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研究成果の概要（和文）：転写因子Runx2は、ヘッジホグ、Fgf、 Wnt、Pthlhシグナル遺伝子の発現を制御する
ことにより、間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化、骨芽細胞前駆細胞の増殖を制御すること、軟骨細胞から骨芽
細胞への分化転換に必須であること、骨芽細胞において、主要な骨基質タンパク質遺伝子の発現を制御すること
を明らかにした。Runx2はオステオカルシンの発現を制御するが、オステオカルシンにはホルモン作用はなく、
アパタイト結晶をコラーゲンに沿って配向させる機能を持つことを明らかにした。Runx2は軟骨細胞の成熟に必
須な因子であるが、軟骨細胞特異的エンハンサーを同定し、軟骨細胞特異的発現制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We elucidated that a transcription factor Runx2 regulates the proliferation 
of osteoblast progenitor cells and their commitment to osteoblast-lineage cells through the 
induction of hedgehog, Fgf, Wnt, Pthlh signaling pathway genes, that Runx2 is required for the 
transdifferentiation of chondrocytes to osteoblasts, and that Runx2 regulates the expression of 
major bone matrix protein genes in osteoblasts. We also revealed that Osteocalcin, which expression 
is regulated by Runx2, aligns the apatite crystals parallel to collagen fibrils but it does not 
function as a hormone, although it was reported as a hormone. Runx2 is an essential transcription 
factor for chondrocyte maturation. We identified chondrocyte-specific enhancers in Runx2 genome 
locus and clarified the mechanism of the chondrocyte-specific expression. 

研究分野： 生物系、医歯薬学、歯学

キーワード： 変形性関節症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Runx2は、骨芽細胞分化・骨形成を制御するマスター転写因子であるが、Runx2による間葉系幹細胞から骨芽細胞
への分化、その間の細胞増殖、軟骨細胞から骨芽細胞への分化転換、そして骨芽細胞分化後の機能制御の分子メ
カニズムを解明した。これは骨格形成の基礎となる知見である。また、オステオカルシンに関しては、これまで
主要雑誌に多数報告されたホルモン作用を否定し、本来の機能を解明した。これまでの報告の問題点も指摘し、
研究の流れを一新させた。骨芽細胞、軟骨細胞特異的エンハンサーによるRunx2遺伝子発現制御機構の解明は、
骨格形成機構の基礎となるとともに、転写制御機構に新たな知見を与える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 Runx2 は、２つのプロモーター｛遠位(P1)および近位(P2)｝によって転写調節されている。し
かし、P1、P2 領域を用いたレポーターマウスでは、骨芽細胞・軟骨細胞での発現を得ることは
できなかった。国内外においても、Runx2 遺伝子の発現制御領域は未同定であった。遺伝子の発
現調節には、プロモーターの他にエンハンサーが重要な働きを果たす。エンハンサーとは、プロ
モーターからの距離、位置、方向に関係なく遺伝子の転写量を制御する DNA 領域である。細胞種
特異的あるいは時期特異的発現はエンハンサーで制御される。Runx2 の骨芽細胞・軟骨細胞での
発現を規定するエンハンサーを同定するため、まず BAC(bacterial artificial chromosome)ク
ローン（200kb）を用いて、EGFP(enhanced green fluorescent protein)トランスジェニック(tg)
マウスを作製、生理的な発現パターンの再現に成功した。次に、この BAC クローンを順次欠失さ
せた６つのコンストラクトを用いて、EGFP レポーターマウスを作製、1.3 kb の骨芽細胞特異的
エンハンサーを同定し、その活性化機構も解明した(J Bone Miner Res 29:1960-9, 2014)。この
エンハンサーは、骨芽細胞特異的で、軟骨細胞には発現を誘導しなかった。さらに、このエンハ
ンサーを用いたレポーターアッセイで、約６万化合物の high throughput screening (HTS)を行
い、Runx2 発現を骨芽細胞特異的に誘導し骨芽細胞分化を促進する化合物を得た。動物実験でも
骨形成の促進、骨量増加を確認している。一方、1.3 kb 欠失マウスでは明確な骨形成異常を認
めなかった。すなわち、骨芽細胞特異的エンハンサーは複数あり、生体内ではお互いに機能を補
完していると考えられた。 
 次に、分化誘導した初期培養軟骨細胞及び前軟骨細胞株 ATDC5 細胞で、活性化エンハンサーの
クロマチン修飾（H3K27ac, H3K4m1, H2A.Z）を chromatin immunoprecipitation シークエンス
(ChIP-seq)で調べ、軟骨細胞でのエンハンサー領域を探索した。ここで選択した ChE1(0.8 kb)
は、in vitro レポーターアッセイで軟骨細胞特異的に活性誘導したが、EGFP レポーターマウス
では軟骨細胞への発現を誘導できなかった。しかし、1.3 kbの骨芽細胞特異的エンハンサー（343-
ObE）と結合させると軟骨細胞を含む Runx2 の発現パターンを完全に再現した。 
 
