し (Osteoarthritis Cartilage 
13:632-41,2005）、そのモデルを用いて Runx2 
や C/EBPβ、Carminerin、HIF2A などの軟骨
内骨化を制御する転写因子群が変形性膝関
節症の発症・進行をも強力に制御しているこ
と を 明 ら か に し た (Arthritis Rheum 
54:2462-2470,2006; Nature Med 
12:665-670,2006; PLoS One 4:e4543,2009; 
Nature Med 16:678-686,2010）。そして軟骨内
骨化の制御機構の網羅的解析のために肥大
化マーカー10 型コラーゲンのプロモーター
解析を行い、その強力な上流転写因子として
軟骨内骨化促進分子でもあるRunx2を同定し
た(Arthritis Rheum 60:166-178,2009）。そして
科学研究費補助金・若手研究 A（H22-24, 課
題番号 22689052）の中で、Runx1 が軟骨形成
分化マーカー2 型コラーゲンのプロモーター
に直接結合し、Sox5, Sox6 と相互作用して、
軟骨基質を促進的に誘導し、マウスだけでな
くヒトにおいてもRunx1は変形性関節症の抑
制遺伝子として、強く関与していることを解
明した（Ann Rheum Dis 72:748-753,2012）。
Runx1 が関節軟骨にとって、保護的な作用を
持つと考えられており、申請者らと同じ時期
に、幹細胞研究において、Runx1 はヒト間葉
系幹細胞が軟骨分化するのに重要な役割を
果たしていることが示され、Sox9 と同様に
Runx1 は軟骨初期分化において、重要な因子
であるとして世界中の注目を集めている
(Science 336:717-721,2012; N Engl J  Med 
366:2522-2524,2012 ）。また申請者らは Runx1
を発現上昇させる化合物を、OA モデルマウ
ス膝関節内投与を行うことによって、軟骨変
性の進行が有意に抑制できることを基礎検
討で確認しており、Runx1 シグナルは画期的
な治療標的となる可能性を有している。 

 
２．研究の目的 
関節軟骨保持・形成作用を持つ転写因子
Runx1 について、最新の in vivo システムを
用いて関節軟骨における作用を詳細に分析
するとともに、Runx1 を取り巻くシグナル群
を最先端の分子生物学的手法で網羅的に解
析し、安全かつ有効な治療標的を探索する。
得られた治療標的候補について培養軟骨細
胞、さらにマウスモデル上でも治療効果の検
討を行い、変形性関節症の新規治療法の実現
化を総合的に加速する。 
 
３．研究の方法 
Runx1 の軟骨における作用を in vivo, in 
vitro の最新技術を駆使して解析し、得られ
た知見から候補分子を選定し、マウスモデル
上での治療効果検討も行う。 
具体的には以下のサブテーマに分けて研究
を遂行する。 
（１）組織・時期特異的ノックアウトマウス
を用いた変形性関節症モデルの解析 
（２）エピゲノムの手法を用いた Runx1 と
Runx2 の標的分子群の網羅的検索 
（３）プロテオミクスの手法を用いた Runx1
の修飾分子群の網羅的検索 
（４）候補分子群の発現解析と in vitro で
の Runx1 のシグナル相互作用の検討 
（５）Runx1 の in vivo での治療効果の検討 
 
４．研究成果 
(1)組織・時期特異的ノックアウトマウスを
用いた変形性膝関節症モデルの解析 
関節軟骨の維持にRunx1の発現調節が関与し
て い る 可 能 性 を 検 証 す る た め に
Col2Cre-Runx1flox マ ウ ス 、
Col2CreER-Runx1flox マ ウ ス 、
Sox9Cre-Runx1flox マウスの 3 種類の組織特
異的ノックアウトマウスを作出した。
Sox9Cre-Runx1flox マウスは発生期の段階で
異常がみられたことから、関節軟骨全層特異
的 Col2Cre-Runx1flox マ ウ ス と
Col2CreER-Runx1flox マウスについて、OA モ
デルを作成して、関節軟骨の保持と変性につ
いて組織学的に詳細に検証した結果、関節軟
骨特異的にRunx1を欠如させたマウスでは変
形性膝関節症モデルにおいて、明らかに軟骨
の変性が起こることが判明した（図１）（論
文投稿準備中）。 
さらに、Runx1 が関節軟骨層だけでなく、変
形性膝関節症発症のきっかけとなる関節軟
骨最表層（Superficial Zone; SFZ）（図２）
に発現し、そこにおける保護作用が重要な働
きをしていることが明らかとなった。関節軟
骨 最 上 層 部 位 特 異 的 Cre マ ウ ス
（Prg4EGFPCreERt2）を入手し、変形性膝関
節症の発症のメカニズムとRunx1の関連をよ
り詳細に検討する予定である。（国際研究共
同強化にて続行中） 
 



 
 
 
（図１） 
 

（図２） 
 

(2)エピゲノムの手法を用いた Runx1 の標的
分子群の網羅的検索 
正常および変性関節軟骨細胞において Runx1
の ChIP-seq を行う準備をしている。同時に
Runx1flox マウス正常関節軟骨細胞にアデノ
ウイルスで Runx1 を強制発現させた細胞群、
Cre アデノウイルスで Runx1 を欠損させた細
胞群で cDNA マイクロアレイも行う準備をし
ている。この２つの解析結果から、Runx1 が
標的とする遺伝子群をより正確に把握する
ことが可能となる。現在、サンプル準備中で
ある。 
(3)プロテオミクスの手法を用いた Runx1 の
修飾分子群の網羅的検索 
関節軟骨細胞においてより生理的な状態で
Runx1 のタンパクに結合する修飾分子群を選
別するため、共免疫沈降法を行っている。既
知の軟骨必須転写因子である Sox5,6,9 は
Runx1 と蛋白相互作用することが確認され、
その必須ドメインも同定できている。さらに
未知の蛋白を同定するため、LC/MS/MS を用
いた解析を立命館大学・生命医科学科の下畑
氏と共同研究として行っている。 
(4)候補分子群の発現解析と in vitro での
Runx1 のシグナル相互作用の検討 
(2)の解析で Runx1 の発現調節により、

Nkx3.2/Bapx1がRunx1の下流の分子である可
能性が高いことが示唆されたため、マウス関
節軟骨にて発現解析を行ったところ、組織切
片において、Runx1 と同様に正常関節軟骨最
表層から関節軟骨全体に発現しており（図 3）、
OA 関節軟骨層では発現していないことが示
された。さらに in vitro で Bapx1 ノックア
ウトレンチウイルスを用いて、Runx1 の発現
を解析したところ、Bapx1 の欠損状態では
Runx1 は軟骨分化を制御することができなく
なり、Runx1 は Bapx1 を介して軟骨肥大化を
抑制していることが示唆された（論文投稿準
備中）。 
（図 3） 
 

5) Runx1 の in vivo での治療効果検討 
軟骨破壊のトリガーである軟骨肥大分化を
選択的かつ強力に制御しうる Runx1 を OA モ
デルマウスの膝関節内に投与することによ
って OA に対する治療効果を in vivo で検討
している。Runx1mRNA を膝関節内に投与する
実験においては研究協力者の有するミセル
担体技術（ドラックデリバリーシステム：
DDS）を導入している。現在までのところ、
Runx1 mRNA を投与することで、骨棘の抑制と
軟骨破壊の抑制が示唆されている（研究協力
者のグループより論文発表済み：Sci Rep 
6:18743,2016 ）。 さ ら に (4) で 得 ら れ た
Bapx1mRNA を投与することで、OA の発症を抑
制できないか検討する予定である。 
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