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研究成果の概要（和文）：転写因子RUNX1による軟骨細胞の発生・分化の制御機構の解明のため、転写因子 Runt-relat
ed transcription factor 1 (RUNX1)による軟骨分化の初期から肥大化までの全段階の制御機構をin vitro, in vivo両
面で詳細に解析した。RUNX1は２型コラーゲンのプロモーター上で直接結合し、２型コラーゲンの発現を上昇させ、RUN
X1を過剰発現させた軟骨細胞は軟骨の肥大化が抑制されることから、RUNX1は軟骨の初期分化を促進し、肥大分化を抑
制することが示唆された。また、関節軟骨の表層で発現し、関節軟骨の保護作用があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of transcriptional factor Runx1 in chondrogenic differenti
ation, we analyzed the function of Runx1 from early differentiation to hypetrophy in chondrocytes in vitro
 and in vivo. Runx1 directly binds to COL2A1 promoter and enhances Col2a1 expression but inhibits Col10a1 
expression. Runx1 is an inducer of chondrogenic differentiation and a suppressor of the subsequent hypertr
ophy. Runx1 is expressed in articular cartilage surface of normal tissues, but not in degradated cartilage
. 
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１．研究開始当初の背景 
口腔顎顔面領域において、顔面先天異常や外
傷および腫瘍切除後に生じるおける骨・軟骨
欠損が生じ、その治療として自家骨・軟骨移
植が行われている。自家骨移植は採取部位の
選択が幅広いのに対し、自家軟骨移植では、
軟骨採取部位が限定され、増殖能力が低く、
継代を重ねると分化能が低下し、脱分化する
という問題点が存在する。これらの問題を解
決するために永久軟骨の性質を維持させ効
率的な軟骨再生医療が望まれ、そのためには
軟骨基質合成を増強し、かつ肥大化しない軟
骨を再生させる遺伝子またはシグナル群の
同定が必要である。本研究に先立ち、研究代
表者は軟骨細胞の発生分化を制御するシグ
ナル群をさらに解明すべく、様々なスクリー
ニングを繰り返してきた。その一環として行
った2型コラーゲンプロモーターを用いたス
ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 Runt-related 
transcription factor (RUNX) ファミリーの
うち、RUNX1 のみが 2 型コラーゲンを強く誘
導することを突き止めた。研究代表者は世界
に先立って2007年から国際学会などでRUNX1
の報告を続けているが、RUNX2 だけでなく
RUNX1 あるいは RUNX3 も骨軟骨研究分野にお
いて注目されることが予想された。事実、他
国の研究室からも RUNX ファミリーの軟骨に
おける報告が散見されるようになってきて
おり、この研究分野が今後の軟骨代謝研究の
最前線になる可能性は高いと予想された。 
 
２．研究の目的 
転写因子 RUNX1 による軟骨細胞の発生・分化
の 制 御機構 の 解明の 研 究は転 写 因 子 
Runt-related transcription factor 1 
(RUNX1)による軟骨分化の初期から肥大化ま
での全段階の制御機構を in vitro, in vivo
両面で詳細に解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究に先立ち、研究代表者は成長板軟骨に
おける RUNX1 の蛋白の局在パターンを検討し、
RUNX1 が軟骨細胞の初期分化において特異的
に発現することを明らかにしている。In vivo
での解析実験のために RUNX1 コンディショナ
ルのノックアウトマウスの作出を行った。 
本研究では 
(1) RUNX1 による軟骨初期分化・基質誘導の
メカニズム 
(2) RUNX1 による細胞増殖制御のメカニズム 
(3) RUNX1による軟骨細胞の肥大化抑制のメ
カニズム 
の3点について、それぞれ、 
 (a) RUNX1の標的分子の検索とそのプロモ
ーター解析による応答領域の同定 
 (b) 培養細胞系を用いた機能解析 
を行って分子レベルでの詳細な検討を行い、
さらに、 
(4) RUNX1 コンディショナルノックアウトマ
ウスを用いた in vivo の解析 

(5) Runx1Laz Knockin マウスもしくは
Runx1GFP Knockin マウスを用いたRunx1の関
節軟骨での発現解析 
を行うことにより、(1)-(3)の成果を in vivo
で検証する。また、 
(6) RUNX1 の標的分子のスクリーニング 
も行い、RUNX1 を取り巻くシグナル群の解明
にも着手する。 
 
４．研究成果 
(1) RUNX1 による軟骨初期分化・基質誘導の
メカニズム 
RUNX1 アデノウイルス、RUNX1－GFP ベクタ

ーを用いた強制発現系において、RUNX1 が 2
型コラーゲンやアグリカンなどの軟骨基質遺
伝子を直接誘導することを Real-time RT-PCR
解析によって確認した。次に RUNX1 が 2型コ
ラーゲンのプロモーターを直接誘導すること
を、段階的プロモーター解析によって確認し
たところ、転写開始点約－300bp 付近に RUNX1
の応答領域（結合モチーフ）があることを見
出した。さらに、electrophoretic mobility 
shift assay(EMSA), chromatin IP assay 
(ChIP)を行い、それぞれのプロモーター領域
における RUNX1 の応答領域の同定を行うこと
で再確認した。RUNX1 は 2型コラーゲンを直
接誘導するだけでなく、軟骨マスター因子で
ある SOX5、SOX6 
、SOX9 の誘導を介して間接的に誘導する経路
も考えられるため、上記と同様に SOX６のプ
ロモーター解析を行ったところ、転写開始点
約－500bp 付近に RUNX1 の応答領域（結合モ
チーフ）があることを見出し、EMSA、ChIP で
RUNX1の SOX6プロモーター応答領域を同定し
た。 
(2) RUNX1 による細胞増殖制御のメカニズム 
軟骨細胞の増殖抑制に対する RUNX1 の作用