２．研究の目的 
Runx2 は、骨芽細胞分化及び軟骨細胞成熟に必須な転写因子である。変形性膝関節症だけでも、
国内で少なくとも 2530 万人が罹患しているが、人工関節置換術しか治療法がない。軟骨細胞の
成熟及び基質破壊酵素の発現誘導が変形性関節症の主要原因であり、Runx2 はその両者を誘導す
る原因遺伝子の１つである。Runx2 の発現あるいは活性を抑制すれば、変形性関節症は抑制され
るが、骨形成が抑制され骨粗鬆症を引き起こす。したがって、Runx2 発現を軟骨細胞でのみ抑制
する必要がある。本研究は以下を目的とした。（１）Runx2 の軟骨細胞特異的エンハンサーの活
性化機構を解明する。（２）軟骨細胞特異的エンハンサーを用いて軟骨細胞で Runx2 発現を抑制
する化合物を同定し、変形性関節症治療薬を開発する。（３）Runx2 ゲノム領域でエンハンサー
を網羅し、エンハンサーの共通性及び特異性を分子レベルで明らかにするとともに、複数のエン
ハンサー、プロモーターからなる３次元的発現制御マシーナリーを決定、エンハンサーによる細
胞種特異的発現制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 初期培養軟骨細胞のマイクロマス培養よりRNAを抽出、発現cDNAライブラリーを作製した。
発現 cDNA ライブラリーの約 10 遺伝子を含む溶液と ChE1 ルシフェラーゼレポーターベクターを
細胞株に導入し、ChE1 を活性化させる遺伝子の同定が進行中である。また、 enChIP (engineered 
DNA-binding molecule-mediated ChIP) 法により、P1, P2 プロモーター、ChE1 に結合するタン
パク質、DNA の同定を進行中である。 
(2) ChE1 を用いて HTS 系を構築すべく、ChE1 を４つタンデムに並べたルシフェラーゼベクター
を作成し、種々の細胞株に導入しレポーター活性を検討した。minimal promoter を含むルシフ
ェラーゼベクターpNL2.2 に ChE1x4 を挿入、ホタルルシフェラーゼベクターpGL4.54、CMV 
promoter-tdTomatoベクターの３者を増殖能の高いSW1353に導入、ハイグロマイシンで選択し、
stable line を樹立した。このうち３クローンを用いて、北里大学大村天然化合物ライブラリー
590 種のスクリーニングを行った。 
(3) マウス初期培養軟骨細胞、初期培養骨芽細胞、分化誘導 ATDC 細胞を用いて、ChIP seq 
(H3K27Ac, H3K4me1)を行った。さらに、初期培養軟骨細胞、初期培養骨芽細胞の各分化段階のサ
ンプルを用い、Assay for Transposase-Accessible Chromatin (ATAC)-seq を行った。 
(4) 上記の結果をもとに 17 領域のエンハンサー候補を選定し、それぞれを欠失するマウスを作
製した。解析は、胎児頭蓋冠および四肢の RNA を用いた Runx2 mRNA の定量、骨格標本、組織解



