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研究成果の概要（和文）：TGF-βシグナルは軟骨細胞分化を制御するが、その標的遺伝子はよくわかっていな
い。我々はTGF-β1がヒト軟骨細胞株においてc-Myc依存的にMyct1を強く誘導する事を見出した。しかしMyct1の
ノックダウンでは軟骨細胞分化に変化が起きなかった。そこでTGF-β1により発現が低下するPEG10について解析
したところ、PEG10はTGF-β1により発現が下がる一方で、強制発現するとTGF-βシグナルを抑制する事がわか
り、新たなTGF-βシグナル阻害因子として考えられた。実際、PEG10ノックダウンは軟骨細胞分化を促進し、そ
のnegative feedback機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：During endochondral ossification process, TGF-β signaling promotes 
chondrocyte differentiation while inhibits hypertrophic chondrocyte maturation, which underlying 
mechanisms are not clear. We found that TGF-β1 strongly induced expression of Myct1 gene in human 
chondrocyte cell line. siRNA-mediated knockdown of c-Myc diminished TGF-β1-induced Myct1 
expression, suggesting that c-Myc is indispensable for the expression. However, silencing of Myct1 
did not affect TGF-β1-mediated chondrocyte differentiation. Then, we next focused on PEG10 gene 
which was suppressed by TGF-β1. Induction of PEG10 inhibited TGF-β signaling, suggesting PEG10 to 
be a novel inhibitory factor for TGF-β pathway.

研究分野： 股関節外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 我 々 は transforming growth factor-β  
(TGF-ファミリー・シグナルの軟骨細胞の分
化・成熟における機能を研究してきた。内軟
骨性骨化過程において、TGF-シグナルの分
化前半と後半の相反する役割のうち、後半の
軟骨細胞肥大・成熟過程において、TGF-シ
グナルが TGF-/BMP ファミリーの共通抑制
因子である SnoN を誘導し、肥大軟骨細胞分
化を negative feedback 的に抑制する事を示し
(J Biol Chem, 2012: 基盤研究 C (一般 ), 
H23~H25, 課題番号 23592221)、さらに BMP
シグナルが Runx2 依存的に誘導する Smpd3
が、セラミド・シグナルを介してやはり軟骨
細胞分化成熟を抑制する事を明らかにして
いる(J Biol Chem, 2004: 基盤研究 C (一般), 
H25~H27, 課題番号 25462376)。しかし、いず
れの分子も役割は限定的であり、他にも
TGF-誘導性の軟骨細胞分化調節因子(機構)
が存在するはずである。その観点から我々は
ヒト正常軟骨細胞株 C28/I2 を TGF-1 で刺激
し、４８時間後の分化進行期に誘導される遺
伝子をマイクロアレイ解析で検索し、最も誘
導倍率が高い (12.5 倍 )遺伝子として Myc 
target 1 (gene symbol: Myct1)を同定した。 
(2) Myct1 は c-Myc の直接標的遺伝子として

誘導され、アポトーシス、トランスフォーメ

ーション、細胞増殖、分化等の c-Myc の様々

な作用をカバーする事が分かっていた(Yin X 
et al., J Biol Chem, 2002; Rogulski KR et al., 
PNAS, 2005)。しかし c-Myc 以外の誘導経路は、

我々が同定した TGF-による誘導も含めて、

全く不明であった。c-Myc を in vivo で軟骨に

過剰発現すると、軟骨細胞成熟を抑制するが、

肢芽特異的に c-Myc をノックアウト(KO)し
たマウス胎仔の骨もやはり肥大軟骨細胞分

化が遅延するので、c-Myc の軟骨細胞分化・

成熟における役割は controversial であった。

c-Myc は一方で、iPS 細胞誘導に必要なリプ

ログラミング因子の一つであり、Klf4 と Sox9
と組み合わせれば線維芽細胞から直接軟骨

細胞を誘導出来る(induced chondrogenic cells 
[iChon]; Outani H, et al., PLoS One, 2013)。
c-Myc の軟骨細胞分化やリプログラミングに

おける働きの中で、その下流責任遺伝子とし

てMyct1が存在・機能するかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 軟骨細胞において Myct1 が TGF-によっ
て誘導される経路、すなわち Smad 直接標的
なのか、c-Myc 等の de novo protein を介する
のかを明らかにする。 
(2) 軟骨細胞分化・成熟における役割を c-Myc
と比較しながら検討する。 
(3) Myct1 のリプログラミング機能の有無を

