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軟骨細胞分化のエピジェネティック制御機構

高　島　利加子＊

（平成 27 年 1 月 30 日受付）

＊ 大阪大学大学院歯学研究科　顎口腔機能再建学講座　有床義歯補綴学・高齢者歯科学分野

はじめに

　ヒトの骨格を形成する骨の大部分は，軟骨組織が形
成された後に骨組織に置き換わる内軟骨性骨化と呼ば
れる骨化様式により形成される。顎顔面領域では下顎
頭軟骨，鼻中隔軟骨，脳頭蓋底骨が内軟骨性骨化によ
り形成される。脳頭蓋底の前後軸の成長には軟骨結合
が重要な役割を担っており，特に蝶後頭軟骨結合は 12
～ 16歳まで存在することから，出生後の頭蓋底の主要
な成長部位の一つになっている。したがって，顎顔面
領域における内軟骨性骨化の異常は軟骨結合の成長障
害を引き起こし，顎顔面骨格形成異常の原因となる。
　内軟骨性骨化の主体となる軟骨細胞は未分化間葉系
細胞から分化誘導されるが，その分化過程においては
HMGファミリーに属する転写因子 Sox9（SRY‒box 9）
が必須的役割を果たしている。ヒトにおける SOX9遺
伝子の変異または転座によるハプロ不全は，著しい骨
格異常および XY雌性化を特徴とする Campomelic 

dysplasiaの原因となり 1），また SOX9遺伝子の発現調
節領域の変異は下顎骨の低成長や口蓋裂をきたすピエ
ールロバン症候群の原因となる 2）。骨格形成における
Sox9の重要性はマウスジェネティクスを用いたアプロ
ーチによっても証明されている。すなわち軟骨細胞特異
的 Sox9遺伝子欠損マウスでは軟骨組織が全く形成され
ず重篤な骨格形成異常を示すとともに 3），頭部神経堤
細胞特異的Sox9遺伝子欠損マウスでは口蓋裂および上
下顎骨の劣成長が観察される 4）。
　このように軟骨細胞分化における Sox9 の重要性が明
らかにされているにもかかわらず，軟骨細胞分化におけ

る Sox9 の機能調節メカニズムは未だ不明な点が多く
残されている。実際，間葉系細胞株に Sox9 を過剰発現
しても必ずしも軟骨細胞分化は誘導されない。したが
って，軟骨細胞分化過程において Sox9 の機能を調節す
る軟骨細胞分化調節因子の存在とその重要性が推察さ
れる。さらに，近年では DNAメチル化やヒストン修飾
などDNA塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現制御機
構，すなわちエピジェネティクスの重要性も明らかに
されつつある。

エピジェネティクスの分子機構

　エピジェネティクスとは DNA塩基配列の変異を伴わ
ない遺伝子発現制御機構であり，現在までエピゲノム
因子としてとして DNAメチル化，ヒストン修飾，non‒
coding RNAが報告されている。DNAのメチル化は，
CpGジヌクレオチド内のシトシン（C）の 5位炭素に，
DNAメチル基転移酵素によってメチル基が付加される
ことにより起こる。DNAメチル化は転写因子の結合阻
害や転写不活性なクロマチンの形成を誘導することか
ら遺伝子発現を阻害する。ヒストンは八量体として
DNAに巻き付いてヌクレオソーム構造をとり，その N

末端がヒストンテールとしてアセチル化，メチル化な
どの修飾を受ける。ヒストンはクロマチン構造形成の
主体をなすことから，ヒストンの化学修飾はヌクレオ
ソームの構造や機能に大きく影響し遺伝子発現制御に
深く関与する。例えば，ヒストンの N末端テール領域
には正電荷を持つリジン残基が多数存在し負の電荷を
持つ DNAと強い相互作用を有している。そのため転写
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因子や RNAポリメラーゼが標的遺伝子のプロモーター
領域にアクセスすることができず，転写は抑制された状
態にある。しかし，ヒストンのアセチル化修飾はこの
正電荷を中和することによりヒストンと DNAの相互作
用を減弱させ，RNAポリメラーゼを含む転写関連因子
を転写の場へリクルートすることが可能となり，標的
遺伝子の転写が促進される。
　遺伝子発現制御におけるヒストンアセチル化の重要
性は古くから報告されてきたが，近年のエピジェネテ
ィック研究の進歩に伴って，ヒストンメチル化修飾の
重要性が明らかとなってきた。しかし，アセチル化修
飾と異なって，メチル化は複数の修飾状態（モノ，ジ，
トリメチル化）が存在すること，さらにメチル化修飾
部位によって転写の抑制や活性化に対する作用が異な
ることなどから，詳細な制御機構は明らかとなっていな
い。特に，骨や軟骨をはじめとする硬組織においては，
ヒストンメチル化修飾による遺伝子発現制御機構はほ
とんど研究がなされていないのが現状であった。

