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研究成果の概要（和文）：Runx2の軟骨細胞特異的エンハンサーを３領域を特定した。この３領域と骨芽細胞特
異的エンハンサーを組み合わせると、Runx2の発現パターンを再現できた。しかし、この4領域あるいは新たな19
領域のエンハンサー候補の欠失マウスでも、現時点では明確な表現型を認めていない。したがって、骨芽細胞特
異的・軟骨細胞特異的エンハンサーともに多数存在し、機能重複したエンハンサー群によってRunx2遺伝子は転
写調節されていると考えられた。骨芽細胞特異的エンハンサーを用いて、Runx2 mRNA発現、骨芽細胞分化を促進
させる化合物を同定した。この化合物をマウスに投与すると、骨量および骨密度の増加をきたした。

研究成果の概要（英文）：The transcription of Runx2 is regulated by enhancers. We identified three 
chondrocyte-specific enhancers of Runx2. We recapitulated the physiological Runx2 expression in 
osteoblasts and chondrocytes using the three enhancers and 343 bp osteoblast-specific enhancer. 
However, the deletion of each of the four regions showed no phenotype in mice. Therefore, we 
selected other 19 candidate regions for enhancers, and generated their deleted mice. So far, we 
could not find prominent phenotypes in these mice. Thus, it is considered that the transcription of 
Runx2 is regulated by multiple enhancers, which have redundant functions. We identified a chemical 
compound by high throughput screening using 343 bp osteoblast-specific enhancer. The chemical 
compound enhanced the enhancer activity, Runx2 mRNA, and osteoblast differentiation in vitro, and 
increased bone volume and bone density in mice.

研究分野：生物系、医歯薬学、歯学

キーワード： 骨芽細胞　軟骨細胞　エンハンサー　Runx2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞系列特異的発現が機能重複した多数のエンハンサー群によって制御されていることを示した。これは、転写
制御研究に大きな意義を持つ。さらに骨芽細胞特異的エンハンサーを用いてマウスで骨量を増加させる化合物を
同定出来た。これは、骨形成を促進させる骨粗鬆症治療薬の開発に繋がる成果である。また、軟骨細胞特異的エ
ンハンサーの同定により、変形性関節症の治療薬の開発が可能になった。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
我々は Runx2 を中心とした骨と軟骨の形成・維持の分子機構の全容解明を進めている。これ
までに、Runx2が間葉系幹細胞より骨芽細胞分化に必須であること 1、Runx2が軟骨細胞の後
期分化に必須であること 2-4、Runx2は、関節軟骨等の永久軟骨の性格を失わせ、永久軟骨細胞
を成熟させ、軟骨基質を破壊する matrix metalloproteinase 13 (MMP13)等を誘導する働きが
あり、関節軟骨細胞の破壊によって発症する変形性関節症の原因遺伝子の一つであることを明
らかにした 3,5,6。したがって、Runx2は骨に対しては正の作用、関節軟骨に対しては負の作用
を持つ。Runx2の骨芽細胞、軟骨細胞における発現調節機構の解明は、骨格形成・維持の分子
機構の解明に画期的な進歩をもたらすと同時に、Runx2発現を骨芽細胞・軟骨細胞で別個に調
節できれば、骨粗鬆症や変形性関節症の治療薬の開発が可能になる。 
	 Runx2 は、２つのプロモーター｛遠位(P1)および近位(P2)｝によって転写調節されている。
しかし、P1、P2 領域を用いたレポーターマウスでは、骨芽細胞・軟骨細胞での発現を得るこ
とはできなかった。これまで、国内外においても、Runx2遺伝子の発現制御領域は特定されて
いない。これは、Runx2遺伝子の発現制御領域が、イントロンを含む広い範囲に存在している
ことを示唆している。そこで bacterial artificial chromosome (BAC)クローンを用いて、green 
fluorescence protein (GFP)トランスジェニック(tg)マウスを作製、生理的な発現パターンの再
現に成功した。BACクローンを順次欠失させた GFP tgマウスを作製することにより、343 bp
の骨芽細胞特異的エンハンサーを特定した（特許 2009-183366）。343 bpエンハンサーを用い
た GFP tgマウスでは、骨芽細胞にのみ発現が検出された。このエンハンサーに結合する７因
子を特定、その活性化機構を明らかにした 7。また、別の領域から軟骨細胞特異的エンハンサ
ーを含む 7.2 kbを同定した。 
（引用文献） 
1) Cell 89:755-764. 1997. 2) J Biol. Chem. 275:8695-8702, 2000. 3) J. Cell Biol. 153:87-100, 
2001. 4) Genes Dev. 18:952-963, 2004. 5) Mol. Cell. Biol. 19:4431-4442, 1999. 6) Arthritis 
Rheum. 54:2462-2470, 2006.7) J Bone Miner Res 29: 1960-1969, 2014. 
 
