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研究成果の概要（和文）：I型コラーゲンは、骨の有機基質の90%以上を占める主要なタンパク質であり、２本の
α1鎖と１本のα2鎖が３重コイルをつくる。α1鎖はCol1a1遺伝子、α2鎖はCol1a2遺伝子によってコードされて
いる。Col1a1遺伝子では、転写開始点上流2.3 kbが骨芽細胞でのCol1a1発現制御領域であることが明らかにされ
ている。しかし、その遺伝子発現がどのように制御されているかは、未だに明らかになっていない。我々は、
Col1a1遺伝子の解析により、骨芽細胞分化のマスター転写因子であるRunx2がその発現制御に重要な役割を果た
していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Type I collagen is a major organic substrate and composes more than 90% of 
bone. Type I collagen is composed of two α1 strands and one α2 strand forming a triple helical 
structure. Theα1 strand is encoded by Col1a1, and the α2 strand is encoded by Col1a2. 2.3 kb DNA 
upstream of the transcription start site has been shown to regulate Col1a1 expression in 
osteoblasts. However, it still remains to be clarified how Col1a1 expression is regulated. We found 
that Runx2, which is a master transcription factor for osteoblast differentiation, plays an 
important role in the regulation of Col1a1 expression in osteoblasts.

研究分野： 骨・軟骨代謝学

キーワード： I型コラーゲン　Runx2　骨粗鬆症

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨粗鬆症は国内だけでも1280万人おり、高齢化に伴いその数は年々増加している。しかし、長期間使える骨形成
促進剤は存在しない。I型コラーゲンは、骨の大部分を占める重要な基質タンパク質であり、その発現制御機構
の解明は、骨粗鬆症の治療薬の開発や、骨再生療法の開発に非常に重要である。したがって、今回その発現制御
機構の一端を明らかにしたことは、今後その全容解明につながり学術的に重要であるのはもちろんであるが、骨
形成促進剤の開発にも大きく貢献する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 I 型コラーゲンは、骨の有機基質の 90%以上を占める主要なタンパク質であり、２本のα1 鎖
(Col1a1 遺伝子)と１本のα2鎖(Col1a2 遺伝子)が３重コイルをつくる。Col1a1 遺伝子では、転
写開始点より上流 2.3 kb のプロモーター領域が、骨芽細胞での発現を制御していることがレポ
ーターマウスによって明らかにされている 1。この 2.3 kb プロモーターを用いた in vitro レポ
ーターアッセイで、Sp7/OsterixとNFATによるCol1a1の発現制御が報告されたが、2.3 kb Col1a1 
プロモーターCre トランスジェニック(tg)マウスを用い、骨芽細胞特異的に Sp7 を欠失させた
マウスでは、Col1a1 の発現低下を認めなかった 2,3。一方、Runx2 に関しては、in vitro のレポ
ーターアッセイ及び EMSA で、Col1a1 の-1347 bp に位置する Runx2 モチーフに結合、Col1a1 を
転写活性化すると報告されたが、のちに否定された 4,5。また、2.3 kb Col1a1 プロモーターCre 
tg マウスを用い、骨芽細胞特異的に Runx2 の DNA 結合ドメインを欠失させたマウスでは、骨量、
骨形成ともに正常であった 6。一方、同じ由来の 2.3 kb Col1a1 プロモーターCre tg マウスを
用い、Runx2 のエクソン８を欠失させ、DNA 結合能を持つ異常なタンパク質を発現するマウスで
は、詳細な解析は報告されていないが、骨量減少が起きている。このマウスでは、異常な Runx2
タンパク質はドミナントネガティブとして働き、他の Runx ファミリー遺伝子の機能も阻害して
いる可能性がある 7。 
すなわち、骨組織で最も重要な I型コラーゲン遺伝子の発現制御機構は、未だ明らかになって

いない。これは、2.3 kb Col1a1 プロモーターが、in vivo では活性を示すが、in vitro では活
性が低いことに起因する。また、世界中で使われている 2.3 kb Col1a1 プロモーターCre tg マ
ウスは、発現レベルが不十分で、これを用いた骨芽細胞特異的ノックアウトマウスでは欠失効率
が低く、明確な表現型が得られていないことが多い。 
 我々は、発現レベルと発現パターンが明確に分かるように GFP(green fluorescent protein)
と Cre の融合タンパクを発現する、2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg マウスを独自に作
製した。このマウスを野生型マウスと交配すると、３段階の発現レベルの GFP-Cre マウスが得ら
れた。これは、トランスジーンが染色体上の複数箇所に組み込まれていることを示唆している。
一方、このマウスを Runx2fl/flマウスと交配し、Runx2fl/flCreマウスを作製すると、軽度及び強度
の骨量減少を起こすマウスが存在した。凍結切片で GFP 発現を観察することにより骨芽細胞で
の GFP-Cre 発現レベルを見ることができるが、面白いことに、顕著な骨量減少を呈し、mRNA 及
び蛋白レベルで Col1a1 の著減を示した Runx2fl/flCreマウスほど、骨芽細胞での GFP-Cre 発現レベ
ルは低かった。すなわち、低発現の GFP-Cre が挿入された Runx2fl/flCreマウスでは Runx2 の欠失
効率は低く、骨量減少は軽度になるはずだが、逆の結果になった。これは、高発現 GFP-Cre 挿入
Runx2fl/flCreマウスの骨芽細胞で Runx2 の欠失が高効率に起き、大多数の骨芽細胞で Col1a1 プロ
モーター活性が低下、GFP-Cre 発現低下につながったと考えられた。すなわち、Runx2 が、2.3 kb 
Col1a1 プロモーター活性を直接制御している可能性が強く示唆された。 
 
1. J Cell BIol 129: 1421, 1995. 2. Nat Med 11: 880, 2005. 3. J Bone Miner Res 24: 1055, 
2009. 4. J Biol Chem 276: 7101, 2001. 5. Coll Antropol 30: 401, 2006. 
 
