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研究成果の概要（和文）：軟骨分化マスター遺伝子Sox9の機能非依存性に軟骨細胞分化を調節する因子として
Irx3を同定した。Irx3は、前肥大および肥大軟骨細胞に強く発現し、Bmpシグナル存在下で初期軟骨細胞分化を
促進し、Sox9の機能非依存性にepiphycanおよびlumican発現を上昇させた。また、Irx3は、Wntシグナルの共役
受容体Lgr6とそのリガンドR-spondin1を介した同シグナル伝達の活性化により、軟骨細胞の成熟を促進すること
が判明した。本研究は、Irx3の軟骨細胞分化における機能を初めて明らかにし、またSox9の機能を介さない新た
な軟骨分化調節機構の存在を示唆するユニークな研究と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Sox9 is known to be a master regulator of cartilage development. In this 
study, we attempted to identify genes involved in Sox9-independent regulatory mechanisms of 
chondrocyte differentiation and focused on Irx3. Irx3 expression gradually increased with 
chondrocyte terminal differentiation and promoted the chondrogenic differentiation of mesenchymal 
cells upon Bmp2 treatment. Irx3 partially rescued impaired chondrogenesis via upregulating the 
expression of epiphycan and lumican by activating the p38 MAPK pathway under reduced Sox9 
expression. Moreover, Irx3 stimulates chondrocyte maturation by Wnt signaling. This function of Irx3
 might be resulted in part from activation of Wnt signaling augmented by R-spondin1-Lgr6 
interaction. These results indicate that Irx3 represents a novel regulatory factor of chondrocyte 
differentiation and regulates chondrogenesis independent of the transcriptional machinery associated
 with Sox9-mediated regulation.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
Sox9 は、遺伝子改変マウス解析の結果から、
軟骨発生および生後の軟骨機能維持に必須
の遺伝子であることが証明されている。しか
し、軟骨疾患や幹細胞を用いた軟骨再生医療
に対して、Sox9 発現誘導のみで十分である
か不明な点が多く、Sox9 非依存性の軟骨分
化調節機構の解明の必要性も考えられる。 
２．研究の目的 
本研究では Sox9 非依存性に軟骨分化を調節
する因子を探索する実験系のマイクロアレ
イ解析の結果から、転写調節因子 Irx3 に着目
し、その初期軟骨細胞分化および後期軟骨細
胞成熟過程における役割の解明を目的とし
た。 
３．研究の方法 
まずマウス軟骨発生における Irx3 発現を免
疫染色により調べた。次に、マウス肢芽細胞、
未分化線維芽細胞様細胞株C3H10T1/2細胞に
おいて、Irx3 のレトロイウルスを用いた過剰
発現もしくはshRNAを用いた機能阻害実験を
行った後、細胞染色や遺伝子解析により Irx3
の初期軟骨細胞分化における役割を解明し
た。また、ウサギ初代軟骨細胞に Irx3 を過
剰発現した後、同様の実験を行い、Irx3 の後
期軟骨細胞成熟過程における役割を検討し
た。さらに shSox9 を発現にさせたC3H10T1/2
細胞に Irx3 を共発現させ、Sox9 機能阻害に
よる軟骨細胞分化阻害をレスキューできる
かどうか調べ、その際の Irx3 により誘発され
るシグナル伝達機構を調べた。 
４．研究成果 
（１）免疫染色の結果、Irx3 はマウス E13.5
軟骨原基の中心部から発現を開始し、その後
は前肥大層および肥大層に発現が強くみら
れた(図１)。 
 
 
 
 
 
 
（２）Irx3 を過剰発現させたマウス肢芽細胞
およびC3H10T1/2細胞ではコントロールと比
較して alcian blue 染色が亢進していた(図
２Ａ)。さらに real-time PCR の結果、Irx3
に よ り 、 マ ウ ス 肢 芽 細 胞 で は
Epiphycan(Epyc)発現、C3H10T1/2 細胞では
Bmp2 の存在下で II型 collagen(Col2a1)およ
び Aggrecan 発現が上昇した（図２Ｂ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
（３）次に Irx3 発現阻害による C3H10T1/2
細胞での遺伝子発現変化について調べたと
ころ、Col2a1 および Aggrecan 発現に変化は
みられなかったが、Epiphycanおよび Lumican
発現が低下した(図３)。 
 

 
 
