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緒言  

 

	 ヒトの骨格は、骨芽細胞が担う膜性骨形成と、軟骨細胞が司る内軟骨性骨形成の二つ

の様式から構築される 1。膜性骨形成は、未分化間葉系細胞が直接、骨芽細胞に分化し

骨を形成する骨化様式であり、頭蓋骨、鎖骨および上下顎骨などの扁平骨の形成を担っ

ている 1。一方、内軟骨性骨形成は、未分化間葉系細胞から分化した軟骨細胞が軟骨組

織を形成し、 終的には骨組織に置換される骨化様式で、椎骨、肋骨、四肢の長管骨な

どのヒトの多くの骨の形成に関与している 1。頭蓋顎顔面領域においては、下顎頭軟骨、

鼻中隔軟骨、頭蓋底に存在する蝶形篩骨軟骨、蝶形骨間軟骨、蝶形後頭軟骨および後頭

骨間軟骨が内軟骨性骨形成により形成され、鼻上顎複合体を含む頭蓋顎顔面骨の成長・

発育に深く関与することが近年明らかになってきた。頭蓋顎顔面領域において内軟骨性

骨形成の障害により生じる疾患として、Kniest 異形成症 2,3、Stickler 症候群 3–6、

OSMED7,8、先天性脊椎骨端異形成症 9,10 等が知られており、口蓋裂を来たす場合も報

告されている。また内軟骨性骨形成は、ヒトの骨格の形成・発育のみならず、骨折の治

癒過程や変形性関節症で見られる骨棘の形成にも関与していると考えられている 11。し

たがって内軟骨性骨形成の分子メカニズムの解明は、ヒトの顎顔面領域を含む多くの骨
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格の形成ならびに発育、骨折の治癒過程、および変形性関節症の病態の理解に貢献する

と期待されている。 

	 内軟骨性骨形成は、先に述べたように、非常に多くのステップにより構成されている。

すなわち、内軟骨性骨形成は、未分化間葉系細胞の凝集に始まり、未分化間葉系細胞が

軟骨細胞に分化・増殖し、さらに肥大軟骨細胞への分化の後に、軟骨細胞のアポトーシ

ス、軟骨基質の石灰化と分解を経て、その空いたスペースに血管が侵入し、 終的に、

軟骨組織の骨組織への置換にて完結する非常に複雑かつユニークな生命現象である

12,13。軟骨細胞ならびに骨芽細胞の起源である未分化間葉系細胞は、多分化能を有し、

筋細胞、脂肪細胞ならびに腱細胞など様々な細胞に分化することが知られている。この

未分化間葉系細胞の分化の方向を決定づけるメカニズムの一つとして、細胞特異的転写

因子の存在が挙げられる。例えば、軟骨細胞への分化には、転写因子 Sox9がマスター

遺伝子として機能していることが明らかとなっている 14。また骨芽細胞、筋細胞、脂肪

細胞への分化には、転写因子 Runx215、MyoD16ならびに PPARγ17がそれぞれ重要な役

割を果たしている。このように、細胞特異的な転写因子が、分化プログラムを時空間的

に制御することによって、未分化間葉系細胞の分化の方向付けがなされている。したが

って、細胞特異的転写因子の機能的役割の解明は、細胞分化の系譜の理解に大きな貢献
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を果たすと考えられる。 

	 転写因子は未分化間葉系細胞の分化の方向性を運命づけるだけでなく、その後に続く

細胞の成熟過程においても重要な役割を果たしている。内軟骨性骨形成においては、未

分化間葉系細胞から軟骨細胞への分化には転写因子Sox9、Sox5およびSox6が 14,18,19、

軟骨細胞の肥大化には Runx2および Runx3が 15、軟骨基質の石灰化と分解には Osterix

が必須であることが示されている 20。 

	 一般的に、転写因子は、単独で標的遺伝子の発現制御を完結するのではなく、他の転

写因子や転写共役因子など多数のタンパク質と巨大な転写複合体を形成することによ

り、各々の転写共役因子を介して標的遺伝子のクロマチンリモデリング、ヒストンのア

セチル化やメチル化などの修飾、転写活性、あるいはスプライシングを調節し、その生

物学的機能を調節していることが知られている。内軟骨性骨形成においても Sox9と協

調的に働く転写共役因子の存在が必要であり、PGC-1α21が Sox9 特異的な転写共役因

子として機能すること、CBP/p30022、Znf21923、Arid5a24および Arid5b25が軟骨特異的

遺伝子のヒストン修飾を制御していること、Wwp226,27が Goosecoidのモノユビキチン

化を促進すること、p54nrb28が軟骨特異的遺伝子の mRNAのスプライシングに必要であ

ることが見出されてきた。しかしながら、非常に多くのステップに渡る内軟骨性骨形成
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の複雑なイベントが、時空間的に巧妙かつ連続的に制御されていることを考えると、上

述した転写因子や転写共役因子以外の未知の転写制御因子が存在し、内軟骨性骨形成に

関与している可能性が推測される。 

	 そこで本研究においては、内軟骨性骨形成を制御する新規転写因子の同定とその役割

について検討することにより、内軟骨性骨形成の分子制御メカニズムの解明を試みた。 
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方法  

 

1. マウス胎児肢芽細胞単離および培養  

	 胎生 12.5 日齢の ICR マウス（日本 SLC、静岡）の肢芽を実体顕微鏡下にて分離し、

0.1%コラゲナーゼ type II (Sigma, St. Louis, MO, USA) および 0.1%トリプシン 

(Sigma) を含む DMEM を用いて消化した。消化後、セルストレーナーで濾過し、濾過

液中の細胞を遠心して、肢芽細胞を単離した。細胞濃度が 2×107 細胞/ml になるよう

10%FBSを含む DMEMを追加し、5%CO2気相下で 120分間培養した後、10%FBSを

含む DMEMをさらに追加した 23。 

 

2. アデノウイルス  

	 BMP2、Sox9、ならびに Sox6 アデノウイルスは、Takigawa らがアデノウイルス作

製キット(Takara、東京)を用いて作製したものを使用した 23。 

 

3. マイクロアレイ解析	 

	 The Ambion® WT Expression Kit (Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA) を用
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いてマウス肢芽細胞から RNAを精製し、得られた RNAサンプルから ssDNAを作製し

