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研究成果の概要（和文）：  

骨及び軟骨形成細胞の系譜で特異的 Ikkβを欠失するマウスを用いて、各細胞系譜における
IKK – NFκB シグナル伝達系の役割について解析を行ったところ、Ikkβは骨芽細胞系譜の機能
は関与しないが、軟骨成長板の肥大軟骨層の異常を介して長管骨の短縮を引き起こすことが明
らかとなった。この軟骨成長板の異常は軟骨における Ikkβの細胞自律的な機能ではなく、初
期発生の間葉系細胞由来の間質細胞の環境へ影響を介していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Using osteoblastic cell lineage-specific and chondrocyte specific conditional knockout 
mice, we have investigated the role of IKK – NF-κB signaling axis in cells that contribute 
to bone formation. We found that Ikkβ plays role in mesenchymal cells of limb bud in early 
development. Those cells deregulated the chondrocytes in growth plate of the long bone 
of post natal mice. 
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１．研究開始当初の背景 

骨代謝は、旧来のカルシウム、リン等のミ
ネラル代謝あるいはビタミン D、副甲状腺ホ
ルモン等のホルモン代謝による理解から、現
在は中枢神経系あるいは免疫系等、極めて広
範囲な生体反応が寄与していることが明ら
かにされ、新しいパラダイムを迎え、その包

括的理解には個体レベルの解析が必須であ
ると考えられた。IKK - NF-κB シグナル伝
達系はサイトカイン刺激に応じた生体の炎
症反応や免疫応答において中心的役割を担
うシグナルであるが、骨代謝に関しても、い
わゆる骨免疫学（オステオイムノロジー 
Osteoimmunology）における重要な因子とし
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て 、 主 と し て 骨 芽 細 胞 の 形 成
（osteoclastogenesis）における役割が解析
されてきた。 
骨格形成以後の骨組織は、骨芽細胞と破骨

細胞の相互作用、いわゆる coupling により、
骨改変（remodeling）と呼ばれる一定の恒常
性を維持している。相互作用の主役を担う分
子は骨芽細胞が産生する RANKL（ligand for 
receptor activator of NF-κB）であり、RANK 
を介して破骨前駆細胞の NF-κB が活性化
され、その結果、osteoclastogenesis を促
進する。関節リウマチ等の炎症性病態におい
ては活性化 T 細胞や増殖性滑膜細胞から、
RANKL が分泌され、osteoclastogenesis が
促進されることで恒常性が崩れ、骨破壊が進
行 す る 。 IKK - NF- κ B シ グ ナ ル の 
osteoclastogenesis における役割に関して
は、種々の遺伝子改変マウスを用いた個体レ
ベルの解析により、主に生存シグナルの制御
を介して破骨細胞の成熟に寄与しているこ
とが Michael Karin 博士等のグループによ
り明らかにされていた（Ruocco et al., JJ  EExxpp  
MMeedd, 2005）。一方で、骨改変の他方の担い手
で あ る 骨 芽 細 胞 の 形 成
（osteoblastogenesis）における IKK - NF-
κB シグナル伝達系の意義に関する情報は
極めて少ない状況であった。 

骨芽細胞や軟骨細胞は発生学的に間葉系
幹細胞から分化して生じることが知られて
いる。申請者等のグループは、骨芽細胞の組
織幹細胞と考えられている間葉系幹細胞
（mesenchymal stem cell、 MSC）について、
基礎生物学から骨再生治療への応用まで研
究を展開していたが、その過程において、以
下の知見を見出していた。 
① 骨髄間質細胞（BMSC）の分化能と細胞表

面抗原である CD106（VCAM-1）の間に相
関が認められ、CD106 陽性は、細胞の未
分化状態を示すマーカーであると考えら
れた。 

② CD106 遺伝子の発現制御に IKK - NF-B 
シグナルが関与していることが、強制発
現系及び IKK阻害剤により判明した。 

すなわち、これらの予備結果は IKK - NF-κ
B シグナルが、MSC を未分化状態に維持して
いるシグナルである可能性を示唆するもの
であると考えられた。 
以上の学術的背景より、これまで焦点が当

てられることが無かった骨形成細胞系譜の
細胞群における IKK - NF-κB シグナル伝達
系の意義を解明する必要性があると考えら
れた。 

 
２．研究の目的 
本件研究では、上述の学術的背景を踏まえ、

これまで焦点が当てられることがなかった
骨形成細胞系譜の細胞群における IKK-NF-

κB シグナルの意義を解明する必要性を認
識し、骨代謝における NF-κB シグナル伝達
系の解析を osteoblastogenesis における
役割に注目して解明することを目的とした。 

 

 

 

 

 
具体的には、本研究では、（図１）に示す

ような遺伝子改変マウスを用いて、間葉系幹
細胞（MSC）から骨細胞にいたる骨形成細胞
系譜において細胞特異的に NF-κB シグナ
ル伝達系において中心的役割を担うことが
知られている IKKβを欠失させることで、こ
れまで未知であった osteoblastogenesis に
おける NF-κB シグナル伝達系の意義を解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

申請者等は、研究開始当初、既に、Karin 博
士から IKKβ のコンディショナルノックア
ウト（IkkβF/F）マウスの提供を受けていた。
また、未分化間葉系細胞マーカーである 
Prx1 遺伝子及び骨芽細胞マーカーである 
Col1α-1 遺伝子のプロモーター制御下で 
Cre リコンビナーゼを発現するマウスも既
に有していた。更には、前骨芽細胞のマーカ
ーである Osterix 遺伝子により作動する 
Cre リコンビナーゼを発現するマウスと軟
骨細胞のマーカーである Col2a1 遺伝子に
より作動する Cre リコンビナーゼを発現す
るマウスを入手することになっていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
これらの系統の交配によって得られる各