２．研究の目的 
(1)軟骨細胞特異的エンハンサーを含む 7.2 kbから軟骨細胞発現に必要な最小領域を同定する。
さらに、エンハンサーを活性化する転写因子群を同定、それらの相互作用を明らかにし、エン
ハンサーの活性化機構を解明する。 
 
(2)骨芽細胞あるいは軟骨細胞特異的エンハンサーと２つのプロモーター(P1, P2)の相互作用を
明らかにし、転写制御機構の全容を解明する。 
 
(3)エンハンサー領域を欠失させたマウスを作製し、エンハンサーの生理的役割を明らかにする。 
 
(4)エンハンサーを用いて化合物スクリーニングを行い、骨芽細胞特異的エンハンサーを活性化、
Runx2 mRNA を誘導する化合物あるいは軟骨細胞特異的エンハンサーおよび Runx2 mRNA
発現を抑制する化合物を選択、動物実験で骨量が増加するあるいは変形性関節症の進行を抑え
る化合物を同定する。さらに、その作用機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)軟骨細胞特異的エンハンサー領域の特定及び活性化機序の解明	
	 7.2	kb 内の保存領域を種々に組み合わせた Hsp68	minimal	promoter	GFP	tg マウスを作製、
GFP の発現パターンを胎生 16.5 日の胎児凍結切片で調べた。保存領域を種々に組み合わせ
minimal	promoter に結合させたルシフェラーゼベクターを作製、軟骨細胞株 ATDC5,	SW1353,	
HCS-TG を用い、レポーターアッセイを行った。新たなエンハンサー領域を同定するため、H3K4m1,	
H3K4m2,	H3K27ac,	H2A.Z	抗体を用いた ChIP シークエンスおよびエンハンサーRNA シークエン
スを行った。同定したエンハンサー候補 DNA あるいはそれらを組み合わせた DNA を minimal	
promoter を含むルシフェラーゼベクターに挿入、軟骨細胞株で活性を比較した。	
	
(2)骨芽細胞あるいは軟骨細胞特異的エンハンサーと２つのプロモーター(P1,	P2)の相互作用
の解明	
	 343	bp 骨芽細胞特異的エンハンサーを含む 1.3	kb	DNA(1.3	kb 骨芽細胞特異的エンハンサー)
を様々な長さの P1 プロモーターあるいは P2 プロモーターに結合した GFP レポーターマウスを
作製、凍結切片で GFP 発現を解析した。軟骨細胞特異的エンハンサー（7.2	kb あるいはそのエ
ンハンサーエレメントを様々に組み合わせた DNA および新たに同定した 0.8	kb）を Hsp68	
minimal	promoter、P1 プロモーターあるいは P2 プロモーターに結合した GFP レポーターマウ
スを作製・解析した。また、1.3	kb 骨芽細胞特異的エンハンサーとこれらを様々に組み合わせ
た GFP レポーターマウスを作製・解析した。また、P2 プロモーター領域を含む BAC クローンを
用いて、P2 プロモーター下流の翻訳開始点に tomato を挿入したレポーターマウスを作製、凍
結切片で tomato 発現を解析した。chromatin	conformation	capture	assay	(3C-qPCR)法で、P1,	
P2,	エンハンサー間の相互作用を解析した。	



(3)	エンハンサー領域を欠失させたマウスおよび GFP レポーターマウスの作製・解析	
	 1.3	kb 骨芽細胞特異的エンハンサーflox マウスを作製、germline	Cre（CAG-Cre）マウスと
交配後、ホモ変異マウスを作製した。さらに 7.2	kb 内の２領域（0.9kb と 0.6kb）及び新たに
選定したエンハンサー候補 19 領域に関し、CRISPR/Cas9 システムを用いて、それぞれを欠失す
るマウスを作製、軟骨及び頭蓋冠組織での Runx2	mRNA 発現解析、10 週齢でのマイクロ CT 解析
を行った。また、1.3	kb	ko マウスの受精卵に、新たに同定した 0.8	kb エンハンサーを認識す
るガイド RNA および Cas9	RNA を注入、両者を欠失するマウスを作製した。新たに選定したエン
ハンサー候補２領域に関して、Hsp68	minimal	promoter につないだ GFP レポーターマウスを作
製、凍結切片で GFP 発現を解析した。	
	
