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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞の分化過程においては、転写因子Sox9、Runx2、Osterixが必須的役割を果た
しており、その機能制御機構も明らかになりつつある。一方、Sox9あるいはRunx2の発現の制御機構は未だ不明
である。研究代表者らは、骨形成因子BMP2が軟骨細胞分化を誘導するとともに、様々なBMP2依存性
early-responsive遺伝子の発現を制御していることを見出している。そこでゲノム編集技術を活用して、これら
遺伝子のプロモーター領域に結合する転写因子の同定に成功し、その発現がユビキチン-プロテアソーム経路で
制御されていること、当該遺伝子の欠損マウスがdwarfを呈することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Transcription factors, Sox9, Runx2 and Osterix play critical and central 
roles in chondrocyte differentiation. It is also getting clearer how these transcription factors 
regulate chondrocytes differentiation through complex formation with several transcriptional 
regulators. In contrast, molecular mechanisms that controls expression of Sox9 and Runx2 have been 
still known. We found that bone morphogenetic protein 2 (BMP2) induced several early-responsive 
genes expression along with chondrocyte differentiation. To address the mechanisms, we attempted to 
establish a gene cloning approach based on Cas9 genome editing system. Using the established gene 
cloning system, we successfully isolated the transcription factor that directly interacts with the 
BMP2-responseive gene promoter region. Interestingly, we found that the expression of the 
transcription factor is regulated by ubiquitin-proteasome system. Moreover, we observed that the 
knockout mice of the transcription factor showed dwarf. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の軟骨細胞の分化過程においては、
転写因子 Sox9、Runx2、および Osterix/Sp7
が必須的かつ中心的役割を果たしているこ
とが明らかにされている（Nishimura et al. J 
Biochem 2012）。これら転写因子の発現およ
び機能には、BMP2 シグナルが密接に関与し
ていることが示されており、このことは
BMP2 が強い軟骨形成能力を発揮できるこ
とに符合する。また Sox9、Runx2、あるい
は Osterix が軟骨細胞分化促進能を発揮する
ためには、Sox5、Sox6 および Wwp2、Cbf、
ATF4、C/EBPなどの転写因子との機能的連
携が不可欠であることも報告されている。研
究代表者らは、Sox9 と転写複合体を形成す
る転写制御因子 p54nrb、Arid5a、Arid5b な
らびに Znf219 を同定し、これらの分子が軟
骨細胞分化を時空間的に制御していること
を明らかにしている。さらに、Osterix の上
流ならびに転写複合体形成に Runx2 が必須
であることも見出している。このように軟骨
細胞分化過程におけるこれら転写因子の機
能メカニズムの解明は、飛躍的に進展し、軟
骨形成における役割が益々注目されている。
特にこれら軟骨分化のマスター遺伝子の発
現を人為的にコントロールすることが可能
になれば、軟骨および関節疾患に対する新規
治療法の開発が格段に発展すると期待され
ている。しかしながら Sox9 および Runx2 の
発現がどのように制御されているかは、未だ
不明である。さらに BMP2 は、数多くの
BMP2誘導性early-responsive遺伝子の発現
に深く関与していることが示されているが、
それら遺伝子の発現調節に関わる転写ネッ
トワークシステムにおける Sox9、Runx2 お
よび Sox9 の関与には、未知な点が多々残さ
れていると推察されている。 
 
２．研究の目的 

BMP2 による軟骨細胞分化誘導過程にお
ける分子メカニズムをさらに理解するため
に、BMP2 誘導性 early-responsive 遺伝子の
発現制御制御機構の解明を目指した。 
そこで研究代表者らは、最新のゲノム編集