細胞譜系特異的ノックアウトマウスを作製
することにより、間葉系幹細胞（MSC）から
骨細胞にいたる骨形成細胞系譜において細
胞特異的に NF-κB シグナルの制御において
中心的な役割を果たす IKKβの遺伝子を欠
失させたマウスを作製する。各細胞系譜に関
する概要は、図２に示した通りである。得ら
れた各細胞特異的 Ikkβ欠損マウスを発生

図 2．骨芽形成細胞の系譜及び軟骨細胞特異

的な Ikkβの欠失の概要 

 

図 1．本研究で用いた発生工学的手法 



 

 

の段階を追って経時的に観察し、骨格形態の
肉眼的及び軟 X 線撮影による評価を行う。
明らかな異常が認められた場合は、適切な時
期に犠死させ詳細な組織学的検討を行う。更
に、各細胞特異的 Ikkβ欠損マウスを定期的
に擬死させ、骨形態に関してマイクロ CT を
中心とした画像解析機器による定量的解析
を行う。 

上記解析により骨形成細胞系譜特異的な 
Ikkβ欠失マウスにおいて骨形成に異常が確
定した場合、原因となる細胞における IKK 
の活性化機構、更には、下流の NF-κB の活
性化とその標的遺伝子を分子レベルで明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
 まず、骨芽細胞における IKK - NF-κB シ
グナルの働きを検討するために、骨芽前駆細
胞において  IKKβを欠失させた  Ikkβ
F/F;Col1a1-Cre マウスと骨芽細胞において 
IKKβを欠失させた IkkβF/F;Sp7-Cre マウス
を解析した。米国カリフォルニア大学ロサン
ゼルス校（UCLA） の Wang らのグループは 
dominant negative 型 IKKγの遺伝子を細胞
特異的に強制発現するマウスを作製して、骨
芽細胞において IKK – NF-κB シグナル伝達
系を阻害すると海綿骨の骨量と骨密度が増
加したと報告した（Chang et al., NNaattuurree  MMeedd , 
2009）が、我々のコンディショナルノックア
ウトマウスでは、骨形成能に関して、何の異
常も認められなかった。我々のマウスは 
Wang 等がトランスジェニックマウスで用い
られたのと同じ Col1a1 遺伝子及び Sp-7 
遺伝子の制御領域によって Cre リコンビナ
ーゼを発現させて IKKβを欠失させたマウ
スを用いており、原理的には同じ細胞系譜に
おける IKK – NF-κB シグナル伝達系の機能
に関する遺伝子改変マウスである。しかし、
彼等は dominant negative 型 IKKγ遺伝子
の強制発現系を用いており、この系はしばし
ば artificial な（生理的状況を反映してい
ない）結果を生むことが知られており、今回
も、彼らの結果は artifact であると考えら
れる。以上により、我々は、IKK – NF-κB シ
グナル伝達系は骨芽細胞の系譜においては
必須でないと結論付けた。 

次に、骨形成細胞の体性幹細胞である間葉
系幹細胞において IKKβを欠失させた Ikk
βF/F;Prx1-Cre マウスにおける骨形成能につ
いて検討した。当該マウスは、出生直後には
明らかな異常は認めなかったが、2週齢以降、
比較対照群のマウスに比べて四肢の短縮を
認めた（図３、参照）。そこで長管骨の形態
を解析したところ、成長板の長さが短縮して
おり、層別の解析から短縮は肥大軟骨層の短
縮に起因するものであることが明らかとな
った。このことより、IkkβF/F;Prx1-Cre マウ

スでは成長板軟骨の、特に、肥大軟骨層に異
常を来し、その結果、長官骨の短縮という表
現型を示したと解釈できる。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肥大軟骨層にの異常について詳細なる原因
の追及を試みた。まず、IKK-NF-κB シグナ
ル伝達系の軟骨細胞そのものにおける自律
的な機能の関与の可能性が考えられたので、
軟骨細胞において IKKβを欠失させた Ikkβ
F/F;Col2a1-Cre マウスを作製した。しかし、
当該マウスでは、IkkβF/F;Prx1-Cre マウスに
おいてみられた四肢の短縮はみられなかっ
た。このことより、IkkβF/F;Prx1-Cre マウス
で観察された肥大軟骨層の短縮は、Col2 陽
性軟骨細胞系譜以外の細胞における Ikkβ 
欠損に起因するものであることが示唆され
た。一つの可能性として成長板周囲に存在す
る細胞で発生過程において Prx1 を発現し
た間葉系細胞由来の細胞が成長板中の軟骨
細胞の分化、増殖に影響していることが考え
ら れ た 。 そ の 候 補 と し て 軟 骨 膜
（perichondrium）に存在する間葉系幹細胞
由来の細胞に焦点を当て、現在、解析を継続
中である。また、付随して、IkkβF/F;Prx1-Cre 
骨髄中の血液幹細胞の動態に変化があるこ
とを見出した。このことは、骨髄中の軟骨膜
あるいは骨膜（periosterium）の IKKβが軟
骨前駆細胞だけでなく血液幹細胞の微小環
境、いわゆるニッチェ（niche）に影響して
いることを示唆するものと考えられる。 
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