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研究成果の概要（和文）：ヒトを始め脊椎動物の骨格は、膜性骨形成と内軟骨性骨形成の異なる２つの様式から
形成され、骨格形成に必要な遺伝子発現をダイナミックに変動させ、未分化間葉系幹細胞の骨芽細胞あるいは軟
骨細胞への分化、成熟を促す。本研究により転写因子Zfhxファミリーによる脊椎動物における骨格形成の新たな
制御機構の一端が明らかになった。Zfhxファミリーが、骨形成および軟骨形成に必須な転写因子Runx2および
Osterixと連動して、これら転写因子のプラットフォームとして機能していることが明らかとなった。またZfhx3
およびZfhx4は、代償的に骨形成および軟骨形成を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The human and other vertebrate skeletons are formed from two distinct modes 
of osteogenesis, membranous and endochondral osteogenesis, which dynamically fluctuate gene 
expression required for skeletal development and the differentiation and maturation of 
undifferentiated mesenchymal stem cells into osteoblasts or chondrocytes. This study reveals a novel
 regulatory mechanism of vertebrate skeletogenesis by the Zfhx family of transcription factors, 
which, in conjunction with the transcription factors Runx2 and Osterix, which are essential for 
osteogenesis and cartilage formation, function as a platform for these transcription factors. The 
Zfhx family functions as a platform for these transcription factors in conjunction with Runx2 and 
Osterix, which are essential for bone and cartilage formation. Zfhx3 and Zfhx4 were also suggested 
to regulate osteogenesis and cartilage formation in a compensatory manner.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 骨格形成　軟骨代謝　骨代謝　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜性骨形成および内軟骨性骨形成過程がどのようなメカニズムで細胞あるいは遺伝子レベルで連続的かつダイナ
ミックに制御されているかは不明であったが、本研究成果により、転写因子ZfhxファミリーがRunx2やOsterixと
協調し、これら転写因子のプラットフォームとして機能することが示され、骨格制御過程における新規概念の創
出に貢献した。この新規概念は、他の組織の臓器の発生あるいは再生過程の理解にも貢献できると期待される。
また本研究成果は、ヒト骨格形成異常疾患の病因解明とその病態の理解にも寄与し、社会的意義にも寄与すると
思われる。

※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 
ヒトを始め脊椎動物の骨格は、膜性骨形成と内軟骨性骨形成の異なる２つの様式から形成さ

れる。膜性骨形成では、未分化間葉系幹細胞が、骨芽細胞に分化、成熟し、骨基質を産生し、骨
形成に必要な遺伝子発現をダイナミックに変動させながら、最終的には形態学的にも機能的に
も特徴的な骨細胞に変貌し、分化を終結する。一方、内軟骨性骨形成は、未分化間葉系幹細胞の
凝集と軟骨細胞への分化、軟骨細胞の増殖・成熟、軟骨組織の石灰化・分解、血管侵入ならびに
骨組織への置換と、多くの複雑なステップから構成されており、この間、軟骨形成に必要な遺伝
子の発現も大きく変動する。このように時空間的に大きな変革を呈する骨格形成は、非常にユニ
ークで興味深い生命現象であり、その分子メカニズムの解明は、学術的にも臨床的にも重要な課
題である。 
骨形成および内軟骨性骨形成過程においては、組織特異的な転写因子が中心的役割を果たし

ている。内軟骨性骨形成過程においては転写因子 Sox9、Runx2 ならびに Osterix が、膜性骨形
成過程においては Runx2 および Osterix が必須的役割を担っている（Nishimura et al. J Oral 
Bioscience 2015; Nishimura et al. Int J Mol Sci 2020）。骨あるいは軟骨の形成が円滑に誘導され
るためには、これら転写因子が、ヒストン修飾因子、クロマチン制御因子およびスプライシング
因子などの転写制御因子と密接に連携することが不可欠である。 
研究代表者らは、Sox9、Runx2 および Osterix と結合する数々の転写制御因子群を同定し、そ

の機能解析に成功し、骨格形成過程における転写複合体として、転写ファクトリーの概念の創出
に貢献してきた。しかし、これまでの転写ファクトリーに関する研究は、特定時期の限定された
標的遺伝子の発現制御機構の解析であり、膜性骨形成および内軟骨性骨形成過程の全般にわた
る遺伝子発現調節機構のダイナミズムとそれに伴う骨格形成の時空間的な連続性を理解するに
は不十分である。特に、Sox9、Ruxn2 ならびに Osterix を連動させるメカニズムも不明確であ
る。 

 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、軟骨細胞を RNA-Seq 法にて解析し、マウス肢芽組織およびマウス軟骨細胞
に高発現する転写因子として、22 個の Zinc Finger ドメインと 4 個の Homeobox ドメインを
有する分子量約 400kd の巨大な転写因子 Zfhx4 の同定に成功した。Zfhx4 の遺伝子ノックアウ
ト（KO）マウスを作製し、その表現型を解析すると、内軟骨性骨形成の後期過程の障害を呈す
ることを見出していた。 