検証し、軟骨細胞における存在意義に光を当
てる。 
 
３．研究の方法 
(1) 軟骨細胞株(C28/I2, ATDC5)、軟骨肉腫細
胞株(SW1353, Hs 819.T)において、TGF-β1 刺
激で Myct1 遺伝子の発現上昇を、mRNA、蛋
白レベルで、それぞれ定量的 RT-PCR 法
(RT-qPCR)、ウエスタン・ブロット法を用い
て検討した。 
(2) c-Myc の siRNA によるノックダウン実験
による Myct1 の発現変化を、RT-qPCR とウエ
スタン・ブロットで確認した。 
(3) Myct1 の siRNA によるノックダウン実験
により、軟骨細胞分化への影響を、軟骨細胞
分化マーカーの RT-qPCR、及びアルシアン・
ブルー染色で確認した。 
(4) Myct1 の軟骨細胞分化への直接影響が薄
いという実験結果を得た為、やはり TGF-β1
シグナルと c-Myc の両者の制御、ただし発現
抑制を受ける PEG10 を先行マイクロアレイ
結果から抽出し、その軟骨細胞分化系におけ
る発現解析を行った。 
(5) TGF-β ファミリーの一つで、同様に軟骨細
胞 分 化 に 重 要 な 機 能 を 有 す る bone 
morphogenetic protein (BMP)シグナルによる
PEG10 の発現制御を、RT-qPCR とウエスタ
ン・ブロットで確認した。 
(6) PEG10のTGF-βシグナルとBMPシグナル
の古典的 Smad 経路への feedback 機能の可能
性について、それぞれのシグナル・レポータ
ー・ルシフェラーゼ・アッセイ系を用いて検
討した。 
(7) PEG10 の siRNA によるノックダウン実験
による軟骨細胞分化への影響を、軟骨細胞分
化マーカーの RT-qPCR、及びアルシアン・ブ
ルー染色で確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 軟骨細胞株、軟骨肉腫細胞株において、
TGF-β1(1ng/ml)刺激で Myct1 遺伝子の発現は、
mRNA と蛋白の両レベルで明らかに増強し
た。 
(2) c-Myc の siRNA 導入により、Myct1 の発現
は、確かに減少し、Myct1 遺伝子は軟骨細胞
系において、TGF-β と c-Myc の両者共にその
発現誘導に重要であることが分かった。 
(3) しかし Myct1 の siRNA 導入によるノック
ダウンでは、十分にノックダウンされている
にも関わらず、軟骨細胞分化への影響が、全
く確認されなかった。この事は、Myct1 が分
化そのものではなく、別の細胞表現型、例え
ば cell growth や運動能に効いている可能性も
考えられたが、少なくとも、軟骨細胞分化と
共に発現は増えるので、分化マーカーとして
の意義はあると考えられた。しかし本研究は
あくまで分化に主目的を置いているので、別
の TGF-β1 シグナルと c-Myc の標的遺伝子の
存在の可能性を探る事とした。 
(4) TGF-β シグナルと c-Myc の両者による発



現制御を受ける可能性のある遺伝子を、先行
マイクロアレイ結果から検索したところ、
paternally expressed gene 10 (PEG10)を TGF-β1
刺激で発現下がる遺伝子として同定出来た
が、この PEG10 は、c-Myc の標的遺伝子とし
て示唆されている事が分かった(Li CM, et al, 
Cancer Res, 66, 665-672, 2006)。 
(5) ただし、PEG10 の発現制御に関して
TGF-β シグナルと c-Myc は逆方向に働くの
で、TGF-β シグナル・ファミリーの一つで、
同様に軟骨細胞分化に重要な機能を有する
bone morphogenetic protein (BMP)シグナルに
よる PEG10 の発現制御を検討してみたとこ
ろ、面白いことに BMP-2 や BMP-6 添加は、
PEG10 発現を著名に促進した。すなわち BMP
シグナルと c-Mycによる共通の標的遺伝子と
考えられた。 
(6) PEG10 の機能として、TGF-β ファミリー
のレセプターに結合しうる事、その時シグナ
ルを抑制しうる事が報告されていたので、
TGF-β シグナルと BMP シグナルの古典的
Smad 経路への feedback 機能の可能性につい
て、それぞれのシグナル・レポーター・ルシ
フェラーゼ・アッセイ系を用いて検討した。
その結果、PEG10 発現ベクターは TGF-β と
BMP シグナルの両者を抑制し、逆に PEG10
の siRNA ノックダウンはそれぞれの Smad の
活性(リン酸化)を増強させた。すなわち、
PEG10 による TGF-β ファミリー・シグナルへ
の negative feedback 機構の存在が明らかとな
った。 
(7) PEG10 の siRNA 導入により、軟骨細胞分
化は軽度促進した。したがって、PEG10 は少
なくとも軟骨細胞分化を促進する TGF-β フ
ァミリー・シグナルによる発現制御を受ける
一方で、feedback としてシグナルを抑制し、
軟骨細胞分化を負に制御する事が示唆され
た。 
 
以上の結果を踏まえて、現在論文投稿中であ
る。 
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