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研究成果の概要（和文）：軟骨無形成症は長管骨の成長障害をきたす難病のうちでも最も頻度が高い疾患であ
り、FGFR3遺伝子の点変異が原因であると考えられている。これまでの研究では間葉系幹細胞特異的Erk5欠損マ
ウスの表現型がFGFR3欠損マウスの表現型と高い類似性があることを見出した。そこで本研究課題では、Erk5シ
グナルによる内軟骨性骨化の制御メカニズムについて明らかにする。
Erk5欠損マウスの表現型を詳細に解析した結果、Erk5欠損マウスでは、Smurf2、Smad1のリン酸化が低下し、
Smadのユビキチン化と分解が抑制されることで、Sox9タンパク質の過剰な発現により骨格
形成に異常を起こす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Erk5 belongs to the MAPK family. Following its phosphorylation by Mek5, Erk5
 modulates several signaling pathways in a number of cell types. Here, we show that Erk5 
inactivation in mesenchymal cells caused abnormalities in skeletal development by inducing the 
protein level of Sox9, which is an important transcription factor of skeletogenesis. We further 
demonstrate that Erk5 directly phosphorylates and activates Smurf2 (a ubiquitin E3 ligase) at 
Thr249, which promotes the proteasomal degradation of Smad proteins and phosphorylates Smad1 at 
Ser206 in the linker region known to trigger its proteasomal degradation by Smurf1. Smads 
transcriptionally activated the expression of Sox9 in mesenchymal cells. Accordingly, removal of one
 Sox9 allele in mesenchymal cells from Erk5-deficient mice rescued some abnormalities of 
skeletogenesis. These findings highlight the critical requirement of the Mek5-Erk5-Smurfs-Smads-Sox9
 axis in mammalian skeletogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
椎骨、四肢骨では軟骨細胞による軟骨形成後
に骨芽細胞によって骨組織に置換される内
軟骨性骨化により骨組織が形成され、成長期
の骨の成長は骨端の軟骨細胞の増殖と骨化
のバランスにより調節される。軟骨無形成症
は、内軟骨性骨化の異常により長管骨の成長
障害をきたす骨系統疾患であり、四肢短縮型
小人症のうちもっとも頻度が高いもので、厚
生労働省により難治性疾患に指定されてい
る。FGFR3 遺伝子の G380R 点変異による過剰
な活性化が原因とされているが、この疾患に
対しては成長ホルモン投与療法や、外科的骨
延長術が適用されているが、いずれも対症療
法であり、有効な治療薬は開発されていない。 
 
申請者は軟骨細胞成熟を調節する新規因子
の 探 索 を 目 的 と し 、
Extracellular-signal-regulated kinase 5 
(Erk5) シグナルによる軟骨細胞分化・成熟
調節メカニズムの解明を試みた。Erk5 は
Erk1/2、JNK、p38 を含む mitogen-activated 
protein kinase (MAPK)ファミリーに属する
セリン/スレオニンキナーゼである。申請者
が世界に先駆けて作製した間葉系幹細胞特
異的 Erk5 欠損マウス (Prx1-cre;Erk5fl/flマ
ウス) は指の骨の劇的な屈曲、四肢の長管骨
の増大、軟骨組織の過成長という表現型を示
した。この表現型は FGFR3 全身欠損マウスで
見られる表現型と類似しており(Colvin et 
al., Nat Genet 1996)、Erk5 が内軟骨性骨化
による骨格形成に重要な役割を持つことを
示すとともに、上述の骨疾患との関連性を想
起させるものである。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では Erk5 シグナルによる内軟骨
性骨化の制御メカニズムについて明らかに
し、FGFR3 と Erk5 のシグナルクロストークを
解析することで、軟骨無形成症の発症、進展
における Erk5 の重要性を明らかにする。本
研究により、軟骨細胞機能における Erk5 の
重要性および、FGFR3 と Erk5 のシグナルクロ
ストークの重要性を明らかにすることがで
きる。また、Erk5 シグナルの機能変動が、骨
格形成および、骨系統疾患の発症に重要な役
割を持つことが明らかとなることが予想さ
れる。そして、その成果を基盤とすることで
軟骨細胞の Erk5 を標的とした、新規骨系統
疾患治療薬の開発の展開が可能となる。上述
のように軟骨無形性症は四肢短縮型小人症
の中では頻度の高い難病であり、病態解明お
よび治療薬の開発は進んでいないため、本研
究の社会的、学術的意義は非常に高い。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、①内軟骨性骨化における
Erk5 シグナルおよび、②軟骨無形成症発症お
よび骨系統疾患における Erk5 シグナルの重
要性を明らかにするため、以下の項目を実施