析、マイクロ CT 解析を行った。 
(5) Ctcf ChIP-seq および HiC のデータベースより、Runx2 の TAD (topology associating 
domain)を 2200 kb に規定した。さらに、Cell Rep 2022, 40:111315 の ChIP-seq および ATAC-
seq データ、胎生 17.5 日の頭蓋冠および胎生 15.5 日の四肢の cDNA を用いたエンハンサーRNA の
デジタル PCR を行い、エンハンサー候補を新たに 15 領域選定した。 
(6) 2200 kb のうち、Runx2 の 5’側に関しては、全長（約 1200 kb）およびその中の約 500 kb
領域の両端に LoxP 配列を挿入したマウスをそれぞれ作製した。イントロン 1（約 100 kb）の両
端にも LoxP 配列を挿入したマウスを作製した。Runx2 の 3’側に関しては、900 kb の両端に LoxP
配列を挿入したマウスを作製した。また、その中の 230 kb を欠失させたマウスも作製した。loxP
挿入マウスは、CMV promoter Cre マウスと交配し、それぞれの領域の欠失マウスを作製した。
Supt3 と重なる領域では、Supt3 ホモ欠失マウスは胎生 9.5 日で致死となるため、その領域のヘ
テロ欠失マウスを Runx2 ヘテロ欠損マウスと交配し、ヘテロ欠失：Runx2+/-マウスを解析した。
さらに、表現型が認められた領域では、その中のエンハンサー候補を含む領域を欠失させたマウ
スを作製・解析した。解析は、胎児頭蓋冠および四肢の RNA を用いた Runx2 mRNA の定量、骨格
標本、組織解析により行った。 
(7) エンハンサー候補８領域では、その領域をクローニングし、Hsp68 minimal promoter と EGFP
に繋いだレポーターマウスを作製し、凍結切片で EGFP 発現を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）軟骨細胞特異的エンハンサーを用いて軟骨細胞で Runx2 発現を抑制する化合物を同定し、
変形性関節症治療薬を開発する。 
 Runx2 は、骨芽細胞と軟骨細胞に発現するが、その発現は、エンハンサーによって、制御され
ている。BAC クローンを用いて、種々の GFP tg マウスを作製、骨芽細胞特異的発現を誘導する
1.3kb のエンハンサーを同定した（前述の 343-ObE を含む領域）。さらに、1.3kb を結合させるこ
とにより Runx2 の発現パターンを再現できる ChE1（0.8kb）を同定した。したがって、軟骨細胞
での Runx2 発現を規定するには、両者（1.3kb と 0.8kb）が必要であるが、0.8kb は、軟骨細胞
での発現を制御していると考えられた。 
 この 0.8kb エンハンサーエレメントを用いて HTS 系を構築すべく、0.8kb を４つタンデムに並
べたルシフェラーゼベクターを作成し、種々の細胞株に導入しレポーター活性を検討した。骨芽
細胞株 SaOS2 及び多能性間葉系細胞株 C3H10T1/2、未分化状態の前軟骨細胞株 ATDC5 では、レポ
ーター活性の上昇を認めなかった。一方、ヒト軟骨細胞系細胞株 SW1353, HCS-TG, OUMS27 では
高いレポーター活性を認めた。minimal promoterを含むルシフェラーゼベクターpNL2.2に 0.8x4
を挿入、ホタルルシフェラーゼベクターpGL4.54、CMV promoter-tdTomato ベクターの３者を増
殖能の高い SW1353 に導入、ハイグロマイシンで選択し、stable line を樹立した。このうち３ 
line を用いて、北里大学大村天然化合物ライブラリー590 種のスクリーニングを行った。細胞毒
性、濃度依存性、Runx2 mRNA 発現を 3 line で確認し、Runx2 発現を抑制する 4化合物、増加さ
せる 3 化合物を選択した。初期培養軟骨細胞を用いて、軟骨細胞分化と各種遺伝子発現を検討す
るとともに、初期培養骨芽細胞を用いて、骨芽細胞分化に対する影響を検討している。 
 