Zinc Finger ドメインや Homeobox ドメインは様々な転写制御因子や標的遺伝子 DNA に結合
することから、これらの機能ドメインを多数有する Zfhx4 が、転写ファクトリーの“ハブ”とし
て機能する可能性が示唆された。また研究代表者らは、Zfhx4 が骨組織および軟骨組織に広範に
強い発現を示すことを見出している。したがって Zfhx4 は、骨および軟骨形成の初期から後期の
全般渡って機能している可能性が推察される。しかし前述したように Zfhx4 KO マウスは、軟骨
形成の前期過程および骨組織で明確な表現型を示さない。その理由として、骨・軟骨で、Zfhx4
の機能を代償する分子が存在すると推測される。その候補として、Zfhx ファミリーの中でも
Zfhx4 と最も高い相同性を示し、23 個の Zinc Finger ドメインと 4 個の Homeobox を有する
Zfhx3 が、骨格形成過程において代償的に機能している可能性が示唆された。 
そこで本研究計画では、１）骨格制御機構における Zfhx3 および Zfhx4 の機能的役割の解明、

２）骨格形成過程における Zfhx ファミリーの分子作用メカニズムを明らかにして、“転写プラッ
トフォーム因子”としての Zfhx3 および Zfhx4 の作用メカニズムを解明し、骨格形成に必要な遺
伝子群の時空間的発現制御ネットワークシステムの理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）Zfhx4 KO マウスの骨格形成過程における表現型を病理組織学的および in situ hubridization
法によって解析した。 
（２）Zfhx4 と Runx2 および Osterix の相互関係を in vivo およ
び in vitro で解析を行った。 
（３）Zfhx3 KO マウスを作製して、その骨格形成過程における
表現型を解析した。 
（４）Zfhx4 が、様々な転写制御因子と結合し、巨大な複合体を
形成している可能性を検証する実験モデルとして、Flag タグお
よび発光タグ HiBiT タグを翻訳開始直下に導入した、Flag-HiBiT-
KI マウスを CRISPR/Cas9 ゲノム編集法にて作製した（図１）。 
 
４．研究成果 
（１）Zfhx4 KO マウスで観察された内軟骨性骨形成の遅延が、Osterix KO マウスの表現型の非
常に近似していたことから、Zfhx4 KO マウスのさらに詳細な解析を行った。その結果、Zfhx4 

