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研究成果の概要（和文）：p130CasOCL-マウスは、破骨細胞は存在するものの、大理石骨病を呈した。p130CasOCL-マウ
スの骨髄細胞は野生型マウス同様に破骨細胞へと分化したが、アクチンリング形成と象牙片上での吸収窩形成が障害さ
れた。p130CasOCL-マウス由来の破骨細胞はβ3インテグリンやc-Srcのリン酸化などは正常であったが、アクチンの再
構成に関わるRac1の活性は低下し、その局在も細胞質全体に分散していた。また、p130CasOCL-マウス由来の破骨細胞
ではDock5がc-SrcやPyk2と会合できなかった。以上よりp130Casは破骨細胞による骨吸収に深く関与することが考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of p130Cas on osteoclastic bone resorption, we generated o
steoclast-specific p130Cas conditional knockout (p130CasOCL-) mice. p130CasOCL- mice exhibit a high bone m
ass phenotype caused by defect in multinucleation and cytoskeleton organization causing bone resorption de
ficiency. Bone marrow cells from p130CasOCL- mice were able to differentiate into osteoclasts in vitro. Ho
wever, osteoclasts from p130CasOCL- mice failed to form actin rings and resorb pits on dentine slices. Alt
hough the initial events of osteoclast attachment, such as ntegrin or Src phosphorylation, were intact, th
e Rac1 activity that organizes the actin cytoskeleton was reduced, and its distribution was disrupted in p
130CasOCL- osteoclasts. Dock5, a Rho family guanine nucleotide exchanger, failed to associate with Src or 
Pyk2 in osteoclasts in the absence of p130Cas. These results strongly indicate that p130Cas plays pivotal 
roles in osteoclastic bone resorption.
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１．研究開始当初の背景 

小児の成長期では様々なホルモンや局所因
子が骨のリモデリングを調節し、顎骨をはじめ骨
格の成長を促すことが知られている。近年、喘息
などのアレルギー疾患を持つ小児の増加により、
ステロイド製剤は必要不可欠となっている。ステ
ロイドは強力な抗炎症作用や免疫抑制作用を
有し、喘息やアレルギー疾患などの治療に効果
的である一方、小児患者においては成長障害
や骨粗鬆症などの副作用が重大な問題となって
いる。またステロイド使用患者の３〜５割が続発
性骨粗鬆症を惹起すると言われている。 

成人における続発性ステロイド性骨粗鬆症の
治療および管理には、破骨細胞をターゲットとし
たビスホスホネート(BP)が第一選択薬として用い
られている。しかし、BP の長期投与による骨質
の低下や、特に近年報告されている顎骨壊死な
どの副作用が問題視されている。また、小児に
BP を長期投与すると成長抑制が報告されており、
BP 投与の適応症は重篤な骨形成不全症などに
限られている。多くの問題を抱えながらもBPのよ
うに破骨細胞を特異的にターゲットとした治療は
続発性ステロイド性骨粗鬆症治療に有効である。
しかし、成長期の小児においては、骨成長を抑
制せず、かつリバーシブルな骨吸収抑制剤の開
発が望まれている。 

骨の成長を抑制せずに、骨吸収を抑制する
ためには、破骨細胞をターゲットにして骨吸収を
自由に制御できることが理想である。つまり、破
骨細胞の骨吸収そのものを抑制することが考え
られるが、骨のリモデリングサイクルが約３ヶ月で
あることを考慮すると、破骨細胞の分化を制御す
るよりも、破骨細胞の骨吸収そのものを制御する
方が即効性を期待でき、より効果的であると思わ
れる。このような観点から、破骨細胞の骨吸収の
分子機構を解明することが、小児続発性ステロイ
ド性骨粗鬆症の治療に関する重要な手がかりに
なると考えた。 