た。ssDNA の断片化には、GeneChip® WT Terminal Labeling Kit (Affymetrix, Santa 

Clara, CA, US) を用い、断片化された ssDNA を terminal deoxynucleotidyl transferase 

(TdT) と GeneChip® DNA Labeling Reagent を使用して、ビオチン標識した。断片化・

ラベル化された ssDNA をハイブリダイゼーションバッファーに加え、GeneChip® 

Mouse Gene 1.0 ST Array  (Affymetrix)上で 16 時間ハイブリダイズし、洗浄・染色後、

スキャナーで蛍光を読み取り、Affymetrix® GeneChip® Command Console® Software 

(Affymetrix) で CEL ファイルの作成を行った。正常なスキャン画像が得られたことを

確認し、Affymetrix Expressiom Consoleによって CHPファイルを作成した 20。 

 

4. マウス組織の RNAの採取  

	 生後 0 日齢 ICR マウス (日本 SLC、静岡) より、肺、胃、肝、腎、腸、皮膚、肋

骨、四肢骨、頭蓋骨、胸骨、上腕骨、脳、心臓を採取し RNA later (Ambion, Austin, TX, 

US) に浸漬した後、粉砕機専用器を用いて粉砕し、得られた上清から NucleoSpin RNAII    

(Macherey-Nagel, Duren, Germany) を用いて RNA を精製した。RNA は 65°C で 5 

分間変性させた後、Oligo-dT プライマーおよび ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix 
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with gDNA Remover (TOYOBO、大阪) を用いて逆転写反応を行い、 cDNA を合成し

た 24。 

 

5. Real-time Polymerase Chain Reaction (real time PCR) 

	 遺伝子発現の定量は、Taqman PCR protocol に従い、ABI 7300 real-time PCR system 

(Applied Biosystems)を用いて行った 24。使用した Taqman プライマーおよびプローブ

は表 1に示した。 

 

6. 蛍光免疫染色  

	 マウス胎仔大腿骨を 4% パラホルムアルデヒドに 4°C にて一晩浸漬固定し、5% エ

チレンジアミン四酢酸にて 3 日間脱灰した。サンプルをパラフィン包埋し、厚さ 4µm 

の切片を作製した。切片は脱パラフィン処理後 1%ウシ血清アルブミンでブロッキング

し、一次抗体として抗マウス 2型コラーゲン抗体 (Chondrex, Redmond, WA, US)、抗

ウサギ I型コラーゲン抗体 (Chemicon, Germany)、抗ウサギ 10型コラーゲン抗体 (LSL、

東京)、抗ウサギ MMP13抗体 (abcam, Cambridge, UK)、あるいは抗ウサギ Zfhx4抗体 

(昭和薬科大学	 坂田宣夫先生より恵与を受けた 29 ) を用いて、4°Cにて一晩静置した。



 9 

二次抗体として Alexa Fluor 555(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)と結合した抗マウス

IgG抗体もしくは抗ウサギ IgG抗体を反応させ、VECTASHIELD Mounting Medium with 

DAPI (Vector Laboratories , Burlingame, CA,USA)にて核染後、蛍光顕微鏡にて観察し

た 20。 

 

7. CAG-Creトランスジェニックマウス	 

	 CAG-Cre トランスジェニック (TG)マウスは理研実験動物開発室(茨城)より購入した。

尚、この CAG-Cre TG マウスは、マウス全身で強く発現することが示されている 30。

本研究計画で実施した全ての動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物委員会の承認

を得て、関連法規を遵守して実施した。 

 

8. Zfhx4 flox マウスの作製	 

	 Zfhx4 flox マウスを作製するために、ネオマイシン耐性遺伝子を含むターゲティング

ベクターを作製した (図 1 )。エレクトロポレーションにより、TT2  ES細胞でターゲ

ティングベクターと相同組み替えを行った 31。相同組み替えされた ES細胞は、ネオマ

イシン存在下にて培養後、サザンブロット法にて確認した。以上のようにして得られた
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相同組み替え ES 細胞を C57BL/J マウス胚盤胞にマイクロインジェクションし、これ

らの胚を偽妊娠レシピエントへ移植し、Zfhx4 floxキメラマウスを作製した 31。Zfhx4 flox

キメラマウスと C57BL/J マウスと交配し、変異アレルが生殖系細胞へ組み替えされた

ヘテロマウスは、サザンブロット法ならびにゲノム PCRにて選別、確認した。使用し

た PCRプライマーは表 2に示した。サザンブロッティングのプローブは、表 3に示し

た。 

 

9. Zfhx4遺伝子欠損	 (KO) マウスの作製	 

	 Zfhx4 KOマウスを作製するために、Zfhx4 floxマウスと CAG-Creトランスジェニッ

クマウスを交配し、Zfhx4遺伝子欠損ヘテロマウスを樹立した。floxアレルの欠失はゲ

ノム PCR にて確認した。Zfhx4 遺伝子欠損ヘテロマウスを C57BL/J マウスと交配し、

Creトランスジーンを欠如する Zfhx4遺伝子欠損ヘテロマウスを作出し、Creトランス

ジーンの欠失をゲノム PCR にて確認した。さらに、Zfhx4 遺伝子欠損ヘテロマウス同

士を交配し、Zfhx4 KO マウスを作製した 20。使用した PCRプライマーは表 2に示し

た。 
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10. アルシアンブルー・アリザリンレッド二重染色による骨格標本の作製	 

	 マウス新生仔もしくはマウス胎仔を 95%エタノール液中に浸漬固定し、アルシアン

ブルー溶液 (80%エタノール、5%酢酸、0.015%アルシアンブルー)にて 24時間浸漬し、

軟骨組織を染色した。1%水酸化カリウム溶液にて軟組織を除去した後、0.002%アリザ

リンレッド S溶液 (1%水酸化カリウムを含む)を用いて石灰化領域の染色を行った。グ

リセリン溶液 (1%水酸化カリウムを含む)にて余分に染色されている部分を脱色後、実

体顕微鏡下にて観察および撮影を行った 32。 

 