(4)骨芽細胞特異的エンハンサーを用いた化合物のスクリーニング、活性検証、作用機序の解明	
	 骨芽細胞特異的エンハンサーを４つタンデムに並べたルシフェラーゼベクター
（pGL4.23-4x343）を用い、東京大学、京都大学及び長崎大学の化合物ライブラリー約６万化合
物のハイスループットスクリーニングを行った。3SD 以上の活性を示した化合物を促進化合物
とし、コントロール（溶媒 DMSO）の 0.3 以下の活性を示したものを抑制化合物とした。活性を
促進（抑制）した化合物に対しては、Runx2	mRNA 発現を調べた。Runx2	mRNA の発現を増加（低
下）させた化合物を用い、細胞分化実験で、分化誘導（抑制）効果を検討した。さらに、分化
誘導した化合物に関しては、周辺化合物を購入あるいは合成し、活性を検討した。溶媒の検討
を行い、卵巣摘出術(OVX)、もしくは偽手術(sham)を施した C57BL/6、C3H/HeN マウスに、週５
日間、６週間の皮下注射を行い、19 週齢でサンプルを採取、マイクロ CT 解析を行った。また、
可溶性を向上させるための化合物合成を行なった。化合物の作用機序を明らかにするため、活
性を維持し磁気ビーズに結合できるように化合物を改変した。磁気ビーズに結合させた化合物
を細胞抽出液と反応させた後、化合物に結合した蛋白質を溶出、電気泳動で分離し、銀染色で
検出した。	
	
４．研究成果	
(1)軟骨細胞特異的エンハンサーを含む7.2	kbから軟骨細胞発現に必要な最小領域を同定する。
さらに、エンハンサーを活性化する転写因子群を同定、それらの相互作用を明らかにし、エン
ハンサーの活性化機構を解明する。	
GFP レポーターマウスで軟骨細胞に発現を認めた 7.2	kb には種間で保存された３つの領域が存
在した。それぞれ単独あるいは２ないし３領域を組み合わせて Hsp68	minimal プロモーターに
組み込んだ GFP レポーターマウスを作製した。同時に、軟骨細胞株を用いたレポーターアッセ
イで転写活性化能を検討した。これらの実験により２領域（0.9	kb と 0.6	kb）が軟骨細胞の発
現に関与していることを明らかにした。しかし、２領域（0.9	kb と 0.6	kb）で作製した GFP	tg
マウスでは、軟骨に発現する tg マウスの出現頻度が低く、一部の軟骨では発現を検出できなか
った。これは、Hsp68	minimal	promoter	の代わりに P1 プロモーター領域を用いた時も同様で
あり、全長の 7.2	kb を用いても同じ結果であった。したがって、他にも軟骨での発現を制御し
ているエンハンサーが存在する、すなわちエンハンサーの重複があると考えられた。	
Runx2 遺伝子領域の BAC クローンを順次欠失させた GFP レポーターマウスの解析から、さらに
軟骨細胞特異的発現に関与
している１領域（0.8	kb）を
同定した。0.8	kb 単独の GFP
レポーターマウスでは、一部
発現しない軟骨細胞も存在
したが、骨芽細胞特異的 343	
bp エンハンサーと組み合わ
せると、全身の軟骨の前肥大
軟骨細胞〜肥大軟骨細胞に
GFP 発現を検出できた。さらに軟骨細胞発現に関わる２領域を加えると、その発現強度が増加
した（図１）。もちろん、343	bp 骨芽細胞特異的エンハンサーによる骨芽細胞での GFP 発現も
認められた（図１）。	

さらに軟骨細胞株を用いたレポーターアッセイでは、これら
軟骨細胞特異的発現に関与していた３領域は、軟骨細胞株で
相乗的に転写を活性化した（図２）。一方骨芽細胞株及び初期
培養骨芽細胞での転写の活性化は認められなかった。	
最も正常の軟骨細胞に近い表現型を示した軟骨肉腫細胞株
OUMS を用いて発現 cDNA ライブラリーを作製した。さらに、３
領域のうち、0.8	kb が最も重要と考えられたため、0.8	kb を
４ つ タ ン デ ム に 並 べ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ ベ ク タ ー
（pGL4.23-4x0.8）を作製、cDNA ライブラリーのスクリーニン
グを行なっている。	
(2)骨芽細胞あるいは軟骨細胞特異的エンハンサーと２つの
プロモーター(P1,	P2)の相互作用を明らかにし、転写制御機