軟骨細胞分化制御におけるヒストンメチル化修飾

　そこで本研究においては，軟骨細胞分化のエピジェ
ネティクス制御機構の解明を目的に，Sox9 の機能制御
に関与する新規軟骨細胞分化調節因子の同定とその機
能的役割の解明を行った。まず我々は，軟骨細胞分化
能の高い未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2細胞と分化能
の低い間葉系細胞株NIH3T3細胞に着目した。NIH‒3T3
細胞に Sox9を過剰発現させても軟骨細胞分化は誘導さ
れないことから，NIH3T3細胞はエピジェネティックに
軟骨細胞分化が抑制されていること，そしてC3H10T1/2
細胞には軟骨細胞分化を促進するエピジェネティック
因子が高発現しているとの仮説を立てた。C3H10T1/2
細胞および NIH3T3細胞から RNAを採取し，超高速シ
ークエンサー Solexaを用いて遺伝子発現プロファイリ
ングを行い，C3H10T1/2 細胞に高発現する転写因子と
して Arid5b（AT rich interactive domain 5b） を同定し
た。胎生 12.5 日齢のマウスを用いたWISH法の結果，
Arid5bは肢芽にその発現が認められ，その局在は
Col2a1 および Sox9 と一致していた。さらに，免疫組織
染色により Arid5bはマウス成長板の増殖軟骨層に強く
発現していることが示された。
　C3H10T1/2 細胞にアデノウィルスシステムを用いて
Arid5bを過剰発現させると，Sox9 の発現に変化は見ら
れなかったが，Sox9 誘導性の Col2a1 mRNAの発現が

顕著に促進された。この結果に一致して，Arid5bは
Sox9 の転写活性能を増加させることが，レポーターア
ッセイにより明らかとなった。さらに Arid5bは Col2a1

遺伝子プロモーターに存在する AT rich配列（CATAT）
に直接結合し，この結合配列の変異は Col2a1遺伝子プ
ロモーター活性を抑制した。さらに Arid5bは C末端領
域を介して Sox9 と結合することが見出された。
　次に Arid5bが軟骨細胞分化を促進する詳細な分子メ
カニズムの解明を行った。近年，Arid5bがヒストン脱
メチル化酵素 Phf2（PHD fi nger protein 2）と複合体を
形成し遺伝子発現を制御することが報告されている 5）。
そこで，C3H10T1/2 細胞に Arid5bを過剰発現させ抗
H3K9 ジメチル化抗体を用いた ChIPアッセイを行った
結果，Arid5bは Col2a1遺伝子プロモーターの TSS領
域への Phf2 誘導ならびに，H3K9me2 の脱メチル化を
促進していることが明らかとなった。
　軟骨細胞における Arid5bの役割をさらに解明するた
めに Arid5b遺伝子欠損マウス（Arid5bKO）の解析を
行った，Arid5bKOマウスは出生時より四肢の短縮と低
身長を示した。胎生14.5日齢 Arid5b KOマウスは野生
型に比較しての脛骨の長さが短縮しているのみならず，
内軟骨性骨化が遅延していることが，組織学的検討に
より明らかとなった。また，Arid5b KOマウスより採取
した初代培養軟骨細胞では，Sox9 依存性の Col2a1発
現誘導が野生型に比較して著明に減少していた。これ
らの結果に一致して，Col2a1遺伝子プロモーターの
TSS領域への Phf2 誘導ならびに H3K9me2 の脱メチル
化は，Arid5b KOマウスの初代培養軟骨細胞において
有意に抑制されていることが明らかとなった（図 1）6）。

図 1　  本研究結果より明らかとなった，軟骨細胞分化にお
ける転写因子Arid5b の役割とその分子メカニズムの
模式図

　軟骨細胞特異的遺伝子のプロモーター領域に直接結合す
る転写因子 Arid5bはヒストン脱メチル化酵素 Phf2 を遺伝
子プロモーター領域にリクルートすることにより H3K9 ジ
メチルの脱メチル化を促進する。その結果軟骨細胞遺伝子
の転写がオンになり，Sox9 との物理的結合を介して協調
的に作用することにより軟骨細胞分化を促進する。
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おわりに

　本研究結果より転写因子 Arid5bは，Sox9 と物理的
に結合してその転写機能を促進すること，さらにArid5b
はヒストン脱メチル化酵素 Phf2 を介した Col2a1遺伝
子プロモーターのヒストン修飾を制御することにより，
軟骨細胞分化を促進していることが明らかとなった。近
年，様々な生物現象や疾患に関与する新たな制御機構
としてエピジェネティックスの重要性が注目されてい
る。したがって，本研究結果は内軟骨性骨化による骨
格形成メカニズムの解明に新展開をもたらすのみなら
ず，軟骨疾患の治療法の模索において重要な指針にな
ると考えられる。
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