（２）[Runx2 ゲノム領域でエンハンサーを網羅し、エンハンサーの共通性及び特異性を分子レ
ベルで明らかにするとともに、複数のエンハンサー、プロモーターからなる３次元的発現制御マ
シーナリーを決定、エンハンサーによる細胞種特異的発現制御機構を解明]に最も注力した。 
0.8 kb エンハンサーの EGFP レポーターマウスは、軟骨細胞での発現を誘導できなかった。しか
し、この 0.8 kb エンハンサーと 1.3 kb エンハンサーの両者を挿入させた GFP レポーターマウ
スでは、Runx2 の骨芽細胞、軟骨細胞での発現を完全かつ高頻度に再現することができた。した
がって、２つのエンハンサーが相互作用して、軟骨細胞での発現を誘導することが明らかとなっ
た。２つのエンハンサーが異なる発現パターンを誘導する報告はあるが、２つのエンハンサーが
相互作用して、初めてある組織での発現を誘導するという報告はなく、新規の組織特異的転写制
御機構である。しかし、この両者を同時に欠失したマウスも正常であった。したがって、これま
でエンハンサーは、そのレポーターマウスで、当該遺伝子の少なくとも一部の発現を再現できる
領域とされてきたが、発現を再現できたからといって、生理的に必要なエンハンサーとは限らな
いことが明確となった。そこで、生理的に重要なエンハンサーを特定するため、欠失マウスの作
製を優先することにしたが、16 領域を個々に欠失させたマウスは、全て表現型を示さなかった。
すなわち、機能的にオーバーラップしたエンハンサーが複数存在すると考えられた。 
次に Runx2 の TAD 領域 2200 kb を５領域にわけて、それぞれを欠失させたマウスを作製した。

このうちの１領域の欠失で、Runx2 ノックアウトマウスに近い表現型が得られた。その他の広領
域の欠損マウスでは、明確な表現型は得られず、この領域に生理的に重要なエンハンサーが存在
すると考えられた。この領域には、Sp7 陽性骨芽細胞を用いた ATAC seq の高いピークを示す 6



領域（En1-6）、と、Col10 陽性軟骨細胞用いた ATAC seq の高いピークを示す 2領域(En7, 8)が
存在した。これらの領域では、p300, H3K4me2, H3K27ac の ChIP-seq ピークも認められた。 
 骨芽細胞ピークの En1-3 のそれぞれの EGFP レポーターマウスでは、骨芽細胞への発現を誘

導、軟骨細胞のピークの En7, 8 のレポーターマウスでは、En7 では軟骨細胞への高頻度の強い
発現、En8 では低頻度の弱い発現を誘導した。しかし、En7 欠失マウスは正常であった。En8 を
除いた 7 領域のうち、En1-3 を含む領域、En4-7 を含む領域をそれぞれ欠失させたマウスを作製
した。En1-3 欠失マウスで膜性骨化の明確な遅延が認められたが、En4-7 の欠失マウスは正常で
あった。すなわち、Runx2 ノックアウトマウスにみられる軟骨細胞成熟障害は再現されなかっ
た。この両者の間に ATAC-seq の低いピークながら、軟骨細胞に発現を誘導する En9, 10 も存在
した。しかし、En1-7, 9, 10 を欠失させたマウスは、En1-3 欠失マウスと全く同じ異常を示し、
軟骨細胞の明確な成熟障害は認めなかった。したがって、広領域欠損マウスに比較し、En1-7, 9, 
10 欠失マウスの表現型はマイルドであり、生理的条件下では、エンハンサー活性は低いが、活
性化エンハンサーが機能できない時に活性化されるサブとして働くエンハンサーが存在すると
考えられた。 
 