11. in situ ハイブリダイゼーション	 

	 胎生 15.5 日齢マウスより後肢を採取したのち、4%パラホルムアルデヒドに 4°C 一

晩浸漬固定後、通法に従ってパラフィン包埋し、厚さ 4µm の切片を作成した。得られ

た組織切片は、脱パラフィン処理後、プロテアーゼ処理、アセチル化処理を行い、Col2a1、

Col10a1、Mmp13、Sox9、Ihh、PTH受容体 (Ppr)、Runx2および Osterixに特異的な Dig 

標識された RNA プローブを用いてハイブリダイゼーション (65°C、一晩) を行った。

サンプルは、洗浄液 1 (50% ホルムアミド/2×SSC pH7.0 、65°C 30 分×3 回)、 洗浄

液 2 (2×SSC pH7.0 、65°C 20 分×1 回)、洗浄液 3 (0.2×SSC pH7.0、65°C 20 分×2 回)
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で洗浄した後、アルカリフォスファターゼ (ALP) 標識された抗 Dig 抗体 (Roche) と

反応させ、ALP の基質である NBT/BCIP を用いた発色反応により目的遺伝子を検出し

た 23。Mmp13 33、Sox9 15、Ihh 15、Ppr 34 の RNAプローブ作製用に用いたプラスミド

は小守壽文先生（長崎大学生命医化学講座）より、Col2a1 35、Col10a1 35の RNAプロ

ーブ作製用に用いたプラスミドは妻木範行先生 (京都大学 iPS 細胞研究所)より恵与を

受けた。 

 

12. von Kossa染色  

	 非脱灰パラフィン切片を脱パラフィン処理後、脱イオン水で 2回洗浄し、5% 硝酸銀

水溶液を加え、30 分間日光を照射して発光させた。脱イオン水で 2 回洗浄し、5% チ

オ硫酸ナトリウム水溶液を加え室温に 2分間静置し反応を停止した。対比染色はケルン

エヒロート液を用いた 23。 

 

13. 細胞培養  

	 マウス未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2、ヒト胎児腎臓由来細胞株 293は、理研細胞

バンク(茨城)より購入した。293FTは、Life Technology (Carlsbad, US） より購入した。
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それぞれの細胞は、10 % ウシ胎仔血清 (FBS, JRH Bioscience, Lenexa, KA, USA) を

含む DMEM 培地 (Sigma)中で、37 °C、5 % 二酸化炭素気相下で培養した 25。 

 

14. Flag-Zfhx4発現ベクターの作製	 

	 Gatewayシステム (Life Technology社) を用いて行った。Flagで標識した Zfhx4は、

PCR で増幅し、この PCR 産物を KpnIおよび XhoIで制限酵素処理し、 KpnIおよび 

XhoI で制限酵素処理しておいたドナーベクターにライゲーションし、エントリークロ

ーンを作製した。このエントリークローンとデスティネーションベクターの組み替えを

行い、pcDNA Zeo (Invitrogen) に組み込んだ Flag-Zfhx4 発現ベクターを作製した。

Flag-Zfhx4発現ベクターは、NucleoBond Midi Kit (Takara) により精製し、実験に用い

た 36。 

 

15. トランスフェクション	 

	 培養細胞へのトランスフェクションは、FuGene6 (Roche, Schweiz) もしくは PEI 

NAX (Polysciences, Inc.,  Warrington, PA, US) 37を用いて行った。目的遺伝子を組み

込んだプラスミド (1µg)と FuGene6 溶液(6µl)もしくは PEI NAX溶液（5ml）をウシ胎
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仔血清非含有 DMEM 中で 15 分間室温にて反応させ、DNA-リポソーム複合体の形成

後、細胞培養液中に DNA-リポソーム複合体を直接添加することによりトランスフェク

ションを行った 25。 

 

16. 蛍光免疫染色  

	 カバーガラス上に マウス未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2を培養後、Flag で標識し

た Zfhx4、Venus (理化学研究所	 宮脇敦博士より恵与) 標識した Runx2または Osterix 

20をトランフェクションし、48 時間後、リン酸緩衝生理的食塩水で洗浄し、3.7 %ホル

マリン-リン酸緩衝生理的食塩水(和光純薬工業、大阪) に 20 分間浸漬、固定した。

0.2%Triton-X/リン酸緩衝生理的食塩水にて 5分間浸透化し、1%BSA/リン酸緩衝生理的

食塩水に 1 時間浸漬後、マウス抗 Flag 抗体 (Sigma) を用いて 2 時間静置した。二

次抗体として Alexa Fluor 555 (Invitrogen) と結合した抗マウス IgG抗体を 30 分間反

応させ、0.2%Triton-X/リン酸緩衝生理的食塩水にて洗浄した。0.1µg/ml DAPI (Molecula 

Probe, Invitrogen, CA, USA) を加え、共焦点レーザー顕微鏡 (Leica SP8) において観

察し、写真撮影を行った 28。 
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17. ウェスタンブロッティング  

