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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞(MSC)の軟骨分化における Dec2 の役割について解析した。

軟骨分化誘導した MSC 細胞では、Dec2 の過剰発現によりプロテオグリカンや軟骨分化マーカー

遺伝子の発現が低下したことから、Dec2 は軟骨細胞分化に対し抑制的に働いていると考えられ

た。また、Dec2 は高密度のペッレト培養系において軟骨細胞の増殖を抑制した。Dec2 は細胞周

期関連遺伝子であるサイクリン D、p21、p16 の発現を介して細胞増殖を制御していることが示

唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：I studied about the role of Dec2 in regulating chondrogenic 
differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs). Overexpression of Dec2 decreased the 
expressions of proteoglycan and chondrocyte-related maker genes in chondrogenic-induced 
MSCs, suggesting that Dec2 negatively regulates chondrogenic differentiation. Dec2 also 
suppressed proliferation of MSCs in high-density pellet culture by regulating the 
expression of cell cycle-related genes such as cyclin D, p21 and p16. 
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の骨格形成は、未分化間葉系細胞の

凝集に始まり、軟骨細 胞への分化、増殖、

肥大化を経て骨組織へと置換される（内軟骨

性骨化）。内軟骨性骨化のそれぞれの分化過

程は、様々な転写因子のネットワークによっ

て厳密に制御されている。 

 特に、Sox9 は未分化間葉系細胞の凝集お

よびその後の軟骨細胞の分化過程に必須の

因子であることが知られている。Sox9 遺伝

子を欠失したマウスでは内軟骨性骨化が阻

害され、軟骨が形成されない。また、

Sox5,Sox6 は Sox9 により誘導され、これら

３つの Sox 蛋白は軟骨特異的遺伝子である

II 型コラーゲンの転写を誘導し、軟骨分化

を促進させるが、肥大軟骨細胞への分化過程
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ではむしろ抑制的に作用する。Sox ファミリ

ーメンバーは共通構造であるHMG boxを介し

て特定の DNA 配列に結合し、転写を調節して

いる。 

 一方、申請者は軟骨分化に関わる新たな候

補因子としてbHLH型転写因子Dec2をクロー

ニングした。Dec2 は多くの組織分化の制御

に関わっており、例えば、他の転写因子との

相互作用を介して、筋肉分化や脂肪細胞分化

を負に制御する。また、Dec2 の近縁タンパ

クである Dec1 は軟骨分化の促進因子である

ことが知られている。しかし、Dec2 の軟骨

分化における役割は不明である。 

 
２．研究の目的 
軟骨組織は、組織修復能力に乏しく、一旦損

傷を受けると自然再生は困難である。そこで、

幹細胞を用いた再生医療による新しい治療

法が注目されている。幹細胞を効率的に軟骨

細胞に分化させ、移植可能な状態に誘導する

ためには、未分化状態の維持・増殖および細

胞の分化方向を制御する分子機構の解明が

重要な課題となる。 

細胞分化・発生の過程は転写因子をはじめ多

くの因子により調節されていることから、

Sox 蛋白を中心とした分子ネットワークの全

貌を明らかにすることが、軟骨分化の制御機

構を解明する上で重要であると考えられる。

本研究により Sox と Dec の関係が解明される

ことで、Sox 蛋白を介する新しい転写調節の

ネットワークの存在が示され、また、Dec2 の

軟骨分化における役割が明らかになると期

待される。 

 
３．研究の方法 
(1) 軟骨分化過程における Dec2 発現パター

ンの解析 

軟骨誘導培地を用いたペレット培養により

骨髄由来間葉系幹細胞を軟骨細胞に分化誘

導し、各分化段階の細胞から mRNA を回収し

た。Dec2 および軟骨分化マーカーの mRNA 量

をリアルタイム RT-PCR により定量した。 

 

(2) 軟骨細胞分化に対する Dec2 過剰発現の

影響 

Dec2 アデノウイルスベクターを用いて間葉

系幹細胞に Dec2 を過剰発現させた後、軟骨

細胞に分化誘導した。対照として、LacZ アデ

ノウイルス感染細胞と無感染処置(Mock)細

胞を使用した。これら 3群において、プロテ

オグリカン、DNA、軟骨マーカー遺伝子、細

胞周期関連遺伝子の発現レベルを比較した。 

 

