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研究成果の概要： 
我々は骨形成因子の下流因子として HA4 を同定した。HA4 ノックアウトマウスは生後の骨量

の減少を認め、骨特異的に HA4 を過剰発現させたトランスジェニックマウスでは骨量の増加

を認めた。このトランスジェニックマウスは卵巣摘出骨粗鬆症モデルマウスの骨量減少を抑制

した。これらの結果より HA4 が生後骨量を調節する骨分泌タンパク質である事が明らかとな

った。HA4 をターゲットとした骨粗鬆症薬の開発のため、HA4 受容体の探索も実施した。ま

た HA4 は血清中にも検出できることから、血清 HA4 値を測定し骨疾患の病態進行の指標をす

るためサンドウィッチ ELISA システムを構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
骨形成因子(以下 BMP)は骨発生のみならず生
後の骨量の維持にも重要であるが、その下流
因子に関しては十分な解析がなされていな
かった。よって BMPの骨量維持機能をその下
流で担う因子の同定は、骨粗鬆症などの骨疾
患の治療に有効であると考えられた。特に現
在の骨粗鬆症薬は破骨細胞による骨吸収を
抑制する薬効であるが、骨芽細胞の骨形成能
を促進する薬剤は副甲状腺ホルモンがある
のみで、新規の物質の発見が期待されていた。 

 
２．研究の目的 
BMP の骨量維持機能を担う下流因子の同定
により、生後の骨量調節因子を同定し、その
機能を明らかとする。さらに、骨疾患の病態
や進行の指標となるかを検討し、測定システ
ムを構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) BMP の 下 流 因 子 を suppression 
subtractive hybridization 法にて同定する。 
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(2) 同定された遺伝子の骨での発現を in 
situ hybridization 法にて検討する。 
(3) ノックアウトマウスを作製し、骨の表現
系を解析する。 
(4) 骨特異的に HA4 を過剰発現させたトラ
ンスジェニックマウスを作製し、骨の表現系
を解析する。 
(5) モノクローナル抗体を作製し、サンドウ
ィッチ ELISA 法を構築する。 
(6) HA4 受容体の同定のため放射能ラベル
HA4タンパク質をもちいて binding assayを
施行する。 
 
４．研究成果 
(1) 骨芽細胞における BMPの下流因子の同定
のため、骨軟骨前駆細胞 ATDC5 に BMP２を添
加し、添加細胞および無添加細胞より抽出し
た RNA を用いて suppression subtractive 
hybridization 法、さらに differential 
screening 法を施行した。見出された遺伝子
を HA4と命名した（これはこの後、他のグル
ープにより Cthrc1として発表された）。ノザ
ンブロット解析では HA4遺伝子は ATDC5細胞
で BMP2 によって発現が亢進し、さらに骨芽
細胞株 MC3T3-E1 で高発現を認めた。マウス
胎児を用いた in situ hybridization法での
解析では HA4遺伝子は主に骨膜および骨に高
い発現を認めた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 （図１）マウス胎児 in situ hybridization 
 
(2) HA4の生体での機能を明らかとするため、
ノックアウトマウスを作製した。HA4 遺伝子
は４つのエクソンより構成されており、第２
エ ク ソ ン に IRES-LacZ-pA/floxed 
PGK-neo-bpA カセットを相同組み換えでマウ
ス ES細胞に導入することによって作製した。 
マウス胎児では X-gal染色により HA4が主に
骨格組織に発現している事が明らかとなっ
た（図２）。HA4ノックアウトマウスの胎生期
には明らかな形態学的異常を認めなかった
が、生後の骨量を解析した結果、ノックアウ
トマウスでは約 20％骨量が減少している事
が明らかとなった（図３）。骨形態計測マー
カーは骨形成マーカー（骨梁数および骨芽細
胞数、Bone Forming Rate）の低下をみとめ
るものの骨吸収マーカーに有意な変化を認
めなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    （図２）X-gal染色 
 
またノックアウトマウスでは骨芽細胞の増
殖も抑制されていた。以上の結果より HA4 は
生後の骨芽細胞性骨形成を正に制御し破骨
細胞性骨吸収には影響を与えていない事が
明らかとなった。 
 
    野生型     ノックアウト 
 
 
 
 
 
 
 
（図３）マイクロ CT ３Dデータ 
 
(3) マウスにおける HA4機能欠損において生
後の骨量減少が認められたが、HA4 の過剰発
現では生後の骨量に変化があるかどうかを
解析するために、I 型コラーゲンの骨特異的
プロモーター2.3Kb を用いて骨組織特異的に
HA4 を過剰発現するトランスジェニックマウ
スを作製した。このマウスも胎生期には明ら
かな形態学的異常を認めず正常に出生する
が、生後の骨量を解析した結果、トランスジ
ェニックマウスでは約 20％骨量が増加して
いる事が明らかとなった（図４）。 
 
   野生型    トランスジェニック 
 
 
 
 
 
 
 