図 1 Flag-HiBiT Zfhx4 KIマウス
のデザイン 



KO マウスは、内軟骨性骨形成過程の石灰化、MMP13
の発現、軟骨基質の分解に障害を有していることが詳
細に確認された。また分子生物学的手法により、Zfhx4
が Osterix および Runx2 と転写複合体を形成してい
ることが示された。Zfhx4 と Osterix の相互関係は、
in vivo でも明らかとなった。また Zfhx3 も Osterix と
結合ならびに核内で共局在することが確認された。以
上の実験結果から、Zfhx4 は、Runx2 および Osteix と
連動して、内軟骨性骨形成を制御する転写プラットフ
ォームとして機能していると示唆された（図 2）。また
Zfhx3 も同様な分子機構を有していると示唆された。 
（２）Zfhx3 KO マウスを作製するために、まず翻訳開始の開始コドンを含むエキソン部分を欠
損する遺伝子変異マウスを CRISPR/Cas9 法で作製した。この Zfhx3 遺伝子ヘテロ欠損マウスは
交配可能であり、Zfhx3 ホモ欠損マウスを得た。しかしながら、この Zfhx4 KO マウスは、マク
ロ的に正常であり、顕著な表現型を示さなかった。この表現型は、既報の Zfhx3 遺伝子ヘテロ
欠損マウスの表現型からも想定外であった。したがって、Zfhx3 は複数のアイソフォームを有し
ており、開始コドンの欠失では、Zfhx3 KO マウスの作製に適していないと考えられた。そこで、
Zfhx3 の多くの機能ドメインを欠失する遺伝子欠損マウスのデザインを再設計して、
CRISPR/Cas9 法で、新たな Zfhx3 KO マウスを作製した。その結果、この Zfhx3 遺伝子ヘテロ
欠損マウスの多くは、胎生期あるいは生後間もなく致死に至ることが多く、成体の Zfhx3 KO マ
ウスを作製することが困難であった。この点を解決するために、Zfhx3 ヘテロ遺伝子欠損マウス
同士を交配し、胎生 15.5 日齢で PCR 法による genotyping を確認後、Zfhx3 KO マウスの骨格標
本を作製して解析した。Zfhx3 KO マウスは同腹野生型マウスに比較して、dwarf 様表現型を示
し、骨格形成が遅延している傾向を示した。したがって、Zfhx3 も骨形成あるいは軟骨形成に重
要な転写因子として機能している可能性が示唆された。 
 Zfhx3 および Zfhx4 のダブル KO マウスを作出するために、Zfhx3 ヘテロマウスと Zfhx4 ヘテ
ロマウスを交配し、Zfhx3;Zfhx4 ダブルヘテロマウスを作製した。しかしながら、Zfhx3;Zfhx4 ダ
ブルヘテロマウスは、得られなかった。Zfhx3 ヘテロマウスと Zfhx4 ヘテロマウスを交配したマ
ウスを胎生 15.5 日齢で解析した結果、Zfhx3;Zfhx4 ダブルヘテロマウスが存在していた。したが
って、この実験結果からも Zfhx3 と Zfhx4 が代償的に機能していることが推察された。 
（３）上記の結果より、骨格形成過程における Zfhx3 および Zfhx4 の双方の機能を解析するため
に、Zfhx3 および Zfhx4 の flox マウスの作出が必要であると考えられ
る。すでに、Zfhx4 flox マウスは、conventinoal な相同組換えを用い
て作製しているので、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法にて Zfhx3 flox マ
ウスの作製を行った。まず、Zfhx3 の多くの機能ドメインを欠失する
ように、1 つ目の loxP 配列の挿入を行った。PCR 法および DNA シ
ークエンス解析により、その挿入を確認後、第一 step のマウス同士
を交配し、第一 step の遺伝子改変マウスのホモマウスを作出し、そ
のマウスの受精卵を用いて、第二 step の loxP 配列の挿入を
CRISPR/Cas9 ゲノム編集法にて行った（図 3）。作製した Zfhx3 flox
マウスは、骨および軟骨組織に加えて、他の組織や臓器におけるZfhx3
の機能解析を行う優れたマウスモデルであると考えられる。 
（４）CRISPR/Cas9 ゲノム編集法で作製した、Flag-HiBiT Zfhx4 KI
マウスの導入を確認するために、PCR 法および PCR 産物を用いた
DNA シークエンスにて、genotyping を行った。その結果、DNA レベルでは、目的どおりに Flag
タグおよび HiBiT タグが導入されていることを確認できた。次に、Flag-HiBiT Zfhx4 タンパク質
が発現しているかを確認するために、Flag-HiBiT Zfhx4 KI マウスから組織を採取し、そのタンパ
ク質を可溶化させ、HiBiT 活性を測定した。Flag-HiBiT Zfhx4 KI マウスから採取した組織では、
極めて高い HiBiT 活性を確認できた。したがって、このようにタグを挿入し、その確認を行うた
めに HiBiT タグを付与しておくことは、非常に有効であることが示された。特に、大量のサンプ
ルからタグ導入を確認する場合には、非常に有力な手法であると考えられる。次に、Flag-HiBiT 
Zfhx4が予想される正しい分子量のタンパク質のサイズを発現するか否かをHiBiTを用いたウエ
スタンブロッティング発光法にて検索した。その結果、Flag-HiBiT Zfhx4 は、予測されるほぼ同
サイズに検出できた。そこで、Zfhx4 が構成する転写複合体あるいは DNA 複合体を解析するこ
とが可能か否かを検証するために、抗 Flag 抗体あるいは抗 HiBiT 抗体にて免疫免疫沈降法とウ
エスタンブロッティング法にて解析した。しかしながら、これら抗体による免疫沈降サンプル中
に、Flag-HiBiT Zfhx4 を確認することはできなかった。この理由の一つとして、Flag-HiBiT Zfhx4 
KI マウスは、Flag-HiBiT Zfhx4 タンパク質を発現しているものの、native なタンパク質では、N
末端部分が立体構造的に埋もれてしまうために。Flag-HiBiT Zfhx4 タンパク質の抗原部位に、抗
体がアクセスできない可能性が想定された。タンパク質立体構造予測 AI 解析にて、Zfhx4 の立
体構造を解析したが、明確な立体構造を得ることはできなかった。これらの課題を解決するため
には、上記の抗体での免疫沈降後、免疫沈降サンプルを質量分析する必要が考えられた。また、
新たに Zfhx4 の C 末端に Flag-HiBiT 配列を挿入した、Zfhx4-Flag-HiBiT マウスの作製も有効で

図 3 Zfhx3 floxマウスの
作製 

図 2 Zfhx4が構成する転写複合体 



あると考えられた。 
（５）Zfhx4 KO マウスでは、口蓋裂が 100％の浸透度で観察された。この現象は、Palatal shelf
の挙上不全によるものであり、Palatal shelf を構成する細胞の増殖やアポトーシスに起因するこ
のではないことが、組織学的解析によって確認できた。一方、Zfhx3 KO マウスでは口蓋裂は観
察されていない。したがって、Palatal shelf における Zfhx3 および Zfhx4 の機能は、代償的でな
く、この現象は組織に依存すると考えられた。 
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