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研究成果の概要（和文）： 

骨格の大部分を形成する内軟骨性骨化は、未分化間葉系細胞から分化誘導された軟骨細胞に
より遂行される。軟骨細胞分化過程においては転写因子 Sox9 が必須的役割を担うことから、本
研究ではSox9の転写活性を調節する転写コファクターの検索を行いp54nrbおよびDmrt5を同定
した。p54nrbは Sox9 のスプライシング因子として内軟骨形成を制御すること、また Dmrt5 は軟
骨細胞分化のみならず Sox9 依存性の性分化にも関与していることを見出した。本研究より、
我々の構築したスクリーニングシステムの有効性とそれにより得られた Sox9 新規転写コファ
クターの生物学的重要性が明らかとなった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Most of bones were formed through unique ossification pathway called endochondral 
ossification. It is well known that transcriptional factor Sox9 is essential for 
chondrocyte differentiation. To understand the molecular basis for chondrogenesis, we 
established screening system which can allow us to identify transcriptional co-factor 
for Sox9. We have identified p54nrb and Dmrt5 as a novel transcriptional partner for Sox9. 
Further studies revealed that p54nrb modulate mRNA splicing of Sox9 target genes. Moreover, 
we found that Dmrt5 is involeved in Sox9 dependent sex differentiation as well as 
chondrocyte differentiation. Our findings indicate that the screening system is valid 
and the newly identified Sox9 transcriptional cofactor is important for chondrocyte 
differentiation.  
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１．研究開始当初の背景 
骨格を形成する骨の大部分は、間葉系細胞

