
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 6月 26日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究 (B) 

研究期間：2007～2008 

課題番号： 19390401 

研究課題名（和文） オステリクス誘導新規骨芽細胞分化促進因子の同定と機能解析 

  

研究課題名（英文） Identification and functional analysis of novel Osterix-inducible osteoblast 
differentiation accelerators. 

  

研究代表者 

前田 真吾 (MAEDA SHINGO) 

財団法人癌研究会・癌研究所生化学部・研究員 

研究者番号: 60353463 

 
 
研究成果の概要：骨を造る骨芽細胞は未分化前駆細胞において Runx2の発現で分化が決定し、
転写因子 Osterixの誘導を境に分化成熟が進む。ところがなぜ Osterixが無ければ骨芽細胞分
化が進まないのかは不明な点が多く残されている。我々は Osterixと骨形成蛋白(BMP)で誘導
される未知の標的遺伝子が Osterixの骨芽細胞分化における機能に重要な役割を果たしている
と仮定し、マイクロアレイ技術を用いて検索した。その結果候補遺伝子として Pitx2、Hesr1、
そして機能未知の膜蛋白が同定された。Pitx2 が Osterix の発現抑制を介して骨芽細胞分化を
負に制御する事、Hesr1がファミリー分子の Hesr3と協調的に骨芽細胞におけるオステオプロ
テジェリン(Opg)の発現促進を介して破骨細胞分化を負に制御する事、Osterixで誘導される機
能未知の膜蛋白質が骨形成に重要な役割を演じる事を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 
Osterix はそのノックアウトマウスにおいて
骨芽細胞の分化が停止している事から骨芽

細胞分化に必要な転写因子である事が分か

っていた。遺伝学的に骨芽細胞分化決定に重

要な役割を演じる Runx2の下流にあるが、骨
芽細胞分化において Runx2 に加えて Osterix
が必要である理由は不明であった。特に

Osterix が転写因子として誘導する標的遺伝
子については一部の骨基質蛋白遺伝子以外



ほとんど解っていなかった。また Osterix単独
の骨芽細胞分化促進能が極めて弱い事と

BMP の添加でこれが劇的に進行する事を
我々は既に明らかにしており、Osterixに加え
て BMP の標的遺伝子が協調的に働く必要が
ある事が示唆されていた。さらに、Osterixの
発現開始時期と既知の骨芽細胞分化マーカ

ーの発現時期との間にタイムラグがあり、こ

の間に Osterix の下流に未知の骨芽細胞分化
調節因子の発現がある事も予想された。 
 
 
２．研究の目的 
Osterixと BMPで協調的に誘導される標的遺
伝子であり、かつ骨基質蛋白ではない未知の

分子をマイクロアレイからスクリーニング

し、絞り込んだ候補遺伝子の機能解析を行い、

骨芽細胞分化に機能を有する新たな遺伝子

を同定する。さらにその in vivoにおける役割
を解析する為にノックアウトマスを入手又

は作製し、骨表現型を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
マイクロアレイのスクリーニングにおいて、

単一の細胞ではアーチファクトを拾う可能

性を考慮し、Osterix発現量と骨芽細胞分化能
の異なる３種類の細胞、マウス骨髄ストロー

マ細胞(MSC)、マウス筋芽細胞株 C2C12、マ
ウス胎仔繊維芽細胞株 C3H10T1/2 をもちい
て、その発現プロファイルを比較し、内因性

Osterix との相関のある遺伝子の抽出に傾注
した。全ての細胞において BMP による誘導
効果が強いもの、BMPのみでは骨芽細胞分化
が弱い C3H10T1/2 にて Osterix の導入よる骨
芽細胞分化誘導効果が強いものに分類し候

補遺伝子を抽出した。候補遺伝子について過

剰発現系とノックダウン系を用いて、in vitro
骨芽細胞分化に与える影響を骨芽細胞分化

マーカーの発現や、基質の石灰化等で検討し

た。 
既にノックアウトマウスが発表されている

遺伝子はマウスの譲渡を受け、まだ未発表の

遺伝子は委託でノックアウトマウスを作製

し、in vivo骨形成における役割を組織学的、
あるいはマクロ的骨格評価で検討を検討し

た。 
 
 

