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研究成果の概要（和文）：本研究では骨組織における一酸化炭素の役割を調べる目的で破骨細胞特異的な一酸化炭素産
生酵素・ヘムオキシゲナーゼの遺伝子破壊動物を作成した。その結果、作出したマウスは破骨細胞分化に異常は見られ
ないものの、正常動物では観察されない異所性の骨形成が観察されたことから、一酸化炭素は骨リモデリングの制御分
子として機能していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide has been recognized as a gaseous mediator with a variety of physio
logical functions. However, its role in the control of skeletal function is unknown. Carbon monoxide can b
e physiologically generated by enzymes, heme oxygenase (HO). To define the physiological function of carbo
n monoxide in the skeletal tissue, we performed functional analysis of bone metabolism in osteoclast-speci
fic HO knockout mice. The knockout mice showed ectopic bone formation. These results suggest that carbon m
onoxide is essential for normal bone remodeling.
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1. 研究開始当初の背景 
 
 DNA やヒストンのメチル化はエピゲノム制
御機構の一つであり、そのメチル基(-CH3)源
はメチオニン代謝経路によって供給される。
一方、メチオニン代謝酵素群の変異の多くは、
体内で過剰のホモシステイン（および二量体
型のホモシスチン）が蓄積するホモシスチン
尿症とよばれる先天的アミノ酸代謝異常を
引き起こす。なかでもヒト CBS 遺伝子欠損変
異は、高身長・四肢指伸長・漏斗胸などの軟
骨形態異常と続発性骨粗鬆症を呈する。これ
らの骨組織異常は、CBS 欠損に伴う血中ホモ
シスチン濃度上昇に起因するコラーゲン繊
維の架橋異常によるものと考えられている。
しかし、CBS の上流反応を司る MTHFR 遺伝子
の変異個体では、ホモシスチン尿症を呈する
にもかかわらず骨密度変化を示さない。この
事はCBS変異個体における骨組織異常がホモ
シスチン蓄積以外のメカニズムによって引
き起こされる事を示している。また、CBS の
抑制分子である一酸化炭素・CO はマクロファ
ージ系細胞で高発現するヘムオキシゲナー
ゼ-1（HO-1）によって産生され、破骨細胞に
おいても炎症刺激によって HO-1 の著しい発
現増加が観察される。これらの知見から、炎
症性破骨細胞で発現する HO-1 により産生さ
れた CO 分子が、破骨細胞・骨芽細胞・軟骨
細胞内のCBSを介して骨代謝制御因子の遺伝
子発現をエピジェネティックに制御してい
る可能性が考えられた。そこで本研究では、
破骨細胞内 HO-1 と、骨組織の細胞で発現す
る CBS 間の CO 分子を介した機能的関連の証
明と骨組織細胞におけるCBS依存的エピゲノ
ム制御標的分子の同定を重点目標とする。 
 
 
２．研究の目的 
 
ヒトのシスタチオニンβ合成酵素(CBS)遺伝
子欠損は軟骨形態異常・骨粗鬆症などの骨組
織異常を示すが、その発症メカニズムは不明
である。本研究では CBS と、そのアロステリ
ック阻害分子である一酸化炭素(CO)に着目
し、炎症性骨破壊におけるガスメディエータ
ーを介した骨代謝制御機構の解明を目的と
する。特に、マウス遺伝学の手法を駆使する
事で個体レベルでの細胞間遺伝的相互作用
の解明を目指すとともに、次世代型分子イメ
ージング技術・質量顕微鏡法を用いて、細胞
レベルにおける CBS 代謝分子の可視化と、代
謝分子を介した骨代謝制御因子のエピゲノ
ム制御について解明を試みる。具体的には
Cathepsin K-Cre マウスと floxed HO-1 マウ
スを交配する事で破骨細胞特異的 HO-1KO マ
ウスを作出し、正常骨組織における破骨細胞
内の HO-1 生理機能を調べるほか、HO-1 のア
イソフォームである HO-2 を時期組織特異的
に破壊可能な floxed HO-2 マウス、同様に時
期組織特異的に CBS 遺伝子を破壊可能な