1991年にSorianoらはc-src欠損マウスでは、
破骨細胞が存在するものの骨吸収できないこと
による大理石骨病になることを報告した。このこと
は破骨細胞の骨吸収にc-Srcとc-Srcキナーゼの
基質となる分子が必須であることを意味する。し
かし、c-Srcの下流に位置し、破骨細胞の活性化
に関与する分子は未だ明らかになっていない。
Crk-associated substrate（p130Cas）はアクチン
の再構成に関与するアダプタータンパク質であり、
我々はこれまでにc-Src欠損マウス由来の破骨
細胞ではp130Casのチロシン残基がリン酸化さ
れないことから、p130Casがc-Srcの下流分子とし
て破骨細胞による骨吸収に関与する可能性が
示唆された。しかし、p130Cas欠損マウスは胎生
初期に致死となるため、破骨細胞による骨吸収
におけるp130Casの役割については不明であっ
た。そこで我々は破骨細胞特異的にp130Casを
欠損した（p130CasOCL-）マウスを作製し、解析し
た。 

 

２．研究の目的 
本 研 究 は 、 c-Src の 下 流 分 子 と し て 働 く

p130Cas の破骨細胞による骨吸収機構を明らか
にし、将来有望な小児続発性ステロイド性骨粗
鬆症の治療へ展開できる可能性を探索すること
を目指す。 
 
３．研究の方法 
⒈  破骨 細胞 特 異 的 p130Cas ノック アウト
p130CasOCL-の作製と表現型の解析 

広島大学原爆放射線医学研究所 本田 
浩章教授との共同研究で p130Casflox マウスを
供与頂いた。また東京大学分子生物学研究所 
加藤 茂明教授からカテプシン K-Cre マウスを
供与頂き、これらを交配し、p130CasOCL-マウス
を作製した。８週齢オスの p130Casflox/flox（対照）
および p130CasOCL-マウスの大腿骨•脛骨を摘
出し、軟 X 線撮影、マイクロ CT 撮影、pQCT に
よる骨密度測定および通法に従って、骨形態計
測をおこなった。 
⒉  p130CasOCL- マ ウ ス 由 来 の 破 骨 細 胞 の
p130Cas の発現確認 

対照および p130CasOCL-マウスの骨髄細
胞より分化した破骨細胞前駆細胞および破骨
細胞の全タンパク質を調製した。各細胞にお
ける p130Cas および Src 関連分子の発現を
各々の抗体を用いてウェスタンブロッティング
法 で 確 認 し た 。 さ ら に 対 照 お よ び
p130CasOCL- マ ウ ス 由 来 の 破 骨 細 胞 を 抗
p130Cas 抗体を用いて免疫染色を行い、
p130Cas の発現を検討した。 
⒊ p130CasOCL-マウス由来の破骨細胞の骨吸
収能の検討 

対照および p130CasOCL-マウス由来の破
骨細胞を TRAP とファロイジンの二重染色を行
った。また、各マウス由来の骨髄細胞、破骨細
胞前駆細胞および破骨細胞の全 RNA を調製
し、他の骨吸収マーカー（DC-STAMP, MMP9, 
Cathepsin K）の発現をリアルタイム PCR 法で
比較検討した。さらに、各マウス由来の骨髄細
胞を調製し、コラーゲンゲル上でマウス初代骨
芽細胞と活性型ビタミン D３存在下で培養した。
コラゲナーゼ処理により形成された破骨細胞
を回収し、象牙片上で 48 時間培養した。象牙
片上でTRAPおよびファロイジンの二重染色し、
アクチンリングを有する TRAP 陽性多核細胞
数を計測した。細胞を剥がした後に、ヘマトキ
シリン溶液で吸収窩を染色し、吸収窩面積を
定量した。 
⒋  p130CasOCL-マウス由来の破骨細胞への
p130Cas の遺伝子導入 

p130CasOCL-マウス由来の骨髄細胞に野生
型 p130Cas および p130Cas の SH3 ドメインを欠
失 し た ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 型 p130Cas
（CasSH3）を遺伝子導入後、RANKL で刺激し、
破骨細胞を誘導した。形成された破骨細胞を
TRAP 染色とファロイジン染色を行い、アクチンリ
ング形成を評価した。また野生型およびドミナン