図３軟骨細胞発現に関わる３領域ー343 bpエンハンサーーHsp68 minimal promoter tgマウス　
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構の全容を解明する。	
	 Chromatin	conformation	capture	assay	(3C-qPCR)では、P1,	P2 プロモーターともに骨芽細
胞特異的エンハンサー及び軟骨細胞特異的エンハンサーとの結合が見られた。骨芽細胞特異的
エンハンサー、軟骨細胞特異的エンハンサー、P1,	P2 プロモーターを種々に組み合わせた GFP	tg
マウスでは、P1 は、Hsp68	minimal	promoter と同様の活性を示したが、P2 の活性はほとんど
認めなかった。in	vitro のレポーターアッセイでも P2 の活性はほとんど検出できなかった。
また、P1,	P2 プロモーターの 6	kb までの様々なサイズ DNA を用いた GFP レポーターマウスを
作製したが、この領域では、骨芽細胞・軟骨細胞での発現を誘導することはできなかった。一
方、BAC クローンを用い P2 プロモーター下流の翻訳開始点に tomato を組み込んだレポーター
マウスでは、骨芽細胞・軟骨細胞に tomato の赤色蛍光を検出できた。	
	
(3)	エンハンサー領域を欠失させたマウスを作製し、エンハンサーの生理的役割を明らかにす
る。	
骨芽細胞特異的 343	bp エンハンサーの欠失マウスあるいは 343	bp エンハンサーを含む 1.3	kb
の欠失マウスでは、明確な表現型を認めなかった。したがって、骨芽細胞特異的エンハンサー
も複数存在し、重複があると考えられた。軟骨細胞特異的エンハンサー２領域（0.9	kb と 0.6	kb）
の欠失マウス、１領域（0.8	kb）の欠失マウスともに明確な表現型を示さなかった。そこで、
マイクロマス培養した初期培養軟骨細胞、ATDC 細胞、初期培養骨芽細胞を用いた ChIP	シーク
エンスの結果及びエンハンサーRNA のシークエンス結果、そして既存のデータベースも参考に
し、Runx2 遺伝子の 1000	kb の領域で、新たに 19 のエンハンサー候補を選定し、CRISPR/Cas9
システムを用いて欠失マウスを作製、あるいは作製中である。さらに一部のエンハンサー候補
はGFP	tgマウスも作製した。現在までに11エンハンサー候補のkoマウスの解析が終了したが、
Runx2	mRNA が３エンハンサーで軽度低下していたのみで、骨量は野生型マウスと差を認めなか
った。一方、343	bp 骨芽細胞特異的エンハンサーと１領域（0.8	kb）の両者を欠失するマウス
を作製したが、Runx2	mRNA は約半分に低下していた。したがって、骨芽細胞特異的・軟骨細胞
特異的エンハンサーともに多数存在し、機能重複したエンハンサー群によって転写調節されて
いると考えられた。今後は、さらにエンハンサー候補の GFP	tg マウスの作製を進め、骨芽細胞・
軟骨細胞に発現誘導できるエンハンサーを決定する。また、現在行っている capture	Hi-C、
enChIP の結果から、P1,	P2 プロモーターと相互作用するエンハンサーを決定する。これらの結
果をもとに、同時に欠失させるエンハンサー領域を決めていく。	
	 	