する。 
 
① 間葉系幹細胞特異的 Erk5 欠損マウスの
表現型の詳細な解析 
Prx1-cre;Erk5fl/fl マウスを用いて胎児全身
骨格標本を作製し、発生の段階における骨格
形成の表現型を解析する。また、マウス長管
骨の骨組織切片を作製し、遺伝子欠損マウス
組織における表現型を解析する。またこの遺
伝子欠損マウスは既に作成済みのため、迅速
な研究遂行が可能である。胎児全身骨格標本
において遺伝子欠損マウスで表現型が認め
られない場合は、生後 1-3 ヶ月齢のマウスを
経時的に観察し、長管骨の状態を観察する。 
 
②Erk5 欠損マウスを用いた骨関節疾患モデ
ルマウス作成 
   Prx1-cre;Erk5fl/fl マウスに外科的疾患
モデル手術を適用し、病態の変化を解析する。
骨粗鬆症モデル、変形性関節症モデルの適用
を予定しているが、研究の結果によっては関
節炎モデルも予定している。 
 
③Erk5 シグナル下流遺伝子の同定とその軟
骨細胞での機能解析 
Prx1-cre;Erk5fl/fl マウスの表現型の異常が
どのようなメカニズムで起こるのかを細胞
を用いた in vitro の系で解析する。Erk5 は
MAPK ファミリーに属するリン酸化キナーゼ
として、下流のタンパク質のリン酸化に関与
する。そのため本項目では、 
 
上述の遺伝子欠損マウスから間葉系幹細胞
を採取し、軟骨細胞分化培地で培養し、軟骨
細胞への分化成熟を検討する。また、骨格形
成に関与する因子を中心に mRNA、タンパク質
発現解析を行う。また、Erk5 はリン酸化キナ
ーゼであるため、変化が見られた因子および
関連する因子のリン酸化の状態を網羅的に
解析する。リン酸化の状態に変化が見られな
かった場合は、Erk5 は C末端領域に転写活性
化領域を持つ特殊な構造のキナーゼである
ことが報告されているため、Erk5 が直接転写
調節に関わる可能性を検討するため、ルシフ
ェラーゼレポーターシステムを用いたプロ
モーター解析により、変化が見られた因子の
Erk5 による転写活性化を検討する。 
(b)    (a)で同定した因子、またはその発現
を調節する因子が Erk5 により直接リン酸化
を受けるかを検討するため、recombinant 
Erk5 タンパク質を精製する。(a)で同定した
因子も同様に精製し、in vitro kinase assay
により Erk5 のリン酸化基質となるか検討を
行う。 
(c)    (b)で同定した因子について、間葉系
幹細胞にレンチウイルスを用いて導入し、
(a)で観察された遺伝子欠損マウス由来細胞
の表現型(細胞の分化成熟、mRNA とタンパク
質の発現変動)が回復するかを検討する。 
 