から軟骨組織の形成後に骨組織に置き換わ

る、いわゆる内軟骨性骨化により形成される。

また、関節軟骨などの一部の軟骨は、骨に置

き換えられることなく、永久軟骨として身体

に可動性を与えている。従って、軟骨細胞は

運動器の形成および機能において非常に重

要な役割を担っている。一方、近年の高齢化

社会の到来に伴って、リウマチ性関節炎など

の軟骨疾患患者が急増し、医療費の増大をは

じめとした社会的問題となっている。したが

って、軟骨細胞の分化および機能の調節機構

に関する研究は、学術的にも社会的にもその

重要性が増している。 

間葉系細胞から軟骨細胞への分化におい

ては、転写因子 Sox9 が中心的な役割を担っ

ている。すなわち、Sox9 はⅡ型コラーゲン

(Col2a)などの軟骨組織特異的遺伝子のプロ

モーターに直接結合し、その発現を誘導する。

また、軟骨組織特異的 Sox9 ノックアウトマ

ウスでは、軟骨組織が全く形成されないこと

が報告されている。さらに、ヒトにおける

Sox9 遺伝子の変異は、著しい骨格異常と性転

換を呈する Campomelic Dysplasia を発症さ

せることから、臨床的にも骨格形成における

Sox9 の重要性が明らかとなっている。したが

って、軟骨細胞分化メカニズムの解明には、

Sox9 の詳細な転写制御機構の解析が必須の

研究課題であるが、未だ不明な点が多く、全

貌の解明には至っていない。 

 最近の知見から、マスター遺伝子として機

能する転写因子は、単一で細胞分化を制御し

ているのではなく、複数の転写コファクター

と転写複合体を形成して、組織特異的な遺伝

子の発現を調節し、細胞分化プログラムを調

節していることが明らかになりつつある。

Sox9 も軟骨特異的な転写コファクターとの

協調作用や組み合わせにより、軟骨組織特異

的遺伝子の発現を調節し、軟骨細胞分化を制

御していると推察される。したがって、Sox9

転写コファクターを同定しその生物学的機

能を明らかにすることは、軟骨細胞分化の詳

細な分子メカニズムを理解する上で重要な

研究課題である。 
 

２．研究の目的 

 軟骨細胞分化過程における Sox9 の詳細な

転写制御機構の解明を目的に、軟骨組織特異

的マーカーを指標にしたハイスループット

アッセイを行い、Sox9 と協調的に機能する軟

骨特異的および非特異的 Sox9 転写コファク

ターを網羅的に同定し、その生物学的意義を

明らかにする。さらに、本研究では、内軟骨

性骨化に加えて、精巣形成過程における新規

転写コファクターの機能解析も併せて行い、

Sox9 による器官形成メカニズムの総合的理

解を目指す。 
 
３．研究の方法 

軟骨細胞に分化誘導可能な培養細胞株

ATDC5細胞から作成したcDNAライブラリーを

用いてハイスループットアッセイを行い、遺

伝子スクリーニングを行う。一次スクリーニ

ングは、軟骨細胞における Sox9 の標的遺伝

子であるⅡ型コラーゲン(Col2a)のプロモー

ター活性を、二次スクリーニングは精巣形成

過程における Sox9 の標的遺伝子であるミュ

ーラー管阻害因子(MIS/AMH)のプロモーター

活性を指標に、ルシフェラーゼ遺伝子を用い

たレポーターアッセイにより行い、Sox9 の転

写活性を増強する遺伝子を検索した。そして、

Col2aのみ陽性の遺伝子を軟骨特異的Sox9転

写コファクター、Col2a および MIS/AMH 陽性

の遺伝子を軟骨非特異的 Sox9 転写コファク

ターとして同定した。 

 
４．研究成果 

 （１）Sox9 転写コファクターの同定 

 我々は軟骨組織特異特異的遺伝子である

Ⅱ型コラーゲン遺伝子のプロモーター活性

を指標に１次スクリーニングを行った結果

p54nrbおよび Dmrt5を Sox9の転写コファクタ

ーとして同定した。さらにこれら２遺伝子か

ら、精巣特異的遺伝子であるミューラー管阻

害因子(MIS/AMH)遺伝子プロモーター活性を

指標に２次スクリーニングを行った。その結

果、Dmrt5 のみが性分化制御因子 SF-1 存在下

で Sox9 依存性の MIS/AMH 遺伝子プロモータ

ー活性を顕著に促進した。 

 これらの結果より、我々は軟骨組織特異的

Sox9 転写コファクターとして p54nrbを、軟骨



組織および精巣の Sox9 転写コファクターと

して同定し。その生物学的機能について検討

を進めた。 

 

（２）軟骨細胞分化における p54nrbの役割 

 ① p54nrb はⅡ型コラーゲン遺伝子のプロ

モーター活性に対する Sox9 の転写活性を顕

著に増強させた。この Sox9 転写促進効果は

siRNA による p54nrb のノックダウンにより抑

制された。さらに、アデノウィルスを用いて

未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2 細胞に p54nrb

を過剰発現させると Sox9 誘導性のⅡ型コラ

ーゲンおよびアグリカンなどの軟骨軟骨細

胞分化マーカーの発現が著明に誘導された。

さらに免疫沈降法によりp54nrbは Sox9の HMG

ドメインを介して Sox9 と物理的に結合して

いる事、またマウス肋軟骨より採取した初代

培養軟骨細胞の細胞免疫染色の結果 p54nrbと

Sox9 はが明らかとなった。 

 

② p54nrbの機能的役割 

p54nrbは N 末端領域に２つの RRM ドメイン

(RNA Recruitment Motif)を有する。したが

ってp54nrbはSox9の転写活性を促進するのみ

ならず Sox9 と協調して標的遺伝子の RNA ス

プライシングにも関与する可能性が推察さ

れる。スプライシング因子の特徴として細胞

核内においてスペックルと呼ばれるドット

状の局在を示すことから GFP を融合した

p54nrb を作製しその核内局在を共焦点レーザ

ー顕微鏡にて検討したところ、p54nrb はスペ

ックルに局在している事が明らかとなった

（図１）。さらに興味深いことに RRM ドメイ

ンを欠損させた変異型 p54nrbはスペックルが

巨大化した異常な形態を示した。 

次に、Ⅱ型コラーゲン遺伝子を用いた

Minigene アッセイを行った結果、p54nrbはⅡ

型コラーゲン遺伝子の RNAスプライシングを

制御すること、また変異型 p54nrbはⅡ型コラ

ーゲン遺伝子の RNAスプライシングを抑制す

ることにより Sox9 依存性のⅡ型コラーゲン

遺伝子の発現抑制ならびに軟骨細胞分化を

阻害することが明らかとなった。 

 

③In Vivo における p54nrbの役割 

最後にⅡ型コラーゲン遺伝子プロモータ

ーを用いて軟骨組織特異的に変異型 p54nrbを

過剰発現させたトランスジェニックマウス

を作製し、In Vivo における p54nrb の生物学

的重要性を検討した。変異型 p54nrbトランス

ジェニックマウスは四肢の短縮ならびに顕

著な骨格成長障害を示した。組織学的検討の

結果変異型 p54nrbトランスジェニックマウス

は内軟骨性骨化の遅延を呈している事が明

らかとなった。 

以上の結果より、Sox9 の新規転写コファク

ターp54nrbは、Sox9 の転写活性を促進するの

みならず、Sox9 標的遺伝子のスプライシング

を制御することにより内軟骨性骨形成に関

与することが明らかとなった。 

 

（３）軟骨細胞分化における Dmrt5 の役割 

上記のスクリーニングシステムを用いて

Sox9 による軟骨細胞分化および性分化を制

御する因子として転写因子 Dmrt5（Doublesex 

and mab-3 related transcription factor 5）

を同定した。Dmrt5 は Dmrt ファミリーに属す

る転写因子としてクローニングされたが、そ

の生物学的役割については全く不明であっ

た。免疫組織学的検討の結果 Dmrt5 は軟骨組

織および精巣に強く発現していた。Dmrt5 は

Sox9 と物理的に結合し、細胞核内においてそ

の発現パターンが一致していた。さらに詳細

な検討の結果、Dmrt5 はⅡ型コラーゲンプロ

モーター上に存在する DM ドメイン結合領域

に結合することが明らかとなった。また様々

な Dmrt5 変異体を作製し Sox9 への効果を検

討したところ DM ドメインを欠損させた変異

体は軟骨組織ならびに精巣における Sox9 標

的遺伝子のプロモーター活性を顕著に抑制

した。 

 以上の結果より、Dmrt5 は Sox9 の転写コ

ファクターとして軟骨細胞分化ならびに性

分化を制御している可能性が示唆された。 
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