（３） Runx2 および Runx2 ターゲット遺伝子の機能解析 
① Runx2はFgfr1-3の発現を直接制御すること、Runx2は骨芽細胞分化だけでなく、骨芽
細胞前駆細胞の増殖に必須であり、Fgfr2, Fgfr3を発現誘導することにより、骨芽細胞
前駆細胞の増殖を誘導することを明らかにした。Runx2は骨芽細胞系列の増殖を抑制す
るというこれまでの定説を覆した (Sci Rep, 8:13551, 2018)。 
② Runx2 のヘテロ変異で鎖骨頭蓋異形成症が起こる。Runx2 は、ヘッジホッグ、FGF、Wnt、Pthlh
シグナル経路遺伝子の発現を誘導、頭蓋縫合の間葉系細胞の増殖および骨芽細胞系列への分化
を誘導し、頭蓋骨形成へと導くことを明らかにした。さらに、Runx2 によるこれらの遺伝子発現
誘導は、Runx2 が半量では十分に起こらず、頭蓋の低形成が起こることを明らかにした (Hum Mol 
Genet, 28:896-911, 2019)。1)と合わせて、未分化間葉系細胞から骨芽細胞分化に至る過程での
増殖、分化の分子機構の解明は、大きな学術的インパクトを持つ。  
③ 非コラーゲン性骨基質タンパク質で最も豊富なオステオカルシン(Ocn)の発現は Runx2 によ
って制御される。Ocn は、これまで、骨形成を抑制すること、さらにホルモンとして、糖代謝の
改善、テストステロン産生、筋肉量維持に働くことが 1996 年以降 Nature や Cell 等で多数報告
されてきた。我々は、これらのデータは全て再現性がなく、Ocn の真の機能は、骨のアパタイト
結晶の成長方向の制御であり
骨強度に重要な役割を果たす
ことを明らかにした（図１）。
糖代謝を改善するという報告
以降、糖代謝と血清 Ocn 値と
の相関を示す多くの臨床研究
が報告されたが、我々はそれ
が何を意味するかも実験で示
した。これらは、内分泌研究全
般に大きなインパクトを与え
た。この論文をハイライトす
る Perspective article とと
もに掲載された (PLOS Genet 
16(5): e1008586, 2020)。また、
掲載時に PLOS Genetics よりプ
レスリリースされた。 
④ Antxr1/Tem8はGAPO（growth 
retardation, alopecia, 
pseudo-anodontia, and optic 
atrophy）症候群の原因遺伝子
であり、炭疽菌のレセプターでもある。Antxr1 が軟骨で高発現しており Runx2 により発現制御
されること、Antxr1 は軟骨細胞の増殖を制御し、その異常により成長障害が起こることを明ら
かにした。(Int J Mol Sci, 21(7) 2425, 2020) 
⑤ 軟骨細胞は最終分化した後、骨芽細胞へと分化転換するが、成熟軟骨細胞特異的 Runx2 ko マ
ウスを作製することにより、Runx2 はその分化転換に必須であること、そして分化転換が骨形成
にどの程度寄与するかを明らかにした(PLOS Genet, 16(11) e1009169, 2020)。この論文は、分
化転換の生理的意義も明らかにし、大きなインパクトを与えた。 
⑥ Hck は、Src ファミリーの非レセプター型チロシンキナーゼである。Hck は軟骨細胞に高発現

野生型マウス Ocn koマウス

コラーゲンの走行

コラーゲンの走行

骨強度骨強度

I型コラーゲン

アパタイト結晶結晶の成長方向

＜図１＞ 
野生型マウスとOcn koマウスのI型コラーゲンとアパタ
イト結晶の走行と骨強度 
野生型マウスでは、I型コラーゲンは骨の長軸方向に沿って走
行し、アパタイト結晶はI型コラーゲンと平行に成長する。
Ocn koマウスでもI型コラーゲンは骨の長軸方向に沿って
走行するが、アパタイト結晶はランダムな方向に成長す
る。これにより骨強度は低下する。 



しており、Runx2 によって発現制御されること、Hck はヘッジホッグ、Wnt シグナルを活性化し、
軟骨細胞の増殖を促進させることを明らかにした(Int J Mol Sci, 21(8) 2682, 2020)。 
⑦ Runx2 は、骨芽細胞に分化誘導した後 Col1a1, Col1a2, Spp1, Ibsp, Bglap/Bglap2 等の主要
な骨基質タンパク質遺伝子の発現に必要であることを明らかにした(J Bone Miner Res. 36(10): 
2081-2095, 2021)。また、Runx2 とその共役因子 Cbfb は、頭蓋冠、長管骨、脊椎骨、肋骨にお
いて、その骨形成・維持に必要なタンパク質量が異なることを明らかにした (Int J Mol 
Sci. 23(21):13299, 2022)。 
⑧ Runx2 は、Galnt3 と Fgf23 の発現を調節し、血中リンの制御に関わるとともに、類骨の石灰
化を調節することを明らかにした(Int J Mol Sci. 25(4):2275, 2024)。 
⑨ Runx2 の標的遺伝子である Sp7 の骨芽細胞特異的トランスジェニックマウスで骨細胞突起形
成の異常をきたすことを示すとともに、この Sp7 トランスジェニックマウスを用いて、骨小腔骨
細管構造とメカニカルストレス応答との相関を明らかにした(Int J Mol Sci. 23(6):3173, 
2022)。 
 
（４） アポトーシスに関する研究 
Bcl2l1 (Bcl-XL)の骨芽細胞特異的欠損は、骨芽細胞のアポトーシスを増加させ、そこから放出
される ATP が破骨細胞分化・活性化を誘導し、骨量を低下させることを明らかにした(Int J Mol 
Sci. 24(24):17319, 2023)。 
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