４．研究成果 

 
(1) BMP 添加により C2C12 細胞のみで誘
導される遺伝子として Pitx2 を同定し
た。C2C12 は 2~5%血清下で培養する
と筋細胞に分化するが、BMPを加える
と Osterix が誘導され骨芽細胞様に分
化の方向を転換する事が良く知られて

いる。Pitx2 は転写抑制因子であるが、
この時 C2C12 細胞において誘導され、
Osterix のプロモータに作用して
Osterixの mRNA発現を直接抑える事、
すなわち Osterix の発現調節にかかる
新しいメカニズムを解明した。ここで

重要なのは、Pitx2が誘導される事によ
って筋芽細胞の骨芽細胞化が抑制され

る事あり、全身の筋肉が骨化する難病

で あ る Fibrodysplasia Ossificans 
Progressiva (FOP)の予防・治療に光を当
てる可能性を秘める発見である。 

 
 

(2) BMP 添加により全ての細胞において
発現誘導され、骨芽細胞分化成熟期ま

でその高い発現が持続する遺伝子とし

て Hesr1/Hey1を同定した。Hesr1は転
写抑制因子として知られていた事から、

骨芽細胞分化に対して抑制的に働く事

が予想された。ところが Hesr1 のノッ
クアウトマウスを解析した所、骨芽細

胞の in vitro分化実験、in vivoの骨表現
型のいずれも正常であった。ファミリ

ー分子の機能的 redundancyを疑い検索
すると Hesr3/HeyL も骨芽細胞におい
て発現している事が分かったので、こ

のノックアウトマウスも解析したが骨

表現型は認めなかった。ところが、

Hesr1 と Hesr3 のダブルノックアウト
マウスは、骨形成に異常はないものの、

骨吸収が亢進して骨量減少を呈した。

すなわち骨粗鬆症様の骨表現型であっ



た。骨吸収を担う破骨細胞における

Hesr1 と Hesr3 の発現を認めなかった
ので、骨芽細胞とのカップリング異常

を疑ったところ、ダブルノックアウト

骨芽細胞における Opg (破骨細胞分化
抑制因子)の発現が低下している事が
分かり、Opgプロモータ解析を通じて、
Hesr1と Hesr3が Opgの mRNA発現を
促進する事が分かった。すなわち、こ

れまで不明であった BMP の骨芽細
胞・破骨細胞カップリングにおける役

割の一端が明らかとなり、骨粗鬆症の

治療対象として新たな分子標的を提示

する事が出来た。 
 

(3) C3H10T1/2 細胞に BMP を添加すると
軟骨細胞様分化と骨芽細胞様分化が同

時に進行する。ここに Osterixをアデノ
ウイルスで誘導すると劇的に骨芽細胞

に分化の方向がシフトする事を見出し

た。この時に Osterixアデノウイルスで
誘導される遺伝子と、BMP単独添加で
誘導される遺伝子、すなわち内因性

Osterix誘導を伴う骨芽細胞分化を呈す
る MSC において誘導される遺伝子と
共通のものを検索すれば、それはまさ

しく Osterix で誘導される骨芽細胞分
化促進因子である可能性があると考え

てスクリーニングした。 

その結果、機能未知の膜蛋白遺伝子を

同定出来た。この遺伝子の発現パター

ンを in vitroと in vivoで詳しく解析する
と、Osterixのそれと全く一致する事が
分かった。そこでこの遺伝子のプロモ

ータ解析を行い、これが Osterixの直接
標的遺伝子ある事も明らかにした。ノ

ックダウン実験を行うと骨芽細胞

分化が抑制された事から Osterixの
下流で骨芽細胞分化に重要な働き

を担う新たな分子である事が明ら

かとなった。骨基質蛋白以外では

初の Osterix標的遺伝子の発見であ
り、今後はその in vivo 骨形成にお
ける機能の解明が必要である。 
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