	 細胞をリン酸緩衝生理的食塩水で 2 回洗浄後、細胞溶解液 (20 mM Hepes pH 7.4、

150mM 塩化ナトリウム (NaCl)、1 mM グリコールエーテルジアミン四酢酸 (EGTA)、

1.5 mM 塩化マグネシウム (MgCl2)、10 %グリセロール、1 % Triton X-100、10 µg/ml ア

プロチニン、 10 mg/ml ロイペプチン、1 mM ベンゼンスルホニルフルオリド塩酸塩、

0.2 mM オルソバナジン酸ナトリウム)にて溶解した。この細胞溶解溶液を遠心し

(12,000 rpm/20 min)、上 清を 0.5 M メルカプトエタノール含有ドデシル硫酸ナトリウ

ム (SDS) サンプルバッファーで熱溶解(95 °C、5 分)し、サンプルとした。サンプルを 

10% SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により分離し、ニトロセルロースメンブ

レンに転写後、一次抗体として、 マウス抗 Flag 抗体 (Sigma) あるいはヤギ抗 Myc 

抗体 (Upstate Biotechnology, New York, NY, USA)と反応させ、二次抗体として西洋わ

さび過酸化酵素を付与した抗マウス IgG 抗体、抗ウサギ IgG 抗体あるいは抗ヤギ 

IgG 抗体(Jackson Immuno Research, PA, USA)と反応させた。ImmunoStar LD (和光純

薬工業) を用いて発光シグナルを増幅した後、X 線フィルム(Kodak, New York, NY, 

USA) に現像した 20。 
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18. 免疫沈降法  

	 細胞をリン酸緩衝生理的食塩水にて 2 回洗浄後、細胞溶解溶液 (ウェスタンブロッ

ティングの項に記載) により溶解した後、15,000 g、15 分、遠心分離し、上清を全タ

ンパク質抽出液とした。非特異的結合を除去するために、この上清にDynabeads Protein 

G (Invitrogen)を添加し、4°C、1.5時間、反応後、Dynabeads Protein Gを除去し、マ

ウス抗 Flag 抗体 (Sigma)を添加し、4°C、一晩反応させた。Dynabeads Protein G を

添加し、4°C、1 時間反応させた後、1ml の冷リン酸緩衝生理的食塩水にて 4 回洗浄

後、0.5 M メルカプトエタノール含有の SDS サンプルバッファーで熱溶解 (95 °C、5 

分)し、上清をサンプルとした。これらサンプルは、10% SDS-ポリアクリルアミドゲル

電気泳動法により分離し、ウェスタンブロッティング法により検出した 20。 
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結果  

 

1. 新規転写因子 Zfhx4の同定および発現の検討  

	 内軟骨性骨形成の制御に関与する新規転写因子を同定するために、高い軟骨分化能を

有するマウス肢芽細胞を用いて Microarray解析を行った。胎生 12.5日齢よりマウス肢

芽細胞を採取し、コントロールウイルス、BMP2ウイルスあるいは、Sox6および Sox9

ウイルスを感染させ、遺伝子プロファイルを検索した結果、小顎症、 屈指症、 合指症

等の骨格形成異常を示す 8q21.11 Microdeletion Syndromeの原因遺伝子の一つと示唆

されている 38転写因子 Zfhx4が肢芽細胞に高発現していることを見出した（表 4）。Zfhx4

の発現は、BMP2あるいは Sox6および Sox9の過剰発現によっても大きな変動を受け

ず、高い発現を維持していた（表 4）。Zfhx4 は、4 つの homeobox ドメインと 22 の

zinc finger ドメインを持ち、3599 個のアミノ酸からなる巨大な転写因子であることが

知られているが 39、現在までのところ、Zfhx4の生体内で役割ならびにその作用メカニ

ズムなどについてはほとんど不明である。 

	 まず、組織における Zfhx4の発現を検討するために、生後 0日齢マウスから、肺、胃、

肝、腎、腸、皮膚、肋骨、四肢骨、頭蓋骨、胸骨、上腕骨、脳、心臓を採取し、RT-qPCR
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法により Zfhx4 mRNAの発現を検討した。その結果、Zfhx4は、長管骨、頭蓋骨、肋骨

および上顎骨において強い発現を示した（図 2A）。この点をさらに検討するために、生

後 2日齢マウス脛骨を用いた免疫染色にて Zfhx4の発現を検討した。その結果、マウス

脛骨成長板の肥大化層に強い発現を認めた（図 2B）。以上の結果より、Zfhx4は骨格形

成過程に関与している可能性が推察された。 

 

2. Zfhx4ノックアウト（KO）マウスの解析  

	 Zfhx4は巨大な転写因子であるであるため、in vitroを主体としたアプローチでは、解

析が困難であると考えた。そこで、Zfhx4 KOマウスを作製し、骨格形成過程における

Zfhx4の関与を検討することとした。まず、Zfhx4エキソン 2の 5’側に近接するイント

ロン 1と、エキソン 3の 3’側のイントロン領域に loxP配列を導入した Zfhx4 floxヘテ

ロマウスを作製した（図 1）。Zfhx4 flox ヘテロマウスの flox アリルの germ line 

transmissionは、PCR（図 3A）ならびにサザンブロット（図 3B）により確認した。次

に、Zfhx4 floxマウスと CAG-Creトランスジェニックマウスを交配し、Zfhx4遺伝子欠

損ヘテロマウスを作製した。Zfhx4 遺伝子欠損ヘテロマウスの CAG-Cre トランスジー

ンを削除するために、C57BL/Jマウスと交配し、Cre遺伝子陰性の Zfhx4遺伝子欠損ヘ
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テロマウスを PCR 解析により選別した。Zfhx4 flox ヘテロマウスならびに Zfhx4 遺伝

子欠損ヘテロマウスは、明確な症状を示さす、生殖能も有していた。樹立された Zfhx4

遺伝子欠損ヘテロマウスを用いて、Zfhx4 KOマウスの作製に用いた。 

 

3. Zfhx4 KOマウスが呈する内軟骨性骨形成障害  

Zfhx4 KOマウスは、出生時より喘ぎ呼吸を呈し、生後 1日以内に死亡した（図 4A）。

Zfhx4の骨格形成への関与を検討するために、生後 0日齢の Zfhx4 KOマウスおよび同

腹の WT マウスをアリザリンレッド・アルシアンブルー二重染色し、骨格標本を作製

した。Zfhx4 KOマウスは、頭蓋の前後径の短縮、肋骨の形成不全、胸腔の矮小化、肩

甲骨、上腕骨の短縮、大腿骨の短縮を呈した（図 4B）。したがって、Zfhx4は、骨格形

成過程、特に内軟骨骨形成過程において重要な役割を果たしていると示唆された。そこ

で、Zfhx4が内軟骨性骨形成に関与しているかを検討するために、内軟骨性骨形成がダ

イナミックに起こっている胎生 15.5日齢の Zfhx4 KO マウスを骨格標本にて解析した

ところ、生後 0日齢の Zfhx4 KO マウスと同様に、肋骨の形成不全、胸腔の矮小化、お

よび近位肢節の短縮が観察された（図 5A）。内軟骨性骨形成過程における Zfhx4の関与

を明らかにするために、胎生 15.5 日齢の Zfhx4 KO マウスの大腿骨を病理組織学的に
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検索した。その結果、胎生 15.5 日齢の Zfhx4 KO マウスでは、大腿骨の短縮と軟骨細