floxed CBS マウス、骨細胞特異的な遺伝子破
壊を可能とする Dmp1-T2A-Cre マウスの作出
と、これらの交配による HO, CBS の骨組織特
異的機能の解明を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)破骨細胞特異的 HO-1 KO マウスの解析 
 Cathepsin K-Cre マウスと floxed HO-1 マ
ウス（東北大学 山本雅之教授より分与）の
交配により、破骨細胞特異的 HO-1 遺伝子ノ
ックアウトマウスを作出し、骨組織の表現型
をμCT 及び組織切片作成、マーカー遺伝子の
発現変動により評価する。特に CBS 変異で異
常が観察される軟骨組織・骨密度変化に着目
して解析を行う。また、野生型・KO マウス骨
組織に LPS 投与を行なう事で、炎症性骨破壊
時における HO-1 の機能についても調べる。 
 
(2)floxed HO-2 マウスおよび floxed CBS マ
ウス、骨細胞種特異的 Cre 発現マウス系統の
作出 
 floxed HO-2 の標的ベクターを作成し、相
同組換え体クローンを用いてキメラマウス
の作出を行う（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. floxed HO-2 マウス遺伝子地図 
 
 
さらに、骨細胞特異的遺伝子座に Cre 遺伝子
をノックインした Dmp1-cre マウス系統の樹
立を行なう(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Dmp1-T2A-Cre マウス遺伝子地図 
 
また、floxed CBS マウスの作出も同様に試み
る。 
 
(3)骨組織における HO-1 と HO-2 の高次機能



解析 
 樹立した floxed HO-2 マウスと破骨細胞特
異的 Cre 発現マウスである Cathepsin K-Cre
あるいは骨細胞種特異的なCre発現マウスで
ある Dmp1-Cre を交配する事で骨細胞種特異
的な HO-1 あるいは HO-2、更には HO-1/2 の二
重遺伝子破壊マウスを作出し、骨組織での
HO-1、HO-2 の高次機能解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 一酸化炭素産生酵素であるヘムオキシゲナ
ーゼは骨組織においてマクロファージ系の
骨吸収細胞である破骨細胞では HO-1 が、ま
た間葉系幹細胞から分化する骨細胞では
HO-2 が高発現している。これらの細胞から放
出された CO 分子が骨代謝を制御しているか
否かについて解明する目的で、生体骨組織に
おける HO 高次機能の解明を試みている。こ
れまでに Cre/loxP システムを用いた破骨細
胞特異的HO-1ノックアウトマウスを作成し、
その骨組織を解析したところ、皮質骨の一部
分において異常な骨形成亢進が認められた
ため、現在そのメカニズムを解析中である。
また、骨細胞内の HO-2 機能を明らかにする
目的で、floxed HO-2 ノックアウトマウスと
骨細胞特異的Creリコンビナーゼ発現マウス
の作出を試み、両系統の樹立に成功した。こ
のうち、骨細胞特異的 Cre リコンビナーゼ発
現マウスとして樹立した Dmp1-T2A-Cre 系統
は、2A 配列を用いる事で Dmp1 遺伝子と Cre
遺伝子の両方を含むバイシストロン性 mRNA
を発現するノックインマウスとして樹立し
た事で、この試みにより、従来の Cre トラン
スジェニックマウスや Cre 或いは IRES-Cre
ノックインマウスで問題となっていた発現
特異性の低下や内在遺伝子欠損による異常、
Cre 遺伝子の発現低下を回避し、Cre リコン
ビナーゼを骨細胞種特異的に高発現する極
めて理想的なCre発現マウスとして樹立する
事に成功した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 申請者が新たに樹立に成功した
Dmp1-T2A-Cre ノックインマウス. 2A 配列に
よって内在の Dmp1 遺伝子の発現量に影響を

与える事なく、Cre 遺伝子を骨細胞特異的に
高発現するマウス系統の樹立に成功した。従
来の Creトランスジェニックマウスや Creノ
ックインマウス、IRES-Cre ノックインマウス
等の欠点である発現特異性の低下や発現量
不足、内在遺伝子欠損を克服し、非常に使い
勝手の良い新たなCre発現マウス系統の作出
が可能となった。 
 
 
現在これらの系統を交配し、骨細胞特異的
HO-2KO マウスの樹立を行なっている。HO に
よる骨代謝制御機構について、生体レベルで
解析を行った報告は皆無であり、本研究で得
られた知見はガス分子による骨代謝制御機
構の理解に貢献するものと考える。 
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