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研究成果の概要（和文）：Runx2は、骨芽細胞分化と軟骨細胞の後期分化に必須な転写因子である。Runx2の転写制御機
構を解明するため、Runx2のゲノム領域を順次欠失させたGFPトランスジェニックマウスを作製し、343bpの骨芽細胞特
異的エンハンサーを特定した。この89bpに、Dlx5/Dlx6とMef2が直接DNA結合、さらに Tcf7, Ctnnb1, Sp7, Smad1, Sox
5/Sox6が蛋白―蛋白相互作用により結合し、複合体を形成、エンハンサーを活性化していることを明らかにした。この
エンハンサーの活性化により、Runx2発現が誘導され、間葉系幹細胞から骨芽細胞へと分化すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Runx2 is an essential transcription factor for osteoblast differentiation at an ea
rly stage and chondrocyte differentiation at a late stage. To elucidate the mechanism of the transcription
al regulation of Runx2 gene, we generated GFP transgenic mice using the BAC clone of Runx2 gene locus. By 
deleting the BAC clone, we identified osteoblast-specific enhancer. The enhancer directed GFP expression s
pecifically to osteoblasts. Dlx5/Dlx6, Mef2, Tcf7, Ctnnb1, Sp7, Smad1, and Sox5/Sox6, which localized on t
he enhancer region, synergistically upregulated the enhancer activity. Dlx5 and Mef2 directly bound to the
 enhancer, while the other factors bound to the enhancer by protein-protein interaction. Thus, Dlx5/Dlx6 a
nd Mef2, which formed an enhanceosome with Tcf7, Ctnnb1, Sp7, Smad1, and Sox5/Sox6, play an essential role
 in the osteoblast-specific activation of the enhancer, leading to the differentiation of mesenchymal stem
 cells to osteoblasts. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)  我々は Runx2を中心とした骨と軟骨の
形成・維持の分子機構の全容解明を進めてい
る。これまでに、Runx2 が Cbfb とともに間葉
系幹細胞より骨芽細胞分化に必須であり、未
熟骨芽細胞を供給するが、骨芽細胞の成熟は
抑制すること（Cell 1997; J Cell Biol 2001; 
Nat Genet 2002; Dev Biol 2006; Dev Dyn 
2007）、Runx2 と Runx3 が、軟骨細胞の後期分
化に必須であるとともにIhhを誘導し軟骨細
胞の増殖を促進させること（Dev Dyn 1999; J 
Biol Chem 2000; J Cell Biol 2001; Genes Dev 
2004）、Runx2 は、関節軟骨等の永久軟骨の性
格を失わせ、永久軟骨細胞を成熟させる働き
があり、関節軟骨細胞の成熟とそれに伴う軟
骨破壊によって発症する変形性関節症の原
因分子の一つであること（J Cell Biol 2001; 
Arthritis Rheum 2006）を明らかにした。
Runx2 は、間葉系幹細胞より未熟骨芽細胞を
動員し、まず未熟骨が形成される。Runx2 の
発現が低下するとともに、未熟骨芽細胞は成
熟し、未熟骨は成熟骨へと置換されていく。
また軟骨では、Runx2 は軟骨細胞へ分化後に
発現上昇し、軟骨細胞を成熟させ、骨へ置換
させる（J Cell Biochem 2005; Front Biosci 
2008）。したがって、Runx2 遺伝子自身の、時
間的・空間的発現制御が、骨芽細胞・軟骨細
胞分化および骨格形成プログラムに必須で
ある。 
(2) Runx2 は、２つのプロモーター（遠位お
よび近位）によって転写調節されている。
我々は以前、近位プロモーター領域では 7 kb
までの各種 DNA 断片を、遠位プロモーター領
域では 20kb までの各種 DNA 断片を用い、大
腸菌bガラクトシダーゼ遺伝子をレポーター
としてトランスジェニックマウスを作製し
たが、骨格組織での組織特異的発現パターン
を得ることはできなかった。これは、Runx2
遺伝子の発現調節領域が、イントロンを含む
広い範囲に存在していることを示唆してい
る。そこで我々はバクテリア人工染色体 
(BAC:bacterial artificial chromosome) ク
ローンを用いて、エクソン１上流 130 kb、イ
ントロン１，エクソン２を含む約 200 kb の
ゲノムDNAの下流に高感度緑色蛍光タンパク
質  (EGFP:enhanced green fluorescent 
protein)をつないだコンストラクトを構築、
生理的な発現パターンを EGFP で再現できる
トランスジェニックマウスの作製に成功し
た。さらに、この 200 kb の領域を６つに分
け、それぞれを欠失する 6 種類の tg マウス
を作製し、骨芽細胞あるいは軟骨細胞にのみ
EGFP を発現するトランスジェニックマウス
を得た。 さらに、欠損させた領域から、1.3 
kb の骨芽細胞特異的エンハンサー領域を特
定した。この1.3 kb エンハンサーに Hsp68 最
小プロモーターを連結させた EGFP トランス
ジェニックマウスでは、骨芽細胞にのみ発現
が検出された。 
 