胞の肥大化の遅延を認めた（図 5B）。以上の実験結果より、Zfhx4が内軟骨性骨形成過

程に深く関与していることが示された。 

次に、Zfhx4が内軟骨性骨形成のどのステップに関与しているかを明らかにするため

に、胎生 15.5 日齢の Zfhx4 KO マウス大腿骨における軟骨細胞分化マーカーの発現を

免疫染色法により解析した。内軟骨性骨形成の前期マーカーである 2型コラーゲンの発

現は、同腹のWTマウスと同程度であった（図 6）。一方、後期マーカーである 10型コ

ラーゲンおよび MMP13 の発現は、Zfhx4 KO マウスでは著しく低下していた（図 6）。

さらに、内軟骨性骨形成過程における Zfhx4の関与をさらに検討するために、in situ ハ

イブリダイゼーション解析により内軟骨性骨形成のマーカー遺伝子の発現を胎生 15.5

日齢の Zfhx4 KOマウスを用いて解析した。免疫染色による実験結果に一致して、2型

コラーゲンの発現は同腹のWTマウスと同程度であったが（図 7）、10型コラーゲンお

よび MMP13の発現は、Zfhx4 KOマウスでは著しく低下していた（図 7）。また、軟骨

形成に必須かつ内軟骨性骨形成の前期マーカーである転写因子 Sox9の Zfhx4 KOマウ

スにおける発現は、同腹のWTマウスと同程度であったが、前肥大化のマーカー遺伝子

である Ihhならびに PTH受容体の発現はWTマウスより遅れており、転写因子 Runx2
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ならびに Osterix の発現は軽度に低下していた（図 7）。これらの実験結果より、Zfhx4

は、内軟骨性骨形成過程の後期段階の制御に深く関与していることが示されたので、さ

らに内軟骨性骨形成の石灰化過程に対する検討を行った。胎生 16.5 日齢 Zfhx4 KO マ

ウス大腿骨を von Kossa染色にて解析した結果、内軟骨性骨形成の石灰化過程が著し

く障害されていることが判明した（図 8）。従って、Zfhx4は内軟骨性骨形成の後期段階

の制御に深く関与していることが明らかとなった。 

 

4. 内軟骨性骨形成過程における Zfhx4の役割  

内軟骨性骨形成の肥大化ならびに石灰化過程の制御には、Runx2および Osterixが必

須的役割を担っていることが明らかにされている。従って、Zfhx4は、Runx2あるいは

Osterix と関連して内軟骨性骨形成を制御している可能性が考えられた。その可能性を

検討するために、Zfhx4と Runx2ならびに Osterixの細胞内局在を検討した。軟骨細胞

分化能を有する未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2 に Flag-Zfhx4 ならびに Venus-Runx2

あるいは Venus-Osterix を遺伝子導入し、抗 Flag 抗体にて免疫染色後に、各々の細胞

内局在を共焦点レーザー顕微鏡下にて解析した。その結果、Zfhx4 は Runx2 と異なる

細胞内局在を示した（図 9A）。一方、Zfhx4 と Osterix の細胞内局在は良く一致してい
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た（図 9B）。この実験結果は、Zfhx4 KOマウスと Osterix KOマウスがよく似た表現型

を示すことに符合していた 20。Zfhx4 と Osterix の相互関係をさらに検索するために、

免疫共沈降法により Zfhx4 と Osterix の物理的結合を検討した。その結果、Zfhx4 と

Osterixが物理的に結合していることを見出した（図 10）。したがって、Zfhx4は Osterix

と結合することにより内軟骨性骨形成を制御していると考えられた。 
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考察	 

	 

	 転写因子は、細胞の増殖、分化、アポトーシスなどを制御し、細胞の運命の決定に深

く関与している。内軟骨性骨形成過程においては、Sox9、Runx2ならびに Osterixを中

心に、様々な転写因子や転写共役因子が協調し、連続的かつ多段階に渡る細胞分化プロ

グラムを統括している。本研究では、内軟骨性骨形成の制御機構の理解を深めるために、

内軟骨性骨形成に関わる新規転写因子の同定とその機能解析を目指した。その結果、軟

骨細胞に高発現する転写因子として Zfhx4を同定し、Zfhx4が内軟骨性骨形成の後期段

階の制御に深く関与していることを明らかにした。Zfhx4 KO マウスは、肥大軟骨細胞

の形成を示すものの、長管骨の短縮と、軟骨基質の石灰化と分解の遅延を示した。この

Zfhx4 KOマウスの表現型は、Osterix KOマウスで見られる内軟骨性骨形成障害に良く

近似していた 20。Osterix KO マウスでは肥大軟骨細胞までの分化を認めるが、軟骨基

質の石灰化、基質小胞の形成ならびに軟骨基質の分解が観察されず、内軟骨性骨形成が

阻害されることが示されている 20。そこで、Zfhx4 と Osterix の相互関係を検索したと

ころ、Zfhx4 は Osterix と一致した核内局在を示し、物理的に結合していることを明ら

かにした。一方、Zfhx4は、Runx2とは異なる核内局在を示した。このことは、Zfhx4 KO
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マウスと Runx2 KOマウスで観察される内軟骨性骨形成障害が異なることに符号する。

以上の結果から、Zfhx4 は、Osterix と結合し、転写複合体を形成することにより、内

軟骨性骨形成の制御に関与していると考えられた。個体レベルにおけるZfhx4とOsterix

の関係を明らかにするために、現在、Zfhx4 へテロマウスと Osterix へテロマウスを交

配し、Zfhx4 と Osterix のダブル KOマウスを作製している。Zfhx4/Osterix ダブル KO

マウスを解析することにより、Zfhx4 と Osterix が内軟骨性骨形成に果たす役割が一層

明らかになっていくと考えられる。 

	 Zfhx4は Osterixと物理的に結合することから、Zfhx4が Osterixの転写標的遺伝子の

発現調節に関与している可能性が考えられる。これまでに Osterixの標的遺伝子として

は MMP13が明らかとなっている 20。本研究において、胎生 15.5日齢の Zfhx4 KOマウ

ス大腿骨の免疫染色法および in situ ハイブリダイゼーション解析結果より、MMP13

の発現が著しく低下していることから、MMP13が Zfhx4の標的遺伝子であると考えら

れる。しかしながら Zfhx4 の分子量が 400kDa と非常に大きいため、Zfhx4 と Osterix

の相互関係を in vitroでの解析を進めることは非常に困難である。幸いなことに、 近、

ゲノム編集技術の TALEN や CRISPR/Cas9 を用いた新規遺伝子ノックイン法 PITCh

（Precise Integration into Target Chromosome）システム 40 が開発された。PITChシ
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ステムを駆使することで、クロマチン免疫沈降法などによる標的遺伝子の発現機構の解

