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研究成果の概要（和文）：転写因子Osterixは骨および軟骨の形成に必須であるとされているが、Osterix遺伝子欠損マ
ウスは胎生18.5日齢以降で膜性骨形成および内軟骨性骨形成を開始する。そこでOsterixの機能を代償する転写因子を
探索し、Sp1ファミリー遺伝子が同定した。このSp1ファミリー遺伝子は、BMP2により発現誘導され、in vitroではOste
rixと同様の作用を示した。Osterix/ Sp1ファミリー遺伝子ダブルノックアウトマウスを作製し、表現型を解析した結
果、胎生18.5日齢で膜性および内軟骨性骨形成を認めた。したがってin vivoではSp1ファミリー遺伝子以外の分子が関
与すると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although Osterix is an essential transcription factor for membranous and 
endochondral ossification, Osterix knockout mice show both membranous and endochondral ossification at 
E18.5 days. We attempted to identify transcription factor that compensate osteogenic action of Osterix, 
and isolated a Sp1 family member transcription factor as a candidate. This Sp1 family member 
transcription factor was induced by BMP2 treatment. In addition, the Sp1 family member transcription 
factor showed similar function to Osterix in vitro. To understand the role of the Sp1 family member 
transcription factor in bone formation, we generated double knockout mice of Osterix and the Sp1 family 
member transcription factor, and examined the mice. The double knockout mice showed both membranous and 
endochondral ossification at E18.5 days. The data suggest that other molecule is involved in membranous 
and endochondral ossification.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の骨格は、膜性骨化と内軟骨性骨
化の異なる二つの様式によって形成されて
いる。骨格形成の制御過程においては、転写
因子がマスター遺伝子として重要な役割を
果たしていることが明らかになりつつある。
Osterixは、骨形成因子 BMP2により誘導さ
れる転写因子としてクローニングされ、膜性
骨化ならびに骨芽細胞分化に必須であるこ
とが明らかにされた。Osterixが Runx2の下
流で機能していることを示唆されている。ま
た Osterixの発現制御機構には、①BMP2シ
グナル伝達分子であるSmad経路の活性化が
必須であること、②Runx2ならびにホメオボ
ックス遺伝子Msx2が重要な役割を果たして
いることを明らかになっている。近年、
Osterixのノックアウト(KO)マウス及び軟骨
特異的コンディショナルノックアウト(cKO)
マウスの解析により、Osterix が骨芽細胞分
化および膜性骨化のみならず、軟骨細胞分化
ならびに内軟骨性骨化においても極めて重
要な役割を果たしていることを明らかにな
っている。特に Osterixが、コラゲーナーゼ
MMP13の発現誘導、軟骨基質の石灰化なら
びに基質小胞の形成に必須であることを見
出されている。以上のように Osterixの発現
制御機構の詳細が明らかになるとともに、骨
格形成過程において、Osterix が多岐にわた
る機能的役割を有していることが判明しつ
つある。しかしその一方で、骨格形成過程に
おける Osterixの機能に関しては未だ不明な
点が多々残されている。第一に、Osterix ノ
ックアウト（KO)マウスで認められる骨欠失
の機序を説明できる Osterixの標的遺伝子は
未だ明らかにされていない。第二に、内軟骨
形成過程における基質小胞の形成メカニズ
ムと Osterixの機能との関連も不明である。
第三に、Osterix KO マウスを詳細に解析す
ると、E18.5日齢頃から膜性骨化ならびに内
軟骨性骨化が遅延しているものの、部分的に
骨化が起こっていることが観察される。すな
わち Osterixの機能を部分的に代償する転写
因子の存在が示唆される。これらの課題を解
決するために、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 骨格形成過程における Osterixの機能的役
割を解明し、その発現あるいは機能の制御機
構を明らかにするとともに、Osterix の機能
に関わる分子の同定と機能解析を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）野生型および Osterix KOマウスより
骨組織あるいは軟骨組織を採取し、RNA を
抽出後、Microarray解析を行い、Osterix KO
マウスで発現が低下している分子を Osterix
の標的遺伝子として探索した。 
（２）Osterix の骨形成および軟骨形成機能
を代償する分子を同定するために、骨芽細胞
ならびに軟骨細胞の前駆細胞に BMP2 を作

