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研究成果の概要（和文）：本研究は、軟骨発達・骨格発達における p38 MAP キナーゼの生理的

な機能を解析し、骨格発達の分子メカニズムの知見を深める目的で行った。具体的には、p38
遺伝子アルファアイソフォームの軟骨特異的なノックダウンを 3 系統のマウスを解析した。そ

の結果、いずれのマウス実験系においても明らかな発達異常は認められず、p38 アルファアイ

ソフォームの余剰性もしくは他のアイソフォームによる相補性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the molecular roles of p38 alpha 
MAP kinase in cartilage and skeletal development. Briefly, we analyzed 3 independent 
lines of cartilage specific conditional knock-out mice of p38 alpha isoform. We did not found 
significant growth and developmental failure in mice, suggesting that p38 alpha isoform 
might be complemented by other isoforms or redundant. 
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１．研究開始当初の背景 
骨格の成長を制御する骨端部成長板軟骨細
胞の増殖や分化は Parathyroid hormone 
related peptide (PTHrP) ， Bone 
Morphogenetic Protein (BMP) ， Indian 
hedgehog (Ihh)，FGF(線維芽細胞増殖因子)
など様々な分子シグナルによって制御され
ている．申請者は Ihh, FGF, BMP の軟骨細
胞の増殖・分化に関する作用機序について報

告してきた 1-5)．これらのサイトカインシグナ
ルは，それぞれの細胞内シグナル伝達の経路
を介して生物学的な作用を発現するが，細胞
の増殖，分化，ストレス応答，細胞死などに
関連するいくつかの普遍的な細胞内シグナ
ル経路の存在が知られている．Mitogen 
activated protein kinase (MAP kinase) 
family の一つである p38 kinase もその一つ
であり，いくつかの細胞種で細胞分化，最終
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分化に関与することが報告されている．これ
までにp38が培養軟骨細胞において軟骨細胞
の分化に影響していることが示されてきた．
しかしながら，p38 の活性が軟骨細胞の増殖
に対する作用には相反する報告がなされて
いる．さらにこれらの研究はすべて in vitro
での細胞培養実験やp38の活性阻害実験よる
ものであり，生体での p38 分子機能やその上
流因子の機能を正確に表しているとは言い
難い．そこで in vivo での軟骨細胞の増殖・
分化，軟骨内骨化に対する生理的な p38 の機
能を明らかにし，種々のサイトカインシグナ
ルの下流としてp38が存在する意義を明らか
とすることを目的とし，本研究を計画してい
る．p38 にはα, β, χ, δ の 4 つのアイソフォー
ムが存在する．このうち最も発現が優位とさ
れる α サブユニット遺伝子に焦点を絞って
研究する考えにいたった．他の研究グループ
によって p38αのノックアウトマウスは作成
されているが，胎生 10.5 日で致死であり，軟
骨内骨化過程は検討できていない．骨格形成
過程における p38αのシグナル特異性につい
て解析するためは，軟骨特異的に p38αを欠
損させたマウスを作製し，その発達過程を組
織学的に，分子組織学的に評価する必要があ
ると考えられた． 
一方、ひとたび形成された骨格は種々の炎症
反応により関節軟骨の破壊や破骨細胞によ
る骨破壊がおこり病的状態が生じる。この軟
骨破壊や破骨細胞の活性化での p38 MAP キ
ナーゼの機能解析を同じシステムを用いて
検討を行い、骨格形成と維持における p38 遺
伝子の機能の解析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
長管骨・椎骨・下顎骨関節突起・一部の頭蓋
骨などの骨格は，軟骨原基の発達，軟骨細胞
の増殖，分化，骨化を経て発達・成長する内
軟骨性骨化様式で発達する．その軟骨の発達
には多くの重要なサイトカインシグナルが
密接に関連しており、発達と成長が制御され
ている。それぞれの重要なサイトカインシグ
ナルを考えると、共通したシグナル伝達経路、
p38 MAP キナーゼが存在し、実際多くの研
究者が軟骨発達におけるp38の重要性を示唆
している。 
本研究はその内軟骨性骨化や軟骨の維持に
おける p38シグナルの機能を軟骨特異的 p38
遺伝子欠損マウスの解析を通して明らかに
するものである． 
 
３．研究の方法 
（１）発達過程のマウス軟骨組織でのp38 MAP
キナーゼの発現 
 胎生 16.5 日マウス脛骨切片で齢免疫染色
法にて p38 アイソフォーム（α, β, χ, δ）の発
現を検討した。さらに、新生マウス肋軟骨よ