技術を活用して、BMP2 の下流で機能し、
early-responsive 遺伝子の発現を制御する未
知の転写因子の同定することを目指した。次
に、細胞生物学的手法および分子生物学的ア
プローチを駆使して、軟骨細胞の分化過程に
おける、同定された転写因子の機能的役割を
明らかにすることを目的とした。さらに、同
定された転写因子の生体における機能を明
らかにするために、当該遺伝子のノックアウ
トマウスを作製し、その表現型を解析した。
究極的には、軟骨細胞分化過程における、
BMP2 を中心とした転写ネットワークシス
テムの理解を深めることを目指して研究を
遂行した。 

 
３．研究の方法 

（１）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子のクローニング方法ア
ルシアンブルー染色、アリザリンレッド解析、
軟骨細胞分化マーカーの発現 
 One-hybrid 法などの転写因子クローニン
グ法が開発されてきたが、特定の遺伝子の発
現制御に関わる転写因子の同定は、困難とさ
れてきた。特に、同定する転写因子の cis エ
レメントが不明な場合は、その同定は不可能
であると考えられている。最近、この従来の
概念を大きく展開させる方法として注目さ
れている、ゲノム編集技術を応用した遺伝子
特異的クロマチン免疫沈降法を基盤にして、
遺伝子クローニングを行った。 

下図に示すように、切断活性を欠失するも
DNA 結合能を保持する Cas9 と、BMP2 誘
導性遺伝子のプロモーター領域に相当する
ガイド RNA を、BMP2 を添加あるいは非添
加した未分化細胞株 C3H10T1/2 にレトロウ
イルスを用いて遺伝子導入した。その後、抗
Flag 抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行
い、BMP2 誘導性遺伝子のプロモーター領域
に結合するタンパク質を質量分析にて解析
した。質量分析法を行う前処理として、
SILAC 法およびショットガン法の両者を並
行して実施した。 

 
（２）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子の発現検討 
 whole mount in situ ハイブリダイゼーシ
ョン法にてマウスにおける同定された転写
因子の発現パターンを解析した。また胎生
14.5 日齢のマウスより軟骨組織を含む各種
臓器あるいは組織を採取し、RT-qPCR 法に
よりその発現分布を解析した。次に、軟骨分
化過程における発現機構を検討するために、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ら び に
RT-qPCR を実施した。  
 
（３）BMP2 誘導性 early-responsive の発現



を制御する転写因子の in vitro における機能
解析 
① 同定された転写因子のレトロウイルスあ
るいはレンチウイルスを作製し、C3H10T1/2
細胞あるいは ATDC5 細胞にて過剰発現実験
を行い、軟骨細胞分化に対する効果をアルシ
アンブルー染色、アリザリンレッド染色、軟
骨細胞分化マーカーの発現を検索した。 
② 同定された転写因子に対する shRNA を
設計し、レトロウイルスに組み込み、
C3H101/2 細胞に導入した。ノックダウン効
果は、当該遺伝子の発現にて確認した。BMP2
誘導性の軟骨細胞に対する効果は、アルシア
ンブルー染色、アリザリンレッド染色、軟骨
細胞分化マーカーの発現の抑制を指標に検
索した。 
③ 同定された転写因子の分子機能を明らか
にするために、クロマチン免疫沈降法および
ルシフェラーゼレポーターアッセイ法を実
施した。 
 
（４）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子の in vivo における機能
解析 
 同定された転写因子の生体における役割
解析するために、Cas9 ゲノム編集法を用い
て、当該遺伝子のノックアウトマウスの作製
を行った。ノックアウトマウスの作製にあた
っては、２箇所あるいは４箇所のガイドRNA
を設計し、効率的にゲノム編集を行えるよう
にした。また受精卵への Cas9 タンパク質お
よびガイド RNA の導入は、マイクロインジ
ェクション法ならびにエレクトロポレーシ
ョン法にて実施した。 
  
４．研究成果 
（１）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子の同定 
 BMP2誘導性early-responsive遺伝子のプ
ロモーター領域に結合するタンパク質のデ
ータを SILAC 法ならびにショットガン法で
得たデータを比較し、目的とする転写因子、
BMP-responsive transcription factor 
(BRTF)を同定した。 
 