の程度を検討した。RUNX1 アデノウイルス、
RUNX1－GFPベクターを用いた強制発現系にお
いて、未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2 細胞、
軟骨細胞、ES 細胞に感染させ、コントロール
群と比較したところ、細胞増殖に大きな変化
は与えなかった。 
(3) RUNX1 による軟骨細胞の肥大化抑制のメ
カニズム 
軟骨細胞の３次元培養系において、RUNX1

アデノウイルスで RUNX1 を強制発現したとこ
ろ、肥大分化マーカーである 10 型コラーゲン
は発現抑制された。この肥大化を抑制する現
象を確認するために、RUNX1-floxed マウスか
ら軟骨細胞を採取し、Cre アデノウイルスを
感染させ Runx1 をノックアウトさせたところ、
３次元培養系において 10 型コラーゲンの発
現は上昇することが確認された。Runx1 は軟
骨細胞の肥大抑制作用があることが示された。
この肥大化抑制作用メカニズムは現在も解析
中で、10 型コラーゲンのプロモーター解析や
Runx1 のドメイン別にベクターを作成し、解
析を行っている。 
(4) RUNX1 コンディショナルノックアウトマ



ウスを用いた in vivo の解析 
RUNX1 のホモノックアウトマウスは造血系

の異常から胎生致死（胎生 10-12 日）である。
この理由により、RUNX1 Flox マウスを研究協
力先の東京医科歯科大学より譲渡してもらい、
申請者の研究室に持ち合わせているSox9-Cre 
マウスまたは、Col2-Creマウスと掛け合わせ、
Sox9-Runx1 ノックアウトマウス、Col2-Runx1
ノックアウトマウスを作出した。 
Sox9-Runx1 ノックアウトマウスは同腹の

コントロール群（Runx1Flox マウス）に比べ、
胎生期より矮小型であり、成体期も性別差な
く約 20%体重と体長が小さい。解析当初、軟
骨内骨化の異常が仮説としてあげられたが、
胎生期１１日齢から生後１週齢まで骨格標本
と組織切片を作成し、詳細に解析したところ、
軟骨内骨化の遅れは見られなかった。おそら
く、Runx1 より遅れて発現してくる Runx2 と
Runx3 に作用を補償されていることが推察さ
れる。 
Col2-Runx1ノックアウトマウスでは軟骨初

期分化における Runx1 の作用を検討すると、
Sox9-Runx1 ノックアウトマウスに比べると
体重と体長差は約 10% 程度である。そこで、
マウス変形性膝関節症モデルマウスを作成し
たところ、体重差があるにも関わらず、明ら
かに軟骨の変性と骨棘の形成が起こることが
判明した。Runx1 の軟骨の変性抑制作用は
Runx2 と Runx3 に作用を補償されずに Runx1
が、関節軟骨の保護作用として働いているこ
とが示唆された。 
(5) Runx1Laz Knockin マウスもしくは
Runx1GFP Knockin マウスを用いたRunx1の関
節軟骨での発現解析 
成長板の組織切片を用いた免疫組織染色法

によって RUNX ファミリー（RUNX1,2,3）全分
子の蛋白の局在パターンを明らかにした。本
研究では Runx1 について、軟骨発生期からの
経時的な発現パターンの推移を、免疫組織学
的解析を用いて行った。成長板の組織切片（胎
生 12-18 日）を用いた切片で Rux1 の発現を追
っていったところ、間葉系の凝集の時期以降
で Runx1 は発現し、軟骨細胞が肥大化する直
前の前肥大軟骨細胞まで発現していることが
あきらかとなった。より、簡便に、Runx1 の
発現をトラッキングする目的から 
海外の研究室より、Runx1Laz Knockin マウス
もしくは Runx1GFP Knockin マウスの２種類
のマウスを取り寄せ、βgal 抗体、GFP 抗体で
Runx1 の発現を再確認した。 
（４）の解析で成体の関節組織で、軟骨の保
護作用があることが示唆されたので、関節軟
骨の発現をみると、正常軟骨層の表層でRunx1
は発現し、軟骨変性のすすんだ軟骨細胞では
Runx1 は発現していないことが明らかとなっ
た。 
(6) RUNX1 の標的分子の網羅的スクリーニン
グ 
未知なる RUNX1 の標的分子を検索するため、

マイクロアレイの準備を行った。Runx1 の恒

常発現型アデノウイルスを作成し、Runx1 の
発現が上昇したときに誘導される遺伝子群を
探索する。また、前述の Runx1Flox マウスか
ら軟骨細胞を採取し Cre アデノウイルスを感
染させることによって、Runx1 の発現がノッ
クアウトされたときに誘導される遺伝子群を
探索する。現在、軟骨細胞における Runx1 の
下流の遺伝子群の解析を行っている。 
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