(4)エンハンサーを用いて化合物スクリーニングを行い、骨芽細胞特異的エンハンサーを活性化、
Runx2	mRNA を誘導する化合物あるいは軟骨細胞特異的エンハンサーおよび Runx2	mRNA 発現を
抑制する化合物を選択、動物実験で骨量が増加するあるいは変形性関節症の進行を抑える化合
物を同定する。さらに、その作用機序を明らかにする。	
	 骨芽細胞特異的エンハンサーを用いた一次スクリーニングで 1081 化合物が促進、830 化合物
が抑制した。２次スクリーニングでは、濃度依存性及び細胞毒性を、３次スクリーニングでは、
デュアルルシフェラーゼアッセイを行い、ベクターのバックボーンへの化合物の影響を排除し
た。これにより促進 18 化合物、抑制 20 化合物に絞り込んだ。４次スクリーニングとして、Runx2	
mRNA の誘導（抑制）活性を調べ、促進 2化合物、抑制 2化合物を得た。初期培養骨芽細胞分化
を 1化合物(G9)が BMP2 と同レベルに促進、1化合物(D1)が抑制した。促進した G9 の周辺 45 化
合物を購入あるいは合成し、７化合物が G9 と同等の活性を示した。	
G9 の溶解度および溶媒の検討を行った後、卵巣摘出術(OVX)、もしくは偽手術(sham)を施した
C57BL/6 および C3H/HeN マウスに G9 を投与し、大腿骨マイクロ CT 解析で薬効を評価した。OVX
群で海綿骨骨量、骨梁幅、骨塩量、および骨幹部皮質骨
厚が有意に増加した（図３）。２度の再現実験でも薬効は
確認できた。さらに作用機序を解明するために、G9 と同
等の活性を維持し磁気ビーズ(FGビーズ)に結合できる化
合物を合成した。FG ビーズに結合させた化合物と骨芽細
胞株(SaOS2)抽出液を反応させ、化合物に結合する５蛋白
質を検出し、G9 の標的分子の検討を行っている。	
0.8	kb と 343	bp の組み合わせで、全軟骨に発現を誘導
でき、他の２つのエンハンサー（0.9	kb と 0.6	kb）をさ
らに組み合わせると、その発現強度が増加した。しかし、
他の２つのエンハンサーでは、343	bp と組み合わせても
一部の軟骨に発現を誘導できず、0.8	kb がスクリーニン
グに最適と考えられた。0.8	kb を４つタンデムに並べた
ルシフェラーゼベクター（pGL4.23-4x0.8）およびレニラ
ルシフェラーゼベクターの両者を安定発現する OUMS 細
胞株を樹立、ハイスループットスクリーニングを開始した。	
	
(5)Runx2 の機能解析	
①Runx2 がヘッジホグ、Fgf、Wnt、Pthlh シグナル分子を誘導し、未分化間葉系細胞の増殖およ
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び骨芽細胞系列へのコミットメントを誘導することを明らかにした。骨芽細胞への分化機序を
明らかにするとともに、Runx2 ヘテロ変異で発症する鎖骨頭蓋異形成症の発症メカニズムを解
明した論文である（Hum	Mol	Genet,	2019）。	
②Runx2 は骨芽細胞前駆細胞の増殖に必要であり、Fgfr2,	Fgfr3 の発現を誘導し骨芽細胞前駆
細胞の増殖を制御することを明らかにした。初めて骨芽細胞前駆細胞の増殖の分子メカニズム
を明らかにした論文である（Sci	Rep	2018）。	
③Cbfb は、軟骨細胞の増殖と後期分化、そして骨芽細胞分化に必要であること、Runx ファミリ
ー(Runx1,	Runx2,	Runx3)の蛋白の安定化に必要であること、膜性骨より軟骨内骨化部位でより
Runx2 の蛋白安定化に寄与することを、Cbfb コンディショナル ko マウスの解析により明らかに
した（J	Bone	Miner	Res	2015）。	
④Cbfb には alternative	splicing	によって形成される２つのアイソフォーム(Cbfb1,	CBfb2)
が存在する。Splice	signal	sequence への変異導入により形成された Cbfb1	ko マウスと Cbfb2	
ko マウスを解析した。骨形成、軟骨細胞・骨芽細胞分化は、Cbfb2	ko マウスでのみ阻害されて
いた。野生型マウスでは、Cbfb1 の splicing は厳密な調節により量的に制限されており、Cbfb2
は各種臓器において Cbfb1 の３倍の発現が認められた。しかし、Runx2 の DNA 結合能を増強す
る能力は Cbfb1 の方が高く、２つのアイソフォームの量的・質的違いが、Runx2 の生理活性を
制御していた（J	Bone	Miner	Res	2016）。3,	4 は、Runx2 の活性制御の機構を明らかにしたも
のであり、大きな学術的インパクトがある。	
⑤Runx2 は、Bcl2 の発現を誘導しアポトーシスにも関与するが、BclXL を骨芽細胞に過剰発現
させアポトーシスを抑制することにより、正常構造の骨を増加、強度も増強させ、加齢による
骨量減少を防止できることを明らかにした（J	Bone	Miner	Res	2016）。	
⑥microtubule 関連蛋白	Mapt は最終分化した象牙芽細胞に特異的に発現、その特徴的な形態の
形成に関与する可能性を示唆するとともに、Runx2 は Mapt を負に制御し、象牙芽細胞の成熟を
抑制することを示唆した(Cell	Tissue	Res	2015)。	
⑦Runx2 は、ムチン型糖鎖付加酵素である Galnt3 を発現誘導すること、Galnt3 は軟骨細胞の成
熟に関与しムチン型糖鎖とグリコサミノグリカンの量的な調節に関わっていることを明らかに
した(J	Biol	Chem	2014)。	
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