り分離、培養した初代軟骨細胞の全細胞タン
パクを用いてウエスタンブロット法で p38ア
イソフォーム（α, β, χ, δ）の発現を検討した。 
（２）軟骨特異的 p38α欠損マウスの作成と解
析 
 軟骨特異的遺伝子欠損は cre-loxP システ
ムを用いた。軟骨特異的に cre リコンビナー
ゼを発現するトランスジェニックマウスは 2
種類のプロモーターで 2系統のマウスを使用
した。すなわち、軟骨特異的な細胞外基質で
あるⅡ型コラーゲン遺伝子のプロモーター
下流に cre 遺伝子を組み込んた col2α1cre
マウス（米国 MD アンダーソン研究所 ベー
リンガー博士より供与）と XI 型コラーゲン
遺伝子プロモーター下流に組み込んた
col11α2-cre マウス（大阪大学 妻木博士よ
り供与）を使用した。 p38 マウスには p38α
遺伝子に領域に loxP 領域を組み込んだ p38α 
flox/flox マウス（大阪大学 大津博士より
供与）を用い、さらに一部の実験では、flox
マウスの片方のアレルを欠失させたマウス、
すなわちコンベンショナルな p38αノックア
ウトマウス；p38α +/- （大阪大学 大津博
士より供与）と flox/flox マウスと掛け合わ
せえられた p38α flox/- マウスを用いて
cre マウスと交配させた。交配させて得られ
たマウスの遺伝子型は PCR 法にて決定し、
p38αタンパク発現の欠失、減少は免疫染色法
で確認した。 
（３）p38α変異マウスの軟骨表現型の解析 
 マウス 
 p38a flox/flox;cre マウス、p38α 
flox/-;cre マウスの胎生 16.5 日齢、1週齢
の脛骨切片を作成し、同腹の対照マウスと比
較した。 
 妊娠 16.5 日目のマウス腹腔内に BrdU を投
与し、2時間ラベルした。軟骨細胞の増殖能
は、BrdU 免疫染色での陽性細胞を検出し検討
した。 
（４）p38α変異マウスでの関節炎モデル実験。 
 マウス関節炎モデルには C57BL6 系マウス
でも容易に関節炎が作成される Antigen 
Induced Arthritis モデルを用いた。すなわ
ち、生後 8週齢マウス後肢膝関節周囲に免疫
アジュバント、とメチル化ウシ血清アルブミ
ンを注射し関節炎を誘導した。関節炎による
軟骨破壊はパラフィン切片のサフラニン O染
色性で評価した。 
（５）破骨細胞分化における p38αの発現と細
胞への影響 
 マウス培養破骨細胞での p38アイソフォー
ムの発現を免疫蛍光染色法で検討した。 
 成体 p38α flox/flox マウスの大腿骨、脛
骨、上腕骨の骨髄腔の洗浄液に含まれる骨髄
由来単核球細胞を比重勾配遠心法で分離し、
M-CSF, sRANKL 存在下に培養し、破骨細胞分
化を誘導した。培養 3日目に cre リコンビナ



ーゼアデノウイルスを感染させ、破骨細胞分
化を TRAP 染色で検討した。また、破骨細胞
に分化したのち、M-CSF, sRANKL を含まない
培地で培養し、生存細胞を観察した。 
 
４．研究成果 

発達過程の軟骨組織でのアイソフォーム
の分布を，免疫組織染色，ウエスタンブロッ
ト法で調べた結果，p38αが優位に発現し，他
のアイソフォームの発現は非常に弱いこと
が明らかとなった．p38αタンパクは胎生 16.5
日齢の脛骨軟骨で、関節周囲の増殖軟骨細胞、
増殖層の円柱状増殖軟骨細胞、最終分化した
肥大軟骨細胞の細胞質と核内に染色性を示
した。ほかのアイソフォームは β > χ > δ の
順に弱い染色性を示した。 
 

軟 骨 特 異 的 ノ ッ ク ア ウ ト は p38α 
flox/flox; col2 α1 cre 、 お よ び  p38α 
flox/flox; col11α1 cre を作成した．Col2
プロモーターでの cre 発現も軟骨特異的で、
col11 プロモーターでの cre 発現も軟骨特異
的であり、関節や周囲組織での発現には
col11 プロモーターが有利と考えて作成した。
それぞれの遺伝子型の繁殖、交配、に時間が
かかったため，その間、片方の p38α遺伝子ア
レルを欠失させ creリコンビナーゼを導入し
た p38α flox/-; col11α2cre マウスを作成
した。 

免疫染色でそれらの p38α変異マウス軟骨
での p38 発現を確認したところ、すべてのマ
ウスで p38αタンパクの染色性を弱く認め、そ
のコンディショナルノックアウトは不完全
であった。しかし、部分的に減弱され、ノッ
クダウンされている状態であった。胎生 16.5
日齢と生後 1 週齢の脛骨組織では最も p38α
発現が低い p38α flox/-; col11α1 cre マウ
スも同腹の対照マウスと組織学的構築、細胞
形態に変化なかった。円柱状増殖軟骨細胞の
BrdU 陽性率も有意差なかった。 

p38α flox/－; col11α2 cre マウスに免疫
アジュバントとメチル化 BSAで実験的に誘導
した関節炎実験では、変異マウスではサフラ
ニン O染色の染色性が消失し、関節炎・関節
破壊をきたしやすいことが示唆された。 
 以上より、p38α遺伝子は、発達過程の軟骨
細胞に優位に発現していたが、軟骨特異的に
その発現を低下させても組織学的、細胞形態
的に明らかな変化はなく細胞増殖能にも影
響しなかった。しかし、種々のメカニカルス
トレスや炎症反応のかかる環境下では軟骨
組織、軟骨細胞の維持に関与していることが
示唆された。 

破骨細胞での p38α 欠損細胞は in vitro
で p38α flox/flox マウス骨髄由来マクロフ
ァージ破骨細胞分化を誘導する実験系にお
いて，種々の分化段階で cre リコンビナーゼ

を導入しその破骨細胞分化と破骨細胞のサ
バイバルを検討した．その結果 p38α発現をノ
ックダウンさせても初期の破骨細胞分化に
影響はなかった。一方，破骨細胞の生存はは
抑制された．p38 MAP キナーゼシグナルは破
骨細胞の細胞死に関与する可能性が示唆さ
れた。 
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