 (3) ルシフェラーゼアッセイ 

Sox9 および II 型コラーゲン遺伝子のプロモ

ーター活性測定系を構築した。両遺伝子上流

領域をそれぞれルシフェラーゼ遺伝子の 5’

上流に挿入したレポータープラスミドを作

製し、軟骨細胞株 ATDC5 細胞に導入した。同

時に Dec1,Dec2,Sox6 および Sox9 を強制発現

させ、レポーター活性に対する影響を調べた。 

 
４．研究成果 

(1)軟骨分化過程における DEC2の発現パター

ンを解析した。DEC2 mRNA は誘導 7 日目から

14 日まで増加し、その後、減少した。一方、

軟骨分化マーカーであるアグリカンは 7日目

から、Type II コラーゲンとアルカリンホス

ファターゼは 14 日目から、Type X コラーゲ

ンは 21日目に mRNA の発現の上昇が確認され

た。 

 

(2)組換えアデノウイルスによる Dec2強制発

現系を用いて、軟骨分化に対する Dec2 過剰

発現の影響について解析した。 

軟骨分化誘導14日、21日、28日目の軟骨細胞

凝集塊を比較したところ、Mock群、コントロ

ールのアデノ-LacZ感染群と比べ、アデノ

-Dec2感染群では細胞凝集塊の大きさが小さ

くなっていた。次に、軟骨分化誘導21日目の

グリコサミノグリカン（GAG）量を測定した

結果、1細胞凝集塊当たりのGAG量はアデノ

-Dec2感染群でMockおよびAd-LacZ感染群と

比較して有意に減少しており、DNA量当たり

のGAG量（GAG/DNA比）についても、アデノ

-Dec2 感染群では他の2群と比較して、有意

に低下していた。 

トルイジンブルーによる組織染色を行った。

Mock、アデノ-Dec2、アデノ-LacZ感染群のい

ずれにおいても分化誘導14日目から28日目

までに、プロテオグリカンの染色レベルが経

日的に増加した。しかしアデノ-Dec2 感染群

では、分化誘導開始21日目、28日目において

、他群に比べて染色された領域が減少した。

一方、細胞密度は分化誘導14日目までは3群

間に大きな差は認められなかったが、分化誘

導21日目、28日目には細胞外基質の蓄積のた

めMockおよびアデノ-LacZ感染群で減少し、

成熟軟骨細胞の特徴である細胞周囲の

lacuna（陰窩）も観察された。しかし、アデ

ノ-Dec2感染群では分化誘導21日目、28日目

でも細胞密度が高く、lacunaを有する細胞数

も他の2群と比較して減少していた。 

さらに、軟骨分化誘導 28 日目の軟骨細胞凝

集塊における mRNA の発現レベルを解析した

ところ、軟骨分化マーカーであるアグリカン



と Type X コラーゲンの mRNA の発現がアデノ

-Dec2 感染群で有意に低下していた。また、

軟骨分化の初期には、アデノ-Dec2 感染群に

おいて FGF18 の発現が著しく低下していた。 
 

(3) 次に、ルシフェラーゼアッセイを行い、

II型コラーゲンおよびSox9遺伝子プロモー

ター活性に対するDec1,Dec2,Sox6,Sox9の影

響について解析した。その結果、Sox9はII型

コラーゲン遺伝子のプロモーター活性を促

進したが、Sox6,Dec1,Dec2はII型コラーゲン

遺伝子のプロモーター活性に影響しなかっ

た。また、Sox9,Dec2はSox9遺伝子プロモー

ター活性を抑制したが、Dec1は影響しなかっ

た。さらに、Sox9遺伝子の上流領域を解析し

たところ、多数のSox応答配列が見つかった

。これらの実験結果から、Dec2はSox9の発現

を抑制することで軟骨分化に対して抑制的

に働いていると考えられる。 

 

(4) 軟骨分化過程での細胞増殖に対する

Dec2 の影響について解析した。アデノ-Dec2

感染群では軟骨細胞凝集塊あたりの DNA量が

減少した。また、Dec2 過剰発現により、細胞

周期関連遺伝子であるサイクリン D1 が減少

し、一方、p21 と p16 の発現が増加したこと

から、Dec2 はこれらの遺伝子発現を変化させ

ることで、軟骨細胞凝集塊の細胞増殖を抑制

していると考えられる。 
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