２．研究の目的 
本研究期間内に１）Runx2 遺伝子の骨芽細胞
特異的及び軟骨細胞特異的プロモーター・エ
ンハンサー領域をそれぞれ確定する。２）プ
ロモーター・エンハンサー領域における組織
特異的発現に必要な転写因子を特定する。
３）共役因子を特定し転写複合体を解明する。
４）骨芽細胞特異的エンハンサーおよび軟骨
細胞特異的エンハンサーを用いて Runx2 ト
ランスジェニックマウス、Runx2 コンディシ
ョナルノックアウトマウスを作製、骨格形成
機構の解明を進めるとともに、それぞれのエ
ンハンサーの特異性、有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨芽細胞特異的発現に必要なエンハン
サーの最小必要領域の特定 
① 骨芽細胞特異的エンハンサー1.3 kb の中
でエンハンサーとして特に重要な領域を特
定するために、異なる種（ヒト、マウス、ラ
ット、オポッサム、馬、犬、鶏、カエル）で
塩基配列が高度に保存された領域を検索し
た。また、1.3 kb を順次欠失させ、骨芽細胞
系細胞株SaOS2細胞を用いたレポーターアッ
セイで、エンハンサー活性のある領域を特定
した。 
② 種間で保存されかつレポーターアッセイ
でエンハンサー活性が認められた塩基配列
を Hsp68 最小プロモーターにつなぎ、EGFP
を挿入したトランスジェニックマウスを作
製した。胎生 16.5 日の F0 トランスジェニッ
クマウスを蛍光実体顕微鏡下で観察、EGFP を
発現するトランスジェニックマウスを選択
した。凍結切片を作製、EGFP 発現細胞を同定
した。これにより骨芽細胞特異的エンハンサ
ーの最小必要領域を特定した。 
 
(2) 骨芽細胞特異的エンハンサーの活性化
機序の解明 
① 骨芽細胞特異的エンハンサーの最小必要
領域を用いて、発現 cDNA ライブラリーのス
クリーニングを SaOS2 細胞で行い、エンハン
サーを活性化する分子群を同定するととも
に、それぞれの発現ベクターを発現 cDNA ラ
イブラリーより単離した。エンハンサーDNA
に結合配列を有する転写因子で、骨芽細胞発
現に関与しうる転写因子も、発現ベクターを
構築した。エンハンサーDNA が挿入されたレ
ポーターベクターとともに、発現ベクターを
個々で、あるいは様々なコンビネーションで
導入、ルシフェラーゼ活性を調べ、エンハン
サー活性を上昇させる分子群を同定すると
ともに、コンビネーションによる相乗効果を
調べた。 
② 上記で同定された分子群がエンハンサー
領域に結合しているか、それぞれの抗体を用
いた chromatin immunoprecipitation (ChIP)
を初期培養軟骨細胞で行った。特に転写因子
に関しては、elecrophoresis mobility shift 
assay (EMSA)でエンハンサーDNA に直接結合



するか調べた。EMSA で結合が認められず、
ChIP で結合が認められた分子は、GST 融合蛋
白質を発現するベクターおよび flag タグを
付けた発現ベクターを構築、GST-pulldown 実
験で、蛋白—蛋白結合を調べた。 
③ 最小必要 DNA の転写因子結合配列に対し
て、個々あるいはコンビネーションで変異を
導入、上記の発現ベクターを導入、変異によ
りレポーター活性が低下するか調べた。著明
な発現低下が見られた変異 DNA を挿入した
Hsp68 最小プロモーターEGFP トランスジェ
ニックマウスを作製、発現パターンを凍結切
片で調べた。 
④ エンハンサー領域でのヒストンのメチル
化、アセチル化を ChIP 法で調べた。 
⑤ これらの結果を総合し、どの様な転写複
合体がエンハンサーに形成されているか検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) 骨芽細胞特異的発現に必要なエンハン
サーの最小必要領域の特定 
骨芽細胞特異的エンハンサー領域1.3kbを順
次欠失させ、レポーターアッセイを行った。
その結果 343bp で活性が維持された。この
343bp は、種間で高度に保存されていた。
343bp を Hsp68 最小プロモーターにつないだ 
EGFP トランスジェニックマウスでは、骨芽細 
胞に特異的に発現を認めた。軟骨細胞や他の 
組織には発現を認めなかった。さらにこの
343bp を順次欠失させ、89bp でもレポーター
活性が維持されることが明らかとなった（図
１）。この 89bp は種間で特に高度に保存され
ていた。89bp を用いて EGFP トランスジェニ
ックマウスを作製した。骨芽細胞での発現は
維持されたが、その発現強度は低下した（図
２）。 