明と、質量分析による Zfhx4が形成する転写複合体を網羅的に解析することが可能とな

る。Zfhx4は多くの homeo boxドメインや Zinc Fingerドメインを有することから、様々

な転写因子や転写共役因子と結合する転写プラットフォームとして機能している可能

性が考えられるため、Zfhx4 の転写複合体解析は、Zfhx4 の分子機能の全貌解明に大き

な役割を果たすと思われる。今後、PITChシステムを利用して、Zfhx4の標的遺伝子な

らびに Zfhx4と相互作用するタンパク質を探索し、内軟骨性骨形成過程における Zfhx4

の分子メカニズムの包括的な検討を行っていきたい。 

	 Zfhx4 が神経組織や様々な組織に発現する巨大な分子であることから 29,39,41、Zfhx4 

KO マウスは胎生初期に致死となり、骨格形成過程における解析が困難となると懸念さ

れたため、まず Zfhx4 floxマウスを設計し、作製した。予想に反して、Zfhx4 KO マウ

スは、生後 1日以内に死亡するものの出生し、内軟骨性骨形成は遅延するものの骨への

置換も観察された。Zfhx4 KO マウスが、胎生初期致死や著しい骨格形成不全を示さな

かった理由として、他の転写因子が Zfhx4 の機能を代償している可能性が考えられる。

Zfhxファミリーである Zfhx3(ATBF1-A) は、4つの homeodomainと 23 の zinc finger 

domainを持つ 404 kDa の転写因子であり 42、Zfhx4と比較的高い相同性を有している
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41。 Zfhx3へテロマウスは、生後 20日で非常に小さい体長を示した 43。ATBF1へテロ

マウスにおいて骨格形成過程に関するこれ以上の詳細な検討はなされていないが、ヘテ

ロマウスでの所見より、Zfhx3が Zfhx4の機能を補償している可能性が推察される。ま

た、Zfhx3 は胃がんにおいてではあるが、Runx3 と協調して働いている報告もある 44。

Zfhx3の内軟骨性骨形成への関与を明らかにするためには、軟骨特異的 Zfhx3コンディ

ショナル KOマウスの作製および解析も必要であり、Zfhx4との相互関係も興味が持た

れる。 

	 本研究において、Zfhx4 は軟骨細胞分化初期段階にある胎生 12.5 日齢マウス肢芽細

胞から見出された。したがって、Zfhx4が軟骨細胞の分化初期に関与する可能性も想定

されたが、Zfhx4 KO マウスは、内軟骨性骨形成の前期段階では明確な表現型を示さな

かった。Zfhx4 KO マウスでは、肥大軟骨細胞の形成を観察されるものの、長管骨の短

縮と、軟骨基質の石灰化および分解の遅延を認め、内軟骨性骨形成の後期マーカーであ

る 10型コラーゲンおよびMMP13の発現は、Zfhx4 KOマウスでは著しく低下していた。

すなわち、Zfhx4 mRNAは、軟骨細胞分化初期から発現しているものの、その機能は軟

骨細胞前期分化には発現せず、後期分化過程で発揮されると言える。胎生 12.5 日齢マ

ウス肢芽細胞を用いて見出された Zfhx4 の KO マウスが内軟骨性骨形成の後期段階に
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限定して認められるのかは現在のところ不明である。一つの可能性としては、軟骨細胞

の分化初期においても Zfhx3が代償的に作用していることが考えられる。 

	 Zfhx4 の発現制御機構に関するメカニズムも興味が持たれる。この検討を行うため、

初代軟骨細胞に BMP2、 TGFβ、 PTHrP、 FGFb および Wnt3a を作用させても、

Sox9、 Sox5、 Sox6、Runx2、Osterixおよび Mef2cを過剰発現させても、Zfhx4 mRNA

の発現に変動を認めなかった。マウス肢芽細胞における Microarray 解析の実験結果で

も、BMP2添加や Sox6および Sox9の過剰発現によって Zfhx4の発現に大きな変化は

認めず高発現を維持していたことから、未分化間葉細胞から軟骨細胞への分化初期に関

わるシグナルが Zfhx4の発現制御に関与していると推測される。 

	 Zfhx4 KOマウスの頭蓋骨の前後径は、WTマウスに比べ短かった。また Zfhx4 mRNA

は、頭蓋骨でも強い発現を示した。これら実験結果から、Zfhx4の膜性骨形成および骨

芽細胞への関与を検討する必要があると考えられる。Zfhx4 と結合する Osterix は膜性

骨化ならびに骨芽細胞の分化でも重要な役割を担っていることが明らかになっており

45,46、膜性骨形成に対する Zfhx4の関与を検討することは意義深い。 

	 Zfhx4 KOマウスで観察された内軟骨性骨形成の障害は、肩甲骨、上腕骨ならびに大

腿骨の近位肢節と肋骨で顕著であった。骨系統疾患で低身長を呈する場合、四肢と体幹
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の比を計測することは臨床診断を確定する上で極めて重要な意義がある。四肢と体幹の

比により、四肢短縮型、体幹短縮型、均衡型に分けられ、四肢短縮型はさらに近位肢節

短縮型、中間肢節短縮型、遠位肢節短縮型に分類される。したがって Zfhx4 KOマウス

は、四肢短縮型の中で近位肢節短縮型に近い病態を呈したと考えられる。近位肢節短縮

型骨系統疾患としては、軟骨無形成症 47、autosomal recessive omodysplasia (ARO)48、

omodysplasia49があり、疾患名が定まっておらず発症メカニズムが不明である近位肢節

短縮型骨系統疾患の報告もある 50。今後、Zfhx4が近位肢節短縮型骨系統疾患の原因遺

伝子として報告される可能性もある。さらに、Zfhx4 は、8q21.11 Microdeletion 

Syndrome の原因遺伝子の一つと示唆されている 38。Zfhx4 KO マウスは、8q21.11 

Microdeletion Syndromeに類似した症状として小顎症を示したが、明らかな屈指症、合

指症は認めなかった。Zfhx4は、脳、骨格筋、肝で発現し 51、神経前駆細胞や筋細胞の

分化にも関与していると報告されている 41。また Zfhx4は神経膠芽腫の腫瘍始原細胞の

恒常性の維持に必要であることも示されている 52。多発性硬化症 53、先天性心疾患 54、

先天性眼瞼下垂 55、知的障害 56に Zfhx4遺伝子の変異を認める臨床報告もある。今後、

Zfhx4 KOマウスを詳細に解析することにより、骨格形成だけでなく、神経をはじめと

した他の組織における Zfhx4の生体内での機能に対する理解が深まると考えられる。 
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	 本研究の遂行により、Zfhx4が内軟骨性骨形成の後期段階で重要な役割を果たす転写