２．研究の目的 
(1)１匹の 2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg F0 マウスから、発現レベルの異なる３系統
の tg マウスが得られた原因を明らかにする。 

(2)骨芽細胞に分化後、Runx2 が Col1a1 遺伝子を直接制御しているか明らかにする。すなわち、
2.3 kb Col1a1 プロモーター領域で、Runx2 が結合し、制御する領域を特定する。 

(3)特定した配列に変異を導入したマウスを作製、骨形成及び骨芽細胞での Col1a1 発現を調べ
ることにより、Runx2 による Col1a1 遺伝子発現制御の生理的意義を解明する。 

 
３．研究の方法 
(1)2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg マウスの全ゲノムの塩基配列を決定し、トランスジ
ーンの挿入部位を調べた。 

(2)蛍光 in situ ハイブリダイゼイションによりトランスジーンの挿入されている染色体および  
  その部位を決定した。 
(3)ドロプレットデジタル PCR により、2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg マウスに挿入さ   
   れているトランスジーンのコピー数を調べた。 
(4)Runx2 抗体を用いた ChIP(chromatin immunoprecipitation)シークエンスを行い、Col1a1 遺
伝子領域で Runx2 が結合する領域を調べた。 

(5)Runx2 の結合配列に変異を導入した DNA 断片を作成、CRISPR/Cas9 システムでゲノム DNA と
組み替え、変異を導入したマウスを作製した。 

(6)Col1a1 プロモーター領域 2.3 kb を含むルシフェラーゼレポーターベクターを作成し、Runx2     
  導入による活性変化を調べた。 
(7)Col1a1 プロモーター領域 DNA を順次欠失させたルシフェラーゼレポーターベクターを作成
し、Runx2 導入による活性変化を調べた。さらに塩基配列に変異を導入し、Runx2 導入による 
活性変化を調べた。 

(8)Runx2 による活性誘導が、変異導入により低下した塩基配列に関して、EMSA(electrophoresis 



mobility shift assay)で、Runx2 が直接結合するか調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg マウスのトランスジーン挿入箇所の特定 

2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg マウスの全ゲノムの塩基配列を調べたが、トランス
ジーンの挿入部位は、14番染色体の１箇所のみであった。蛍光 in situ ハイブリダイゼイシ
ョンを行なっても 14番染色体の同部位にのみ蛍光を検出した。すなわち、染色体上の異なる
３領域にトランスジーンが挿入されたために、１匹の tg F0 マウスから発現レベルの異なる
３系統が出現したわけではなかった。そこで、ドロプレットデジタル PCR（絶対定量 PCR）に
より、発現レベルの異なる３系統の 2.3 kb Col1a1 プロモーターGFP-Cre tg マウスで、挿入
されているトランスジーンのコピー数を詳細に調べた。３系統ともに複数コピー挿入されて
いたが、その挿入部位で欠失が起こり、３種類の発現レベルが生じていることが明らかとなっ
た。さらに、発現の強い tg マウスのみを野生型マウスと交配することにより、最終的に発現
の強い tgマウスの系統を樹立することができた。 

(2)2.3 kb Col1a1 プロモーターの Runx2 の結合配列に変異を導入したマウスの作製 
2.3 kb Col1a1 プロモーター領域には、３箇所の典型的な Runx2 結合配列が存在した。こ      
の３箇所の配列に変異を導入した DNA 断片を作成、CRISPR/Cas9 システムでゲノム DNA と組み
替え、変異を導入したマウスを作製した。しかし、ヘテロ変異でも Col1a1 発現は低下せず、
ホモ変異では胎生早期に致死となった。解析の結果、これはランダムインテグレーションによ
って変異 DNAが挿入され、挿入部位の遺伝子の破壊に起因する表現型であることがわかった。 

(3)2.3 kb Col1a1 プロモーター解析 
Runx2 抗体を用いた ChIP シークエンスの結果、Runx2 の理想的な結合配列と、ChIP シークエ
ンスのピークは必ずしも一致しなかった。2.3 kb Col1a1 プロモーター活性は、in vivo では
高いが、in vitro では低いため、各種細胞を比較した。C2C12 細胞が Runx2 による活性誘導が
最も強く見られた。C2C12 細胞を用いたレポーターアッセイで Runx2 によりレポーター活性が
誘導される領域を絞り込むことにした。2.3 kb を順次欠失させていき、Runx2 による活性の
誘導が欠失により低下する領域を特定した。さらにその領域で様々な変異を導入し、Runx2 に
よる活性の誘導を調べた。同時に EMSA により、その領域に Runx2 が結合するか調べた。これ
らにより、少なくも in vitro レポーターアッセイで Runx2 による活性の誘導に必要な塩基配
列を特定できた。現在、この変異を CRISPR/Cas9 システムでゲノム DNA に導入したマウスを
作成している。 
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