 

図１ 343bp およびその欠失 DNA を用いたレ
ポーターアッセイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 1.3kbエンハンサーEGFPトランスジェ 
ニックマウス(左)と 89bp エンハンサーEGFP
トランスジェニックマウス（右） 
 
(2) 骨芽細胞特異的エンハンサーの活性化
機序 
骨芽細胞特異的エンハンサー343bp を４つタ
ンデムに結合させたルシフェラーゼレポー 
ターベクターを用いて、発現 cDNA ライブラ
リーのスクリーニングを行い、Sp7, Ctnnb1, 
Smad1, Sox5, Sox6 が活性促進分子として同
定された。Ctnnb1 が同定されたため、Tcf/Lef
ファミリーの遺伝子を検討した結果、Tcf7 が
最も活性を強く誘導した。骨芽細胞での発現
を誘導できた 89bp にはホメオボックスモチ
ーフと Mef2 結合配列が存在した。ホメオボ
ックス遺伝子では、Dlx5 と Msx2 が骨芽細胞
分化に重要な役割を果たす。Dlx5 は、343bp
のエンハンサー活性を促進、Msx2 は抑制した。
また、Mef2 ファミリーの中では、Mef2c が最
も強くエンハンサーを活性化した。Dlx5, 
Mef2c, Tcf7, Ctnnb1, Sp7, Smad1, Sox6 の
７分子はエンハンサーの活性化に相乗効果
を示した（図３）。また、Dlx5、Mef2 結合配
列の変異は、エンハンサーによる骨芽細胞へ
の発現を消失させた。 
 

図３ ７因子による相乗的エンハンサーの
活性化（m:mock） 
 
 EMSA では、Dlx5 と Mef2c が直接 DNA に結
合したが、その他の５分子は結合しなかった。 



プルダウンアッセイによって、Tcf7, Ctnnb1, 
Sp7, Smad1, Sox6 は蛋白—蛋白相互作用によ
って、エンハンサーに結合することが明らか
になった。また、ChIP アッセイによって、こ
れら７分子が、染色体上でエンハンサーに結
合していることが確認された。これらの因子
は Runx2 mRNA も誘導した。Msx2 も直接 DNA
結合していたが、Msx2 は多能性間葉系細胞で、
Dlx5 は骨芽細胞で結合が認められた。したが
って、Msx2 はエンハンサーを抑制していると
考えられた。初期培養骨芽細胞では、このエ
ンハンサー領域にヒストンバリアント H2A.Z
が存在、ヒストン H3 の 4 番目のリジンがモ
ノ、ジメチル化され、トリメチル化されてい
なかった。また、18 番目と 27 番目のリジン
はアセチル化されていた。これらは、エンハ
ンサーに特徴的なクロマチン修飾である。ま
た、18 番目と 27 番目のリジンのアセチル化
は、上記７分子によって増強された。これら
の結果より、89bp に、Dlx5/Dlx6 と Mef2c が
直接 DNA 結合、さらに Tcf7, Ctnnb1, Sp7, 
Smad1, Sox5/Sox6 が蛋白—蛋白相互作用によ
り結合し、複合体を形成、エンハンサーを活
性化していることが明らかとなった（図４）。 

 

 

 

 

 

図４ 骨芽細胞特異的エンハンサーにおけ
る転写複合体 
 
 したがって、343bp は Runx2 を骨芽細胞特
異的に発現させるエンハンサーであり、
Dlx5/Dlx6、Mef2、Tcf7, Ctnnb1, Sp7, Smad1, 
Sox5/Sox6 により活性化、Runx2 発現が誘導
され、間葉系幹細胞は骨芽細胞へと分化する
と考えられる。 
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