因子であることが明らかとなった。またそのメカニズムとして、Zfhx4 と Osterix の結

合が関与していることを示し、Zfhx4 が Osterix を始めとする転写制御因子のプラット

フォームとして機能している可能性が示唆された。内軟骨性骨形成は、ヒトの骨格の形

成・発育の制御、骨折の治癒過程、変形性関節症の発症にも関与することから、内軟骨

性骨形成の分子メカニズムを理解することは、口腔外科的観点からも頭蓋顎顔面骨の先

天性疾患、骨折の治癒過程、顎関節における変形性関節症に対する診断あるいは治療を

考える上で非常に意義深いことと考える。今後、骨格形成異常の病態解明や診断、およ

び再生療法を始めとする新規治療法開発にも寄与することを視野にいれ、Zfhx4の生物

学的機能を in vitroレベルで明らかにし、内軟骨性骨形成の制御機構に迫っていきたい

と考える。 
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表 1. real-time PCRに用いた Taqman プライマーおよびプローブ 

 

	 

	 

	 	 

Zfhx4-F 5'-TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT-3'

Zfhx4-R 5’-CCTGTACACTGACTTGAGACCAAT-3’

Zfhx4-probe 5’-GGGTTGAGGTGTTGAGGCAGCCAGG-3’

β-Actin-F 5'-TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT-3'

β-Actin-R 5'-ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG-3'

β-Actin-probe 5'-CCTGGCTGCCTCAACACCTCAACCC-3'
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表 2. Zfhx4 floxマウス、Zfhx4 KOマウス、および、CAG-Creトランスジェニックマウ

スの遺伝子型の確認に用いた PCRプライマー 

 

 

 
  

Zfhx4-Flox-F1 5’-CACTGTGCATGAGGCAAAAC-3’
Zfhx4-Flox-R1 5’-GAACCTCTTCGAGGGACCTAA-3’
Zfhx4-Flox-F2 5’-GCCAAAGGCTGACTCAAAAC-3’
Zfhx4-Flox-R2 5’-GGGTCCCCACTGTGATTTCT-3’
Zfhx4-Del-F1 5’-GGCAAAACGGTGATCCTCTA-3’

Zfhx4-Del-R1 5’-GGGTCCCCACTGTGATTTCT-3’

Zfhx4-Del-F2 5’-TCACTGTGCATGAGGCAAAAC-3’

Zfhx4-Del-R1 5’-GGGTCCCCACTGTGATTTCTA-3’

Zfhx4-Ex2-F1 5’-CGTCCCAGAGAAAGAGCTGA-3’

Zfhx4-Ex2-R1 5’-CTCTGTAGGTTTTGACCTTTTGG-3’

CAG-Cre-F 5’-GTTTCACTGGTTATGCGGCGG-3’

CAG-Cre-R 5’-TTCCAGGGCGCGAGTTGATAG-3’
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表 3. Zfhx4 floxマウスの遺伝子型の確認に用いたサザンブロッティングのプローブ 

 

 

 
	 	 

5'-TGGAAGCAGGCCATCCTGAACTGAGTGAAGCTGAACTGCAGCAGC
TCTATGCCTCCTTGCCAATGAATGGTGAGCTCTGGGCAGAGAGTGAG
ACAATGACCCAGGATGACCATGGCATAGATCAGGAAATGGAGAGAGA
ATATGAGGTGGACCATGAAGGGAAGGCAAGTCCTGTAGAGAGCGACA
GCAGCTCTATCCCAGATGATCTGGGCTTGGAACCAAAGCGGACCTTA
CCTTTTAGAAAAGGACCCAACTTTACAATGGAAAAATTCCTCGATCCAT
CTCGTCCTTACAAGTGTACAGTGTGTAAAGAGTCATTTACCCAAAAGA
ACATTCTCTTGGTCCATTATAATTCAGTGTCTCACTTGCATAAGTTGAAA
AAGGTTTTGCAAGAAGCCTCCAGTCCTGTCCCCCAGGAAGCCAATAG
CAGCACAGATAATAAGCCCTACAAGTGCAGCACCTGCAGTGTTGCATA
CAGCCAAAGCTCGACCTTGGAGATCCACATGAGATCAGTGCTCCACC
AGACAAAGGCCAGGGCTGCAAAGCTGGAACCAAGTAGACACCTACC
CAGTGGTCATAGCATCACAGCT-3'
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表 4. マウス肢芽細胞における遺伝子プロファイリング 

胎生 12.5 日齢よりマウス肢芽細胞を採取し、コントロールウイルス、BMP2 ウイルス

あるいは、Sox6 および Sox9 ウイルスを感染させ、Microarray 解析により、遺伝子プ

ロファイルを検索した。 

	 

	 

	 

 

 

Gene Control BMP21

1 p54nrb 3431.6 3431.6 3431.6

2 Arid5b 2606.5 3297.8 2731.3

3 Oasis 1914.7 1773.0 2103.9

4 BBF2H7 1811.2 1654.6 1485.9

5 Zfhx4 1750.6 1228.6 1540.7

6 Cbfb 1600.3 1832.1 1389.4

7 TAZ 1573.3 1502.4 1469.1

8 Gli3 1525.4 1525.4 1494.5

9 Runx1 1016.2 1545.4 1312.9

10 ATF4 802.0 924.9 834.1

11 Sox9 672.0 1382.9 871.4

12 Wwp2 504.7 687.7 521.1

13 Gli2 490.0 328.5 417.4

14 Runx2 472.8 876.1 422.0

15 Dlx5 246.6 425.9 177.9

16 Sox6 230.2 230.2 985.0

17 Dlx2 170.3 1033.0 197.0

18 Msx2 145.6 1031.7 165.6

19 Lef1 141.6 230.7 143.3

20 Gli1 134.9 134.9 132.5

21 Sox5 129.6 129.6 129.6

22 Dlx6 116.4 136.2 111.3

23 Osterix 66.3 1095.6 58.7

Sox9 + Sox6
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図 1. Zfhx4 flox ターゲティングベクターの設計図 

