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研究成果の概要（和文）：健康長寿の獲得が、超高齢社会を迎えたわが国における社会的課題である。そのため
には要支援や要介護の原因を取り除く必要があり、骨粗鬆症、変形性関節症、筋肉減少症と行った運動器の疾患
を克服する必要がある。これら運動器疾患の治療は、他の疾患と比較して明らかに選択肢が乏しい。その理由は
疾患の詳細なメカニズムが解明されていないからである。我々は、疾患が遺伝的因子のみならず環境因子の影響
も受けて発症、進展することを想定し、環境因子の一つといえるエピジェネティクスに着目して研究を実施し
た。その結果、Uhrf1という制御因子によるDNA維持メチル化が軟骨の正常発生に必須であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The physiological functions of Uhrf1 in skeletal tissues remain unclear. We 
show that limb mesenchymal cell-specific Uhrf1 conditional knockout mice (cKO) exhibit remarkably 
shortened long bones that have morphological deformities due to dysregulated chondrocyte 
differentiation and proliferation. Especially, Mmp13 expression was significantly increased in both 
mRNA and protein levels in cKO mice. Integrative analyses using RNA-seq and MBD-seq revealed that 
Uhrf1 deficiency decreased genome-wide DNA methylation and increased gene expression through reduced
 DNA methylation in the promoter regions of 28 genes, including Hspb1. Hspb1 knockdown in cKO 
chondrocytes can normalize abnormal expression of genes involved in chondrocyte differentiation such
 as Mmp13. These results indicate that Uhrf1 governs cell-type specific transcriptional regulation 
by controlling the genome-wide DNA methylation status and regulating consequent cell differentiation
 and skeletal maturation.
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１．研究開始当初の背景 
本邦をはじめとする先進諸国では高齢化が
ますます進行し、わが国においては高齢化率
が 24％を上回る（平成 25 年度）など、多く
は超高齢化社会へと突入しつつある。超高齢
化社会において、高齢者が健やかに生活でき
ることは、医療・介護の両面からきわめて重
要であり、健康長寿の獲得は克服すべき大き
な課題である。そのためには、最も問題とい
える“寝たきり”にならないようにすること
が重要である。なかでも、骨粗鬆症による骨
折や関節炎などの運動器疾患が“寝たきり”
の原因のおよそ 20％を、またその前段階とも
いえる“要支援”の原因のおよそ 40％を占め
る（平成 22 年度 厚生労働省 国民生活基礎
調査）ことから、運動器疾患をいかに予防／
治療するかが焦点となる。 
 多様な疾患に対する新たな予防／治療方
法の開発には、病態の詳細な分子メカニズム
を明らかにすることがきわめて重要である。
近年、ゲノムワイド関連解析（GWAS）の大き
な進展にともない、単一遺伝子病に加えて、
一塩基多型（SNPs）などの“ゲノム”情報解
読によるさまざまなアプローチにより、運動
器疾患の病態解明が進みつつある（Estrada 
et al. Nat Genet 2012 など）。しかしながら、
多くの運動器疾患は中高年期から進行する
ことから、“ゲノム”に由来する遺伝的要因
のみならず、いわゆる環境要素などの後天的
要因との関連を考慮することが必須といえ
る。力学的負荷やホルモン欠乏など様々な後
天的ストレス要素に曝露された生体では、
“ゲノム”に変化はないものの多様な表現型
としての疾患を発症する。このことから、病
態の解明にはゲノム情報のみならず、ゲノム
からの遺伝子発現を制御する“エピゲノム”
を理解することが重要である。エピゲノムと
は、ゲノム DNA 塩基配列の変化を伴わずに遺
伝子発現を制御する生物学的メカニズムで
あり、DNA やヒストン蛋白質の化学修飾・ク
ロマチン構造変換などである。これまで、変
形性関節症軟骨細胞におけるDNAメチル化修
飾のプロファイルなどが報告されてはいる
も の の （ Jeffries et al. Arthritis 
Rheumatol. 2014）、国内外を問わず、運動器
疾患の発症や進展に関わる“エピゲノム制御
因子”の同定、生体における恒常性維持や疾
患制御への関与などの機能解析には至って
いない。 
 
