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研究成果の概要（和文）： 
骨リモデリングは，破骨細胞による骨吸収と，骨芽細胞/骨細胞による骨形成からなる一連のプ
ロセスである。本研究では、EphA2 ノックアウトマウスと EphA2 阻害剤などを利用し、ephrinA2
がカップリングインヒビターとして働くこと、さらに骨の石灰化制御因子であることが明らか
になってきた。またリモデリング異常により骨基質が増加する Fra1 トランスジェニックマウス
では、肺線維症を発症することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bone remodeling is a process in which osteoclastic bone resorption is followed by bone 
formation by osteoblasts/osteocytes. In this study, we found that ephrinA2 produced by 
osteoclasts is a coupling inhibitor, which suppresses bone mineralization. Furthermore, 
Fra-1 transgenic mice, which show overproduction of bone matrix due to impaired bone 
remodeling exhibit pulmonary fibrosis.    
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１．研究開始当初の背景 
（１）ephrin-Eph と骨リモデリング 
B型のephrinB2リガンドは成熟破骨細胞に発
現している。その受容体は破骨細胞には存在
しない。骨芽細胞は EphB4 に代表される
ephrinB2 の受容体を発現する。われわれは、
破骨細胞と骨芽細胞の細胞間相互作用により、
骨吸収は抑制され、骨形成が促進することを
示し、ephrinB2 がカップリングファクターと

して働くことを提唱した（Zhao et al, 2006）。 
 
（２）Fra-1 トランスジェニックマウスでは
骨芽細胞による骨形成が過剰になるというリ
モデリング異常により、骨髄が埋まるほどの
骨形成が進行性に起こるが(Jochum et al, 
2000)、そのメカニズムは不明であった。わ
れわれは、骨芽細胞の培養細胞系で、骨形成
亢進のメカニズムを解析しようとしたが、単
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離された骨芽細胞の分化やカルシウム沈着は、
Fra-1 の強制発現によって亢進しなかった。
そこで、異なる細胞間の相互作用が重要であ
ると考えられ、Fra-1 トランスジェニック個
体を解析する必要に迫られた。 
 
（３）骨細胞による骨融解がリモデリングに
寄与しているという仮説は長い間議論されて
きたが、骨切片を用いた２次元的な解析によ
る骨小腔の体積測定が行われるようになった。
われわれは、放射光によるＸ線顕微鏡による
３次元的計測によってこそ、授乳期における
骨小腔体積の増大を証明できるのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、 破骨細胞、骨芽細胞、さらに
骨基質に埋まっている骨細胞の細胞間相互作
用に係る分子群を対象に、以下の作業仮説に
従い骨リモデリング機構を解明することを目
的とした。 
【作業仮説１】 膜タンパクである ephrinA2
と、その受容体である EphA2 あるいは EphA4
との相互作用が骨リモデリングを制御する。
【作業仮説２】授乳期に母乳にカルシウムを
動員するにあたり、骨表面の破骨細胞と骨細
胞との相互作用が起き、骨細胞による骨融解
がおこる。 

さらに、様々な条件下で、転写因子 Fra-1, 
RANKLのデコイ受容体であるosteoprotegerin 
(OPG)など、骨リモデリングに関わる分子の
挙動解析を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）EphA2 ノックアウトマウスと EphA2 阻
害剤などを利用し、A型 ephrin の生体内にお
ける機能を解析した。特に EphA2 のノックア
ウトマウスから摘出した長管骨の解析で、サ
ンプル数を統計解析に十分な数まで増やして
マイクロ CT と骨形態計測を行った。EphA2 の
低分子インヒビターに加えて、ペプチドイン
ヒビターを用いた実験を行い、骨器官培養系
を構築した。また、骨芽細胞の産生する基質
小胞を電子顕微鏡やFACSを用いて解析した。 
 
（２）骨硬化症を発症する Fra-1 トランスジ
ェニックマウス（Jochum et al, 2000）を様々
な条件下（リポ多糖体投与、抗がん剤投与）
で、骨や肺などの臓器の遺伝子発現を定量PCR
で、組織像を組織学的方法で解析した。Fra-1
コンディショナルノックアウトマウスもスペ
イン国立がん研究所との共同研究で活用した。 
 
（３）放射光施設 Spring-8 で得られたＸ線
顕微鏡像を解析し、骨小腔体積の定量化を試
みた。非交配の対照マウス群と授乳マウス群
の腓骨を摘出し、70%エタノール固定後に風

乾したものをサンプルとして計測に用いた。 
 
４．研究成果 
（１）ephrinA2 の受容体として働く EphA2 を
欠損する遺伝子改変マウスから摘出した長管
骨の解析で、マイクロ CT と骨形態計測を行
い、石灰化の亢進（類骨面の増加）を見出し
た。さらに、EphA2 の低分子インヒビターに
加えて、ペプチドインヒビターを用いた実験
を行い、骨器官培養においても 72 時間以内
に石灰化が亢進することを見出した。このこ
とは、ephrinA2-EphA2 の相互作用が骨石灰化
を抑制していることを示唆する（図）。骨石
灰化の抑制は、リン酸カルシウムを含有する
基質小胞（Matrix vesicle）の産生制御にあ
るものと考えられた（米国骨代謝学会招待講
演。論文再投稿中）。 
 

Matsuo, K. IBMS BoneKEy 9, Article 
number: 39 を改変。 
 
（２）Fra1 トランスジェニックマウスでは、
間質性肺炎と肺線維症を発症することが分か
った。このことは、骨基質だけでなく、肺に
おける細胞外基質産生も亢進していることを
示唆する。さらにリポ多糖体（LPS）を腹腔
投与すると、Fra-1 の転写が誘導され、Fra-1
が転写因子として MCP-1 などのケモカインの
産生を上昇させて肺へのマクロファージの動
員を促進すること、しかも Fra1 が存在しな
いマウスでは、この現象が起こらないことを
示した （Takada et al, 2011）。Fra-1 の発
現誘導は、イレッサによる副作用として間質
性肺炎が起こる作用機序そのものであると考
えられ、イレッサ以外のいくつかの EGF 受容
体阻害剤では認められない生物活性であった
ことから、イレッサに特異的なオフターゲッ
ト効果であると考えられた（論文投稿中）。 
Fra-1 トランスジェニックマウスでは、炎

症性サイトカインの発現が軒並み低下してお
り、このような免疫系の環境が、破骨細胞に



 

 

よる骨吸収の低下と、骨芽細胞による骨形成
の促進の土台となっているものとも考えられ
る。Fra-1 の骨細胞における機能は現在まで
のところ不明である。 

肺と骨の両方で、間葉系細胞（肺線維芽細
胞と骨芽細胞）の増生と活性化が認められた
ことから、共通の分子機構でこれらの細胞が
制御されている可能性がある。 
 
（３）高輝度放射光施設 SPring-8（兵庫）で
X 線微分位相顕微鏡を用いた３次元再構築デ
ータを引き続き解析し、学会発表を行った（論
文準備中）。Spring-8 における解析は、時間
がきわめて限られており、統計学的処理に必
要なサンプル数を得るのが容易ではない。そ
こで、実験室レベルで使用できるナノ CT を
活用して、さらに解析を進めることとした。 
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