 Zfhx4 エキソン2の5’側に近接するイントロン1と、エキソン3の3’側のイントロン領域

にloxP配列を導入した、ネオマイシン耐性遺伝子発現カセットを含むターゲティングベ

クターを作製した。サザンブロッティングで使用したProbeは、図のとおりである。 
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図 2. 組織および成長軟骨板における Zfhx4の発現 

 (A) 生体内組織における Zfhx4 mRNAの発現．生後 0 日齢 ICR マウスから採取した

各組織を検体とし、Zfhx4遺伝子特異的な Taqman probeを用いてRT-qPCRを行った。

各組織の Zfhx4 遺伝子発現量は β-アクチンの発現量で補正し、脳での発現量の倍数で

示した。（平均および標準偏差を示す。） 

 (B) 軟骨組織におけるZfhx4の蛍光免疫染色．生後2日齢マウス脛骨を、抗Zfhx4抗体を

用いて免疫染色を行った後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケールバー: 200µm 	 R:

静止軟骨細胞層 P:増殖軟骨細胞層 H:肥大軟骨細胞層 
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図 3. Zfhx4 flox ヘテロマウスの flox アリルの germ line transmissionの確認 

(A) Zfhx4 floxキメラマウスと C57BL/Jを交配して得られた産仔の尻尾よりゲノム DNA

を採取し、Zfhx4 flox へテロマウスの flox アリルを、PCR により確認した。WT：野

生型。 

 (B) Zfhx4 flox キメラマウスと C57BL/J を交配して得られた産仔の尻尾よりゲノム

DNAを採取し、Zfhx4 flox ヘテロマウスの flox アリルを、サザンブロットにより確認

した。WT:野生型。 
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図 4. 生後 0日齢 Zfhx4 KOマウスの表現型 

 (A) 生後 0日齢 野生型 マウスおよび同腹の Zfhx4 KOマウスの全体写真 

 (B) 生後 0日齢 野生型 マウスおよび 同腹の Zfhx4 KOマウスの骨格標本像．生後 0

日齢 WT マウスおよび Zfhx4 KOマウスをエタノールで浸漬固定後、軟骨組織はアル

シアンブルーで、骨組織はアリザリンレッド S溶液で染色した。 

WT：野生型マウス，KO：Zfhx4 KOマウス 
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図 5. 胎生 15.5日齢 Zfhx4 KOマウスにおける骨格形成の遅延 

 (A) 胎生 15.5日齢 野生型 マウスおよび Zfhx4 KOマウスの骨格標本．生後 0日齢 野

生型マウスおよび 同腹の Zfhx4 KO マウスをエタノールで浸漬固定後、軟骨組織はア

ルシアンブルーで、骨組織はアリザリンレッド S溶液で染色した。 

 (B) 胎生 15.5日齢 野生型 マウスおよび同腹の Zfhx4 KOマウスの大腿骨のHE染色。

スケールバー: 200µm 	 WT：野生型マウス，KO：Zfhx4 KOマウス 
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図 6. 胎生 15.5日齢 Zfhx4 KOマウスの内軟骨性骨形成の後期過程の阻害 

 胎生 15.5 日齢野生型マウスならびに同腹の Zfhx4 KO マウスの大腿骨切片を抗 2 型

コラーゲン抗体  (α-Col2)、抗 10 型コラーゲン抗体  (α-Col10)、抗 MMP13 抗体 

(α-MMP13) を用いて免疫染色を行った後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケールバ

ー: 200µm	 WT：野生型マウス，KO：Zfhx4 KOマウス 
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図 7. 胎生 15.5日齢 Zfhx4 KOマウスの内軟骨性骨形成の後期過程の阻害 

胎生 15.5 日齢野生型マウスならびに同腹の Zfhx4 KO マウスの大腿骨における 

Col2a1、Col10a1、Mmp13、Sox9、Ihh、 PTH受容体（Ppr）、Runx2および Osterix の 

mRNA の発現を in situ ハイブリダイゼーション法により検討した。スケールバー: 

200µm 	 WT：野生型マウス，KO：Zfhx4 KOマウス 
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図 8. 胎生 16.5日齢 Zfhx4 KOマウスにおける内軟骨性骨形成の石灰化過程の阻害 

 胎生 16.5日齢野生型マウスおよび同腹の Zfhx4 KOマウスの大腿骨における軟骨基

質の石灰化ならびに軟骨組織の骨組織への置換を von Kossa 染色により検討した。左

パネルは HE 染色像を示す。スケールバー: 200µm	 WT：野生型マウス，KO：Zfhx4 KO

マウス 
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図 9. Zfhx4 と Osterix の核内における共局在 

	 Flag 標識した Zfhx4 発現ベクター(Flag-Zfhx4)と Venus 標識した Runx2 発現ベ

クター  (Venus-Runx2) もしくは  Venus 標識した  Osterix 発現ベクター 

(Venus-Osterix) を C3H10T1/2 細胞にトランスフェクションし、48 時間後、抗 Flag

抗体にて染色後、共焦点レーザー顕微鏡 (Leica SP8)にて XY 軸の写真撮影を行った。

Merge は重ね合わせ画像を示す。  
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図 10. Zfhx4と Osterixの物理的結合 

 293 FT細胞に、pcDNAZeoベクター、Myc 標識した Osterix 発現ベクター

(Myc-Osterix)、Flag 標識した Zfhx4 発現ベクター(Flag-Zfhx4)、あるいはその両者 を

トランスフェクションし、60 時間培養後、細胞溶解し、細胞内タンパク質を回収した。

得られたタンパク質を抗 Flag 抗体にて免疫沈降後、抗 Myc 抗体にてウェスタンブロ

ッティングを行 った(パネル 上段)。Myc-Osterix と Flag-Zfhx4 の発現レベルは、抗 

Myc抗体(パネル中段)、 抗 Flag抗体(パネル 下段)を用いたウェスタンブロッティング

により確認した。 

 