２．研究の目的 
 健康長寿獲得に必須である運動器疾患の
予防／治療には、既存の治療法に加え、革新
的な治療法開発のための斬新なアプローチ
による治療標的の探索が必要である。我々は、
運動器疾患研究における独創的な着眼点と
してエピジェネティクス研究を展開してき
た。これまでの先行研究結果から、エピゲノ
ム制御因子 Uhrf1 が四肢形成・軟骨分化に重
要な役割を果たしている事が推察されたた

め、軟骨分化異常により発症／進展する変形
性関節症の独創的な治療標的になりうると
考え、本研究の着想に至った。本研究では、
遺伝子改変マウスおよびゲノムワイドデー
タの統合的解析を用いて、運動器の生理的状
態および病態におけるUhrf1の分子機能を生
体および細胞レベルで解明することにより、
運動器疾患に対するエピジェネティック治
療標的の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
・Uhrf1 の運動器における生体内機能を、遺
伝子改変マウスを用いて明らかにする。 
・マウスおよび培養細胞を用いて、軟骨細胞
分化におけるUhrf1の分子機能を明らかにし、
変形性関節症病態のエピジェネティックな
予防／治療標的としての分子基盤を明らか
にする。 
 
４．研究成果 
 軟骨分化は様々な転写因子やホルモンに
より細かく制御されており、長管骨の長軸成
長を担う内軟骨性骨化において大変重要で
ある。近年、細胞分裂の際の DNA メチル化維
持制御因子である Uhrf1 (Ubiquitin-like 
with PHD and ring finger domains 1)が、
癌細胞増殖などに機能を発揮することが報
告されている。しかしながら、骨格組織にお
いてはその役割は不明であったため、四肢間
葉系細胞特異的 Uhrf1KO（Uhrf1ΔLimb/ΔLimb）マ
ウス（以下 cKO）を作出し、骨格組織におけ
る Uhrf1 の働きについて解析した。 
 cKO マウスの外観は四肢長が明らかに短く、
関節部位での変形を呈していた。軟 X線では
cKO 群の四肢長管骨長が Control 群に比べ、
約 31~40％の短縮を認めた。また、組織学的
解析ではcKO群の成長軟骨板細胞の柱状配列
に乱れを認め、有意な増殖軟骨の面積の減少
および肥大軟骨の幅の増加を認めた。さらに、
初代培養軟骨細胞を用いた解析において cKO
由来の軟骨細胞では、細胞増殖能の低下とと
もに分化誘導した際の軟骨基質産生の著明
な低下を認めた。軟骨分化マーカーは、Sox9
の発現に差を認めないものの、cKO 群では、
比較的早期の分化マーカーである Col2a1、
Col11a1 には発現低下傾向を認めた。一方で、
後期分化マーカーである Col10、Runx2 には
発現上昇傾向、さらに Mmp13 には有意な発現
上昇がみられた。このことから、Uhrf1 遺伝
子欠損により軟骨細胞分化が促進され、成長
軟骨板における肥大化が進行し、その結果、
長管骨長の短縮を認めたと考えられた。さら
に RNA-seq の結果から Uhrf1KO の軟骨細胞と
すでに報告がある造血幹細胞の遺伝子発現
変動を比較すると、共通して発現上昇を示し
たのはわずかに 13 遺伝子のみであった。
RNA-seq と MBD-seq を用いた統合解析を行っ
たところ、cKO 群では発現上昇を認める 28 遺
伝子のプロモーター領域におけるDNAメチル
化の減少がみられた。中でも IL-1 関連遺伝



子であり、軟骨細胞分化に影響を与えること
が知られている Hspb1 に着目し、cKO の軟骨
細胞に対しHspb1ノックダウンを行なったと
ころ、Mmp13 などの軟骨細胞分化に関与する
遺伝子発現異常が救済された。 
 今回骨格組織においてUhrf1が細胞増殖の
みならず軟骨細胞分化に重要な役割を果た
しているという、非常に興味深い結果が得ら
れた。同じ Uhrf1 のノックアウトでも軟骨細
胞と造血幹細胞とでは大きな違いが見られ、
この結果はUhrf1が細胞種特異的な転写調節
を行なっていることを示唆している。Uhrf1
はゲノム全体の DNA メチル化状態を制御し、
その結果、軟骨細胞においては Hspb1 などの
細胞特異的な遺伝子の発現を調節すること
によって軟骨分化および骨格成熟を制御し
ていると考えられた。今後は、Uhrf1 による
DNA メチル化制御が如何に細胞種特異的な遺
伝子発現制御に繋がるのかについての研究
展開が期待される。 
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