（２）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子の発現 

E11 日齢のマウスを用いて、whole mount 
in situ ハイブリダイゼーションを行った結
果、２型コラーゲンならびに Sox9 が発現す
る肢芽領域に特異的に BRTF が発現するこ
とが示された。マウスの組織を用いた
RT-qPCR 解析においても軟骨組織における
BRTF の発現を確認した。 
 次に C3H101/2 細胞に BMP2 を添加し、
軟骨細胞への分化を誘導した際に、その発現
を検討した結果、RT-qPCR では変化を認め
なかった。一方、ウエスタンブロッティング
法にて解析したところ、BMP2 非存在下では
BRTF の発現を認めなかったものの、BMP2

添加によりその有意な発現を認めた。したが
て、BRTF の BMP2 による発現上昇は、
mRNA レベルでなく、タンパク質レベルでの
発現変動であることが見出された。そこで、
ユビキチン－プロテアソーム経路の関与が
推定されたので、プロテアソーム阻害剤を添
加すると、BRTF のタンパク質の発現が観察
できた。さらに、BRTF は BMP2 の非存在下
では、ユビキチン化されていることも示され
た。以上の実験結果より、BMP2 は、BRTF
のユビキチン化を阻害することにより、当該
タンパク質を安定化させ、その発現を増加さ
せる機序が想定された。 
 
（３）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子の機能解析 
① BRTF を C3H10!/2 細胞に過剰発現させ
ると、軟骨細胞分化が軽度ながら促進された。 
②  shRNA を用いて、BRTF をノックダウン
すると、BMP2 誘導性の軟骨細胞分化が抑制
された。 
③ BRTF を過剰発現させると、BMP2 誘導
性 early-responsiveの遺伝子発現を誘導した。 
④ BMP2 誘導性 early-responsive 遺伝子を
付与したルシフェラーゼコンストラクトを
導入した C3H10T1./2 細胞において、BRTF
を過剰発現すると、ルシフェラーゼ活性が有
意に上昇することが明らかとなった。 
② C3H10T1/2 細胞に BMP2 を添加すると、
BRTF が、BMP2 誘導性 early-responsive 遺
伝子のプロモーター領域に直接的に結合す
ることがクロマチン免疫実験法により見出
された。 
 
（４）BMP2 誘導性 early-responsive の発現
を制御する転写因子の in vivo における機能
解析 
 Cas9 ゲノム編集法を用いて、BRTF 遺伝
子ノックアウトマウスの作製を行った。４日
所のガイド RNA を同時に用いた場合には、
マイクロインジェクション法でもエレクト
ロポレーション法にても産仔を得ることは
できなかった。この原因としては、４箇所の
ガイド RNA を用いたことにより、すべての
受精卵で BRTF の両アリルが切断され、ホモ
遺伝子欠損となり、胎生致死となった可能性
が推測された。 
 そこで、用いるガイド RNA を２箇所に変
更したところ、産仔が得られた。これらの産
仔を PCR にてゲノタイピングを実施したと
ころ、この内の多くがヘテロ遺伝子欠損マウ
スであった。この遺伝子変異が伝達されるか
否かを検証するために、PCR 解析にて陽性で
あったF0マウスと野生型C57BL/Jマウスを
交配し、F1 マウスを得た。F1 マウスのテー
ルを採取し、PCR にてゲノタイピングすると、
germ transmission されていることが確認で
きた。得られた F1 ヘテロ遺伝子マウス同士
を交配し、ホモ遺伝子欠損マウスの獲得を試
みた結果、生下時に死亡するマウスが認めら



れた。このマウスをゲノタイピングすると、
ホモ遺伝子欠損マウスであることが確認さ
れた。このマウスは、野生型マウスあるいは
ヘテロ遺伝子欠損マウスに比較して、明確な
dwarf 様病態を示していた。 
 これらの in vivo の解析により、BRTF は
骨格形成、特に軟骨形成過程において重要な
役割を果たしている可能性が示唆された。 
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