④FGFR3とErk5のシグナルクロストークの解
析 
上述のように軟骨無形性症の原因の一つと
して、FGFR3 の点変異による活性化が報告さ
れている。また、間葉系幹細胞特異的 Erk5
欠損マウスの表現型はFGFR3欠損マウスの表
現型と類似している。そのため、FGFR3と Erk5
はシグナルクロストークしており、同疾患の
発症にはその異常が関与する可能性がある。
そこで本項目では、細胞を用いたシグナルク
ロストーク解析をするため、 
 
(a) 間葉系幹細胞に活性化型 FGFR3 変異体を
導入し、軟骨無形成症モデル細胞を作製
する。その細胞における Erk5 の活性化の
状態(Mek5、Erk5のリン酸化)を測定する。 
(b) 作成したFGFR3変異細胞にFGFR3阻害剤、
Erk5 阻害剤の暴露、活性化型、不活性化
型 Erk5 変異体の導入を行い、軟骨細胞へ
の分化成熟が回復するか観察する。 
 
４．研究成果 
①骨格形成における Erk5 の重要性を検討す
るため、胎児骨格標本を作製し観察した。そ
の結果、Erk5 欠損マウスでは頭蓋冠の形成不
全、四肢の長管骨の肥大、指の骨の骨化不全
が観察された。 
②Erk5 欠損マウスの表現型のメカニズムを
詳細に検討するため、Erk5 欠損細胞において
変化が見られる骨格形成関連遺伝子の網羅
的解析を行った。その結果、軟骨細胞分化マ
ーカーである Sox9、Col2a1、Acan の mRNA と
タンパク質発現上昇、MMP13、Col10a1 の mRNA
発現低下、Smad1/2/3 のタンパク質発現の上
昇が観察された。 
③変化が見られた因子の詳細な解析を行っ
たところ、Sox9 の発現は mRNA、タンパク質
ともに上昇しているのに対して、Smad はタン
パク質の発現が上昇しているにも関わらず、
mRNA の発現には変化が見られなかった。また、
Smad タンパク質の分解速度が低下している
ことが示された。 
④Erk5 がリン酸化キナーゼであることから、
変化が見られた各タンパク質と、Erk5 を in 
vitro kinase assay により反応させ、Erk5
の基質となるかを検討した。その結果、Smad1、
Smurf2 タンパク質のリン酸化が上昇し、Erk5
の基質となる可能性が示唆された。 
⑤Smurf2 がユビキチンリガーゼであること
と、Smad の分解速度が低下していたことから、
Erk5 欠損細胞ではユビキチンプロテアソー
ム系による Smad タンパク質の分解が低下し
ているかを検討した。その結果、Smurf2 のリ
ン酸化部位 T249 のリン酸化状態の変異によ
りSmad1/2のユビキチン化が変化することが
示された。 
⑥Erk5 欠損により、Smad の分解が低下する
ことで、Sox9 の転写が促進しているかを検討
するため、Erk5 欠損細胞で Sox9 プロモータ
ーの ChIP 解析を行った。その結果、Erk5 欠

損細胞では、Smad1/2/3 の Sox9 プロモーター
上へのリクルートが上昇し、Sox9 の mRNA の
転写が促進していることが明らかになった。 
⑥Erk5 欠損マウスの表現型が Sox9 の過剰な
転写促進にあることを検討するため、Erk5 欠
損マウスに Sox9fl/+を導入した Sox9 ヘテロ
欠損マウスをレスキューマウスとして、胎児
骨格標本を作製し観察した。その結果 Erk5
欠損マウスの表現型の一部である指の骨の
骨化不全がレスキューマウスでは回復する
ことが観察された。 
 
以上の結果より、Erk5 は Smurf2、Smad1 のリ
ン酸化を制御することにより、Smad1/2/3 の
ユビキチン化と分解を促進することで、Sox9
タンパク質の過剰な発現を抑制しているこ
と、Erk5 欠損マウスではそのシステムが破綻
することにより、Sox9 の過剰な発現により軟
骨形成を介した骨格形成に異常をきたす可
能性が示唆された。 
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