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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞の発生分化に必須である転写因子 SOX ファミリーのうち、

SOX6 を強力に誘導する分子として転写因子 p63 を同定した。本研究では p63 があらゆる分化

段階の軟骨細胞に発現し、p63 をノックアウトすると四肢の軟骨細胞の発生分化が著しく抑制

されること、軟骨の初期分化や軟骨基質産生、増殖、骨組織への置換などあらゆるステップに

重要であることなどを、マウスや培養細胞を用いた解析によって明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We identified a transcription factor p63 as the potent inducer of 

SOX6, a member of SOX family essential for chondrocyte generation and differentiation. In 

this study, we revealed that p63 was extensively expressed in chondrocytes, that p63 was 

indispensable for development of limb cartilage, and that p63 played important roles in 

every differentiation stages of chondrocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

社会の高齢化に伴って、変形性関節症に代

表される運動器疾患への対策は焦眉の課題と

なってきている。しかしながら、変性した関

節軟骨を修復・再生する技術は確立されてお

らず、鎮痛剤や関節内注射、更には人工関節

手術など、きわめて姑息的あるいは侵襲的な

治療に頼るしかないのが現状である。自家培

養軟骨細胞や骨髄由来間葉系幹細胞を用いた

軟骨再生治療が試みられているが、健常組織

と同レベルの基質産生能力をもつ軟骨細胞を

分化誘導・維持することは困難で、実用化さ

れるには程遠い。 

申請者らは従来より、変形性関節症の画期的
治療法の実現を目指して、骨格の発生・分化
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における軟骨形成のメカニズムを分子レベ
ルで解明すべく基礎研究を続けてきた。その
結果、軟骨形成に必須の転写因子である SOX
ファミリーの強力な誘導因子が、p53 関連分
子でアポトーシスや癌化抑制に関与する転
写因子 p63であることを見出した 
 

２．研究の目的 

本研究は軟骨における p63の役割を解明する
ため、具体的に以下のサブテーマについて解
析を行った。 

(1)軟骨内骨化におけるp63シグナルネットワ

ークの解明 

①既知の軟骨内骨化シグナルにおけるp63の

関与の検討 

②p63の発現調節機構の解明 

③p63の作用調節分子および下流分子の検索 

(2) 変形性関節症におけるp63シグナルの関

与の検討 

 

３．研究の方法 

(1)軟骨内骨化におけるp63シグナルネットワ

ークの解明 においては、遺伝子改変マウス

と培養細胞をベースに、正常状態、あるいは

p63の強制発現系、発現抑制系などにおける

mRNAやタンパクの発現解析を行った。またp63

タンパクに詳細なmutationを加えて、p63を修

飾するシグナル群の解析も行った。下流分子

の誘導メカニズムについてはluciferase 

reporter assay, EMSA, ChIPアッセイなどを

行った。 

(2) 変形性関節症におけるp63シグナルの関

与の検討 においては、p63へテロノックア

ウトマウスを用いて変形性関節症モデルを

作成して組織学的に結果を検討した。 

 
４．研究成果 

(1)軟骨内骨化におけるp63シグナルネットワ

ークの解明 

p63 のノックアウトマウスの骨格系を in 
situ hybridyzationで評価すると発生中期の
E11-13では軟骨がほとんど形成されず SOX6, 
SOX9, II 型コラーゲンの発現が著しく低下、
E17 では小さな軟骨塊が形成されるが正常胎
仔にくらべ分化マーカーの発現は低かった。
一方 BrdU の取り込みに大きな差はなく軟骨
分化障害により四肢の伸張が阻害されてい
ると考えられた。また X型コラーゲン陽性の
肥大軟骨細胞層は E17でも完全に欠落してい
るかその横径が著しく狭小化しており一連
の軟骨分化のシークエンスに必須の転写因
子であると判断された。 
SOX6, SOX9, II 型コラーゲン, X型コラーゲ
ンについてはそれぞれのプロモーター解析
を行い、SOX6, SOX9, II 型コラーゲンについ

ては近位プロモーターから 5’UTR の転写開
始点近傍に、また肥大分化マーカーである X
型コラーゲンについてはイントロン１の中
央に p63が直接結合することが明らかになっ
た。 
p63にはN末端にはTAとdeltaNの２タイプ、
C 末端にはα、β、γの３タイプ、計６タイ
プのアイソフォームが知られている。これら
の発現についてそれぞれの特異的なプライ
マーセットを作成して検討したところ、軟骨
細胞では Tap63αと Tap63γのみが発現して
おり、主にαが初期から中期、γは中期から
後期分化段階に発現していた。Tap63αは SOX
や II 型コラーゲンなど、軟骨細胞の初期か
ら中期に重要な遺伝子の発現を強く誘導す
るのに対し、Tap63γは X 型コラーゲンやタ
ンパク分解酵素など、中期から後期にかけて
重要な遺伝子の発現を強く誘導した。これら
の結果は、アイソフォーム特異的な siRNA に
よっても裏付けられた。さらに 2型コラーゲ
ンプロモーターによる TAp63αの軟骨特異的
トランスジェニックマウスでは増殖軟骨層
と肥大軟骨層の両者が拡大したのに対して、
2 型コラーゲンプロモーターによる TAp63γ
の軟骨特異的トランスジェニックマウスで
は肥大軟骨層のみが拡大した。これらの結果
より、軟骨初期分化においては TAp63αが、
後期分化においては TAp63γが、それぞれ主
要な役割を担っていることが明らかとなっ
た。 
p63 のプロモーターの組織特異的活性を検討
したところ、軟骨においては転写活性化ドメ
インを持つアイソフォームの発現を制御す
る上流側のプロモーターが選択的に活性化
されていることが明らかになった。このプロ
モーターの活性化因子として Notch, T-box 
family, NF-YA などの転写因子群が同定され
た。 
p63 のリン酸化による制御の検討のためセリ
ン・スレオニン変異体を作成し検討したとこ
ろ転写活性化ドメイン内の複数のセリン・ス
レオニン残基の変異により PTHrP-Gs-PKA シ
グナル、及び TAK1-MKK3/6-p38MAPK シグナル
による軟骨マーカープロモーターの転写活
性化が阻害され、p63 の軟骨分化制御メカニ
ズムにリン酸化が深く関与していることが
示唆された。p63 の転写共役因子のうちとく
に GATA5と C/EBPの発現局在が p63と一致す
ること、また p63 と GATA5 及び SOX9 が蛋白
レベルでコンプレックスを形成することが
明らかとなった。 
(2) 変形性関節症における p63 シグナルの関
与の検討 

マウス変形性関節症モデルを用いた検討で
は、p63 ヘテロノックアウトマウスにおいて
変形性関節症の進展が遅延する傾向がある
ことが示唆された。 
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