 
以上の結果から Irx3 は Bmp2 存在下で未分化
間葉系細胞の軟骨細胞分化を促進し、特に
Epiphycan および Lumican 発現調節に重要な
役割を持つことが判明した。 
（４）さらに Irx3 が Sox9 機能低下による軟
骨分化阻害をレスキューできるか調べたと
ころ、shSox9 発現による alcian blue 染色の
低下が Irx3 の共発現によりやや回復された
（図４Ａ）。この際の遺伝子発現を調べた所、
shSox9発現によるCol2a1およびAggrecan発
現の低下は Irx3 共発現により回復されなか
ったが、Epiphycan および Lumican 発現低下
は完全に回復された（図４Ｂ）。 
以上の結果から Irx3 は Sox9 非依存性に軟骨
細胞分化を調節することが示唆された。 
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図１ マウス軟骨原基における Irx3 の発現 

GFP 

Irx3 

GFP 

Irx3 

Bmp2 
+ - 

Limb bud cell C3H10T1/2 

図３ Irx3 発現ノックダウンの軟骨細胞分化 
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図２ Irx3 の初期軟骨分化に対する作用 
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図４ Sox9 発現ノックダウン細胞における

Irx3 による軟骨細胞分化レスキュー実験 

B（つづき） 



（５）次に Irx3 の Sox9 非依存性の軟骨細胞
分化調節機構について検討した。Irx3 発現細
胞では p38 のリン酸化が亢進し、Bmp2 存在下
ではさらに増強された（図５Ａ）。また p38
伝達経路阻害剤 SB202190 処理により Irx3 に
よる Epiphycan および Lumican のレスキュー
作用が完全に阻害された（図５Ｂ）。さらに
恒常的にp38シグナル伝達を活性化するMkk6
変異体を発現させると shSox9 発現による
EpiphycanおよびLumican発現低下がIrx3共
発現の作用と同様に回復された（図５Ｃ）。 
以上の結果から、Irx3 は p38 シグナル伝達経
路を介して、 Sox9 の作用非依存性に
Epiphycan および Lumican 発現を調節するこ
とが示された。 

 
 
（６）さらにレトロウイルスを用いてウサギ
初代軟骨細胞にIrx3を過剰発現させ、alcian 
blue 染色および real-time PCR による遺伝子
解析により軟骨細胞成熟過程における Irx3
の役割を調べた。Irx3 発現細胞では alcian 
blue 染色が低下し(図６Ａ)、Col2a1 および
Aggrecan(Acan)遺伝子発現が低下したが、軟
骨最終分化マーカーであるMmp13発現は上昇
した(図６Ｂ)。 

 
 
 

 
 
 
 

 
（７）この Irx3 の軟骨細胞成熟に対する作
用は過去のWntシグナルの作用と類似してい
たため、Irx3 と TOPFlash の関係について調
べた。Wnt シグナルレポーター遺伝子
TOPFlash と Irx3 を C3H10T1/2 細 胞 に
transfection し luciferase assay を行った
結果、Irx3 は TOPFlash 活性を濃度依存性に

上昇させた（図７Ａ）。さらに Irx3 の作用を
抑制する DNIrx3、Wnt シグナルを活性化する
⊿Nbcat、同シグナル抑制変異体 LEFEn を用
いて luciferase assay を行った結果、Irx3
と Wnt シグナルの 相互作用が証明された（図
７Ｂ） 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
（８）さらに軟骨細胞分化における Irx3 と
Wnt シグナルの相互作用を調べた所、Irx3 に
よる軟骨分化抑制作用はLEFEnにより阻害さ
れ、Wnt シグナル活性化による軟骨分化抑制
作用はDNIrx3によって抑制された(図８Ａ)。
また、Col2a1 および Acan 遺伝子発現調節に
おいても同様の所見が得られた（図８Ｂ） 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（９）最後に Irx3 と Wnt シグナルの相互作
用による軟骨細胞分化調節機構について検
討した。Irx3 は Wnt シグナル共役受容体 Lgr6
とそのリガンド R-spondin1(Rspo1)発現を上
昇させることが判明した(図９Ａ)。さらに
siLgr6 処理した C3H10T1/2 細胞では、Irx3
による TOPFlash 活性上昇が有意に抑制され
た(図９Ｂ)。また、Irx3 と Lgr6 は、胎生期
および生後において類似した発現パターン
を示すことが判明した(図９Ｃ)．以上の結果
から Irx3 は Wnt シグナルとの相互作用を介
して軟骨細胞の成熟を促進することが判明
し た 。 ま た 、 こ の 相 互 作 用 の 一 部 は
R-spondin1/Lgr6 を介するシグナルにより伝
達されることが示唆された。 
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図６ Irx3 の軟骨細胞成熟に対する作用 

図７ Irx3 と Wnt シグナルの相互作用 
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図８ Irx3 と Wnt シグナルの相互作用による 
軟骨細胞分化調節 

図５ Irx3 と p38 経路の関係およびそれらの Sox9 非依
存性軟骨分化との関係 
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図９ Irx3 と Lgr6 を介する Wnt シグナル伝達機構 
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