（図４）マイクロ CT ３Dデータ 
 
骨形態計測マーカーは骨形成マーカー（骨梁
数および骨芽細胞数、Bone Forming Rate）
の増加をみとめるものの骨吸収マーカーに
有意な変化を認めなかった。またトランスジ
ェニックマウスでは骨芽細胞の増殖も亢進
していた。 



 

 

ノックアウトマウスおよびトランスジェニ
ックマウスの結果から、HA4 は骨芽細胞の骨
形成を亢進することによって骨量を正に制
御する因子である事が明らかとなった。 
 
(4) HA4 の骨芽細胞の増殖および分化に対す
る作用を、ノックアウトマウスおよびトラン
スジェニックマウスの頭蓋骨より骨芽細胞
を単離し in vitro培養系を用いて検討した。
ノックアウトマウスから単離した HA4遺伝子
欠失骨芽細胞は、細胞増殖、細胞分化および
骨基質石灰化すべてにおいて野生型骨芽細
胞に比して低下していた（図５）。 
 
    野生型     ノックアウト 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図５）ノックアウトマウス由来の骨芽細胞
では基質石灰化が低下していた。 
 
一方、トランスジェニックマウスから単離し
た HA4を過剰発現している骨芽細胞は細胞増
殖、細胞分化および骨基質石灰化すべてにお
いて野生型骨芽細胞に比して亢進していた
（図６）。以上の結果から、HA4が骨芽細胞の
増殖および分化、基質石灰化において細胞レ
ベルで正に制御している事が明らかとなっ
た。 
 
   野生型   トランスジェニック 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図６）トランスジェニックマウス由来の骨
芽細胞では基質石灰化が亢進していた。 
 
(5) 上記の実験から HA4が生後の骨量の維持
および増加に関与していることが明らかと
なった事より、HA4 が骨粗鬆症の治療に有効
である可能性が示唆される。メスの HA4トラ
ンスジェニックマウスの卵巣を摘出した骨
粗鬆症マウスモデルを作製した（OVX）。野生
型マウスでは卵巣摘出モデルマウスでは骨
量の著しい低下をきたす。しかしトランスジ
ェニックマウスの卵巣摘出モデルマウスで
は骨量の減少が見られるものの野生型の骨

量レベルを維持していた（図７）。これはト
ランスジェニックマウスでは卵巣摘出をお
こなっても Bone forming rateの増加を維持
しており、骨芽細胞性骨形成が亢進している
ためであった。よって HA4は骨粗鬆症におい
ても骨芽細胞性骨形成を刺激することによ
って骨量を増加させる事が十分可能である
と思われ、新しい治療薬として期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Sham    OVX   Sham   OVX 
      野生型   トランスジェニック 
（図７）卵巣摘出による骨量の変化 
 
(6) HA4 は骨芽細胞で産生、分泌され、骨芽
細胞の増殖および分化を促進する事から、骨
芽細胞には HA4に対する受容体が発現してい
ると思われる。HA4 受容体が同定されれば、
薬剤による骨粗鬆症薬の開発につながる可
能性が期待される。マウス骨芽細胞株
MC3T3-E1細胞を培養し、131

Iラベルおよびノ
ンラベル HA4組み換えタンパク質を添加した
のち細胞を洗浄し、細胞膜に結合した

131
Iラ

ベル HA4組み換えタンパク質を
131

Iを測定す
ることによって検出した。

131
I ラベル HA4 組

み換えタンパク質の添加量を増やしていく
と総結合量は増加していき、ノンラベル HA4
組み換えタンパク質により結合量が低下し
ていた。非特異的結合に比して特異的結合が
検出された事より、MC3T3-E1細胞には HA4 タ
ンパク質と結合するタンパク質が存在して
いる事が明らかとなった。今後はこのタンパ
ク質を同定し、HA4 受容体であるかどうかを
検討する予定である。 
 
(7)骨特異的に HA4 を過剰発現させたトラン
スジェニックマウスの解析から、骨芽細胞で
産生、分泌された HA4 が血清中に存在してい
る事が明らかとなった。すなわち血清中の
HA4 タンパク質量が骨粗鬆症をはじめとする
骨疾患の病態を反映する可能性が示唆され
る。HA4 タンパク質濃度を測定するサンドウ
ィッチ ELISAシステムの構築のため HA4組み
換えタンパク質を HA4ノックアウトマウスに
免疫し脾臓を摘出、ハイブリドーマ細胞を作
製後、HA4 に対するモノクローナル抗体を作
製した。このように作製したモノクローナル
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抗体３種類と市販の抗 HA4抗体すべての組み
合わせでサンドウィッチ ELISAシステムに適
する抗体の組み合わせを検索した。HA4 組み
換えタンパク質を用いた基礎実験では〜
ng/ml オーダーの濃度の HA4 タンパク質を測
定可能なサンドウィッチ ELISAシステムが構
築できた。今後は骨粗鬆症患者の血清中 HA4
タンパク質と DEXA による骨量を測定し、骨
粗鬆症の病態と血清中 HA4濃度に相関がある
かどうかを検討する予定である。 
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