用させ、Microarray解析に供した。 
（３）MMP13遺伝子プロモータールシフェ
ラーゼ活性、RT-qPCR による MMP13 
mRNA発現解析を指標に、Osterix様活性を
評価した。 
（４）アデノウイルスシステムを用いた過剰
発現実験を行い、骨芽細胞あるいは軟骨細胞
の分化に対する効果を検討した。骨芽細胞お
よび軟骨細胞への分化は、各々のマーカー遺
伝子の発現または活性を指標に検索を行っ
た。 
（５）Sp1ファミリー分子の KOマウスを入
手し、同ヘテロマウスと Osterix 遺伝子ヘテ
ロ欠損マウスを交配の後に、ダブルヘテロマ
ウスを作製した。その後に、ダブルヘテロマ
ウス同士を交配し、Osterix/Sp1 ファミリー
分子ダブル KOマウスの作製を行った。ダブ
ル KOマウスの表現型の解析は、病理組織学
的検索とアリザリン=アルシアンブルー二重
染色による骨格標本を作製して行った。 
（６）Osterix との相互関係は、免疫共沈降
法ならびに蛍光標識したタンパク質の細胞
内局在により評価した。 
（７）内軟骨性骨形成の評価は、病理組織学
的検索、軟骨マーカー遺伝子による in situ 
hybridization、アリザリン=アルシアンブル
ー二重染色による骨格標本により検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Microarray 解析の結果、Ennp1、
Ennp6 をはじめとする骨および軟骨の石灰
化に関与する分子が、Osterix の標的遺伝子
の後方であることが示唆された。 
（２）BMP2の添加により、骨芽細胞あるい
は軟骨細胞の前駆細胞で。Sp1ファミリー分
子の発現が著明に誘導されることを見出し
た。したがって、この Sp1ファミリー分子が
Osterix の機能を代償しうる可能性が示唆さ
れた。 
（３）上記で同定された、Sp1ファミリー分
子が、in vitroにおいて Osterix様の転写機
能を有していることを明らかにした。 
（４）Sp1 ファミリー分子は、Osterix より
弱いものの骨芽細胞分化および軟骨細胞分
化活性を有していることが認められた。 
（５）Osterix／Sp1ファミリーダブルノッ
クアウトマウスは、生下時頃に死亡し、そ
の産仔の比率は、メンデルの法則より低か
った。胎生 14.5日齢、胎生 18.5日齢でも
ダブルノックアウトマウスの存在する比率
は、1/16より低かったが、その原因は、不
明であった。Osterix／Sp1ファミリーダブ
ルノックアウトマウスの骨化を検索したと
ころ、コントロールマウスに比べて、アリ
ザリンレッド陽性の骨化部分は、顕著に減
少していたが、Osterix 遺伝子ノックアウ
トマウスの骨化と同程度であった。さらに
病理組織学的に Osterix／Sp1 ファミリー
ダブルノックアウトマウスを検索したが、
Osterix／Sp1 ファミリーダブルノックア



ウトマウスにおいても、Osterix 遺伝子欠
損マウスと同程度の膜性骨形成および内軟
骨性骨形成を認め、軽微に Osterix KOマ
ウスより遅延していた（図）。したがって、
Osterix 遺伝子欠損マウスで観察される、
膜性骨形成ならびに内軟骨性骨形成には、
同定している Sp1 ファミリー以外の分子
あるいはメカニズムが関与していると考え
られた。 
図 Osterix KO（左）とOsterix/Sp1ファミ
リー DKOマウス（右）の上肢の骨格標本 

 
（６）マウス肢芽細胞に高発現する転写因子
Zfhx4のノックアウトマウスを作製し、その
表現型を解析した結果、膜性骨形成には異常
は認めなかったが、内軟骨性骨形成が傷害さ
れていた。特に、軟骨細胞の肥大化以降のス
テップが障害されており、Osterix KO マウ
スと近似した表現型を示した。また分子生物
学的解析の結果、Zfhx4 は、Osterix と連携
していることが明らかとなった。したがって、
Zfhx4 は、内軟骨性骨形成過程において、
Osterix の転写パートナーとして機能してい
ることが示唆された。 
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