トネガティブ型 p130Cas の発現は抗 p130Cas 抗
体を用いたウェスタンブロッティング法で検討し
た。 
 
４．研究成果 

８週齢オスの p130CasOCL-マウスでは、同腹
の Control マウスと比較して X 線不透過像の亢
進、海綿骨•皮質骨の増加、および骨密度の増
加が認められた。さらに骨量（BV/TV）、海綿骨
の厚さ（Tb.Th）、海綿骨数（Tb.N）の増加と海綿
骨間隙（Tb. Sp）の縮小が認められた。 

各マウスの脛骨遠位端切片を作製し、TRAP
染色を行ったところ、p130CasOCL-マウスでは対
照マウスと比較して多数の破骨細胞が認められ
た。また、骨吸収パラメーターの検討においても、
p130CasOCL-マウスでは対照マウスと比較して多
核の破骨細胞が多い傾向が見られた。骨量は
骨形成と骨吸収のバランスによって制御されて
いるので、骨吸収の低下による骨形成への二次
的な影響を検討するために、各マウスにカルセ
インラベリングを行い、骨形成パラメーターにつ
いて検討した。両マウス間において、カルセイン
のラベル間隔、骨石灰化面（MS）、骨石灰化の
割合（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）および骨
形成速度（BFR）に変化はなかった。 

対照および p130CasOCL-マウスの骨髄細胞
から分化した破骨細胞前駆細胞および破骨細
胞の全タンパク質を調製した。各細胞における
p130Cas、Src のリン酸化、p130Cas の上流に存
在する Pyk2 のリン酸化、Src の基質の１つと言わ
れている Paxillin のリン酸化、破骨細胞分化のマ
スターレギュレーターであるNFATc1および破骨
細胞の骨吸収に重要なVav3 の発現を各々の抗
体を用いてウェスタンブロッティング法で確認し
た 。 p130CasOCL- マ ウ ス 由 来 の 破 骨 細 胞 で
p130Cas の発現が有為に低下していたが、他の
分子の発現量は両マウス由来の破骨細胞で変
化なかった。また、骨髄細胞をRANKL存在下で
培養しても、破骨細胞に分化しない細胞も存在
す る た め 、 各 マ ウ ス 由 来 の 破 骨 細 胞 を 抗
p130Cas 抗体を用いて免疫染色を行ったところ、
p130CasOCL- マ ウ ス 由 来 の 破 骨 細 胞 で は 、
p130Cas の発現が確認できず、ファロジン染色
においても、アクチンリングの形成は殆ど認めら
れなかった。対照および p130CasOCL-マウス由
来の破骨細胞を TRAP 染色とファロイジン染色
の二重染色を行ったところ、p130CasOCL-マウス
由来の破骨細胞は多数形成されたが、対照マウ
ス由来の破骨細胞と比較して小さく、アクチンリ
ングを有する破骨細胞は殆ど存在しなかった。
また、各マウス由来の骨髄細胞、破骨細胞前駆
細胞および破骨細胞の全 RNA を調製し、破骨
細胞の融合に関わる DC-STAMP、 破骨細胞の
有 機 質 の 分 解 に 関 与 す る MMP9 お よ び 
Cathepsin Kの発現をリアルタイムPCR法で比較
検討したが、これらの発現は、両マウス由来の破
骨細胞間において変化なかった。しかし、アクチ

ンの再構成に関わる Rac1 の活性は低下し、そ
の局在も細胞質全体に分散していた。また、
p130CasOCL-マウス由来の破骨細胞では Rho フ
ァミリーの活性調節に関わる Dock5 が c-Src や
Pyk2 と会合できなかった。 

p130CasOCL-マウス由来の骨髄細胞に野生
型 p130Cas および CasSH3 を遺伝子導入後、
形成された破骨細胞を TRAP 染色とファロイジン
染色を行ったところ、野生型 p130Cas 遺伝子を
導入すると、アクチンリングを有する破骨細胞が
誘導されたが、empty および CasSH3 発現ベク
ターでは、アクチンリングを有する破骨細胞は形
成されなかった。 
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