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研究成果の概要（和文）：我々は独自に開発した Runx1組織特異的欠損マウスを用いて、間葉
系幹細胞から軟骨細胞へと分化する過程において、Runx1が Runx2と協調的に Sox5や Sox6
の発現を誘導し、軟骨分化を促進することを世界で初めて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We uncovered that, by means of Runx1 conditional mutant mice, 
Runx1 and Runx2 cooperatively regulates early chondrocyte differentiation thorough the 
induction of Sonx5 and Sox6. 
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１．研究開始当初の背景 
 日本は世界一の長寿国家となり、高齢者人
口は急速に増加している。高齢者の生活の質
を考える際、変形性関節症、骨粗鬆症に代表
される骨関節疾患のマネージメントはきわ
めて重要である。日本の受療率統計によれば
変形性関節症の受療者数は 50 歳から増加し
て 70 歳で最大に達し，総患者数は 1,000 万
人にも達するものと推定される． 
骨は骨芽細胞、破骨細胞および軟骨細胞の協
調的作用によりその代謝が維持されている。
近年、Runx2、OSXや NFAT、NFκB等の
転写因子の同定をはじめとし、骨芽細胞およ
び破骨細胞の分化や増殖についての分子レ
ベルでの理解が飛躍的に進んだ。臨床的にも、
骨粗鬆症治療におけるビスホスホネート製

剤や副甲状腺ホルモン製剤など、破骨細胞、
骨芽細胞を標的とした治療法が格段の進歩
を遂げている。一方で、軟骨、特に関節軟膏
の分化や増殖の調節機構はいまだ不明な点
が多い。加えて、変形性関節症をはじめとす
る軟骨変性疾患に対する病態に基づいた治
療法の確立も望まれている。さらに、医療経
済的にも骨関連疾患は最も伸び率の高い領
域の一つであるため、その病態解明と効果的
な治療法の創出は急務である。変形性関節症
の根本的な治療は変性した軟骨を新たな軟
骨組織で置換することと考えられるが、軟骨
細胞を非侵襲的に大量に得ることは臨床的
に困難である。そのため、間葉系細胞から軟
骨細胞への分化調節機構を解明し、軟骨に分
化しうる能力を有した細胞から効率よく軟
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骨細胞を取得する手法の確立は、生物学にお
いて重要であるのみならず、臨床的意義もき
わめて大きい。 
近年、軟骨の初期分化、すなわち間葉系幹細
胞から軟骨細胞への運命付け（commitment）
の分子機構の一部が明らかにされてきた
(Wagner and Karsenty Dev Cell 2003)。
Sox9 は間葉系幹細胞から軟骨細胞への初期
分化に必須であり、また同じ Soxファミリー
転写因子の Sox5 および Sox6 を誘導する
(Akiyama et. al. Genes & Dev 2002)。さら
に、Sox5及び Sox6は協調的に軟骨の初期分
化を調節する。しかしながら、Sox以外の軟
骨調節機構には不明な点が多い。 
 Runxファミリーは runtドメインを有する
転写因子であり、Runx2は骨芽細胞分化のマ
スター遺伝子である(Komoriら Cell 1997)。
また、Runx2と Runx3は軟骨細胞の肥大化
に協調的に作用すること（Yoshidaら Genes
＆Dev 2004）が知られている。一方、Runx1
欠損マウスは胎生初期に致死となるため、現
在に至るまで Runx1 の骨、軟骨分化におけ
る作用については不明である。 
２．研究の目的 
 そこで、我々は軟骨の初期分化における
Runx1 の作用を明らかにすべく（Runx1 欠
損マウスは胎生致死であるため）Cre-LoxP
システムを用いた組織特異的ノックアウト
マウスの樹立、解析を試みた。また、さらに、
Runx を標的として間葉系細胞から効率よく
軟骨細胞を取得する方法を検討した。これら
の検討により、Runx による初期軟骨分化の
分子機構を解明し、さらに Runx1 を標的と
した間葉系細胞からの軟骨細胞誘導による
新たな軟骨再生療法の確立を目指した。 
３．研究の方法 
我々は、独自に Runx1-floxed マウスを作
成し、軟骨特異的 Creマウス（Columbia大
学 Karsenty 教授より供与）、間葉系細胞特
異的 Cre マウス（Texas A&M 大学 Martin
教授より供与）と交配させることでそれぞれ
軟骨特異的、間葉細胞特異的 Runx1 欠損マ
ウスを得た。さらにそれぞれのマウスを
Runx2 欠損マウスと交配させることで二重
欠損マウスを得た。 
 さらに、Runx 単独欠損マウス、二重欠損マ
ウスを組織学的に解析し、さらに軟骨基質遺
伝子や軟骨分化に重要と考えられている転
写因子の発現を in situ hybridization(ISH)
法を用いて解析した。また、Runx 二重欠損マ
ウス、対照マウスの軟骨原基からマイクロダ
イセクション法にて組織を採取、RNA を抽出
し、軟骨原基における遺伝子発現をマイクロ
アレイを用いて網羅的に解析することを試
みた。さらに、得られた Runx の標的遺伝子
を過剰発現あるいはノックダウンするウィ
ルスを軟骨初期分化培養系に導入し、標的遺

伝子の生理的意義を解明しようと試みた。 
さらに、間葉系幹細胞から効率よく軟骨細胞
を取得する方法を検討するため、マウス骨髄
から得た間葉系幹細胞に Runx 遺伝子発現ウ
ィルスを導入し、その軟骨分化能、増殖能を
in vitro 培養系及び in vivo 軟骨欠損モデル
にて検討を試みた。 
４．研究成果 
 軟骨特異的 Runx1 欠損マウスでは異常が
認められなかったが、間葉細胞特異的 Runx1
欠損マウスでは軟骨の初期発生の遅延を認
めた。さらに、Runx1、Runx2二重欠損マウ
スを交配により得たところ、Runx1、Runx2
二重欠損マウスは胸骨由来の軟骨を欠損す
ることを見出した。胸骨ではアルシアンブル
ーでの染色性が著しく低下しており軟骨の
分化の障害が示唆された。ISH法による解析
では II型コラーゲン、X型コラーゲンのいず
れの発現も著しく低下しており、組織学的な
所見が裏付けられた。更なる検討で、Sox9
の発現は対照群と変化が認められなかった
が、Sox5、Sox6 の発現はほとんど消失して
おり、軟骨分化障害の原因は Sox5、Sox6の
発現の異常であると考えられた。さらに、In 
vitroの検討で、Runx1と Runx2が協調的に
Sox5 の転写を調節することを見出した。こ
うして、Runx が間葉系幹細胞から軟骨細胞
へと分化するのに必須の因子であることを
世界で初めて明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、間葉系細胞分化における Runx の
標的遺伝子の同定：Runx 二重欠損マウス、対
照マウスの軟骨原基からマイクロダイセク
ション法にて組織を採取し、RNA を得ること
を確立した。今後、Sox5,6 以外の軟骨分化に
重要な因子の同定も期待される。 
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