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研究成果の概要： 
肥大軟骨のマーカー遺伝子であるヒト ColⅩプロモーターをクローニングし、その断片を組み
込んだルシフェラーゼ・レポーターコンストラクトの作成を行い、このレポーター遺伝子を用

いて基本転写活性の評価を行った。レポーターアッセイのホスト細胞はマウステラトカルシノ

ーマ由来未分化間葉系細胞株 ATDC5 を用い、エフェクターは軟骨・骨芽分化の master 
regulatorである転写因子 Runx2を利用した。その結果、Runx2はヒト ColⅩプロモーターの
転写活性を著しく増強することを確認した。さらに活性を維持するための最小単位までの絞り

込みを行ったところ、転写開始点の-89bp から-60bpが Runx2の Core responsive elementで
あることを同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
肥大軟骨細胞は生理的条件でも病的条件に
おいても骨誘導の中心的役割を担っており、
そのため軟骨の肥大化のメカニズムを知る
ことは骨再生あるいは軟骨再生医療の観点
からも、非常に重要であると考えられる。す
なわち肥大化を促進させることにより骨誘
導を促し、骨欠損部の補填など骨再生医療に
新たな展開をもたらすと考えられる。また、
肥大化を抑制することにより軟骨変性を防
止し、変形性関節症に対する軟骨再生医療に
つながる可能性が見えてくる。 

肥大軟骨のマーカー遺伝子としては、Ⅹ型コ
ラーゲン（ColⅩ）がよく知られており、Col
Ⅹの発現とそれに影響を及ぼす分子を調べ
ることで、肥大軟骨分化の分子メカニズムを
解明することができると考えられる。 
本研究は肥大軟骨細胞の最も信頼できるマ
ーカーである ColⅩにターゲットを絞った新
たな研究となる。ColⅩプロモーターに関す
る研究はこれまでにも散見されるが、その転
写因子と response elementの解析に踏み込
んだものは少なく、正確なresponse element
の同定と転写因子の確定には至っていなか
った。 
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２．研究の目的 
 
ヒト ColⅩ遺伝子のプロモーター領域をクロ
ーニングして発現調節の解析を行い、さらに
これに関わる上流シグナルを解明すること
により軟骨肥大分化のスイッチングについ
ての情報を得ることを目標とした。肥大軟骨
のマーカー遺伝子 ColⅩのプロモーター解析
を行うことで、肥大分化制御の分子メカニズ
ムの解明に大きく貢献することが予想され
る。これにより、骨欠損部の補填などの骨再
生医療への貢献が期待される。肥大分化はま
た、変形性関節症など病的な状態においても
重要な役割を担っており、そのメカニズムを
知ることにより、有効な治療法のへの糸口が
見出される可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
１） 肥大分化を安定して再現する in 
vitroでの実験系を開発。 
軟骨細胞肥大化のメカニズムを知るために、
まず肥大分化を安定して再現する in vitro 
実験系の開発を行った。細胞はマウステラト
カルシノーマ由来の未分化間葉系細胞株で
ある ATDC5を用い、平面培養及びアルジネ
ートビーズ中で三次元培養を検討した結果、
インシュリンで培養すると平面培養でも３
週間後に ColXmRNAを発現したことから、
肥大分化を安定して再現することができた。 
 
２） ヒトColⅩプロモーター領域をクロ
ーニングし基本転写活性を評価。 
プロモーターの配列は、基本的にヒトゲノム
DNAを PCRで増幅するか、ヒトの塩基配列
情報をもとに合成オリゴ DNA を作成して再
現した。プロモーター断片としては、種間で
比較的保存された転写開始点より上流 4.5kb
の配列をクローニングした。 
 
３） このプロモーターの deletion & 
mutation constructを作成して、転写因子が
直接結合するシスエレメントを同定。その際、
既知の肥大分化制御シグナルである Runx2
と PTHrPを共導入してその影響を解析。 
プロモーターの deletion constructを種間
で保存された領域を考慮して数種類作成し
て、転写制御に関する response elementや
silence elementの同定を行った。 
 
４） シスエレメントに結合する蛋白を
同定・解析。 
同定したシスエレメント配列を 4コピー直列
につなげた合成プロモーターにブラストサ
イジン耐性遺伝子を組み合わせたプラスミ
ドを作成し、ATDC5 に導入して安定誘導発
現細胞株を樹立した。 

 
４．研究成果 
 
肥大軟骨のマーカー遺伝子であるヒト ColⅩ
プロモーターをクローニングし、その断片を
組み込んだルシフェラーゼ・レポーターコン
ストラクトの作成を行い、このレポーター遺
伝子を用いて基本転写活性の評価を行った。
このプロモーターの deletion constructを種
間で保存された領域を考慮して数種類作成
して、転写制御に関する response element
や silence element の同定を行った。レポー
ターアッセイのホスト細胞はマウステラト
カルシノーマ由来未分化間葉系細胞株
ATDC5 を用い、エフェクターは軟骨・骨芽
分化の master regulator である転写因子
Runx2 を利用した。その結果、Runx2 はヒ
ト ColⅩプロモーターの転写活性を著しく増
強することを確認した。さらに活性を維持す
るための最小単位までの絞り込みを行った
ところ、転写開始点の-89bp から-60bp が
Runx2 の Core responsive 
element(TGAGGG)であることを同定した。
Runx2のCore responsive elementへの変異
体やその配列をタンデムにつないだ
construct を作成し、高い転写活性を示すこ
と を 再 確 認 し た 。 さ ら に
EMSA(Electrophoretic mobility shift 
assay)や Chromatin immunoprecipitation 
(ChIP)アッセイでは In vivo & In vitro の両
方で、Runx2の ColX プロモーターへの特異
的な結合を示すことができた。 
さらに、同定した Core responsive element
を含む転写制御部位を 4コピー直列につなげ
た合成プロモーターにブラストサイジン耐
性遺伝子を組み合わせたプラスミドを作成
し、ATDC5 に導入して安定誘導発現細胞株
を樹立した。今後はこの細胞株を用いて、
ColX プロモーターを制御するそのほかの転
写因子を同定する予定である。 
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