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研究成果の概要（和文）：当講座で樹立した骨芽細胞特異的Bcl-2 tgマウスは、骨細胞ネットワークが破綻し、非荷重
実験で骨量が減少せず破骨細胞の誘導が起こっていなかった。非荷重下で骨細胞により骨芽細胞に誘導される因子を探
索したところ、解糖系の酵素Pdk4およびグルココルチコイドレセプターに結合するシャペロン複合体の１構成分子であ
るFkbp5を同定した。Pdk4 KOマウスは、非荷重時の骨量減少が認められず、野生型マウスで見られる骨芽細胞での非荷
重時のRanklの発現誘導も認められなかった。現在、Fkbp5 KOマウスの解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：We established human Bcl-2 transgenic mice under the control of mouse 2.3 kb 
Col1a1 promoter. Osteocyte processes were reduced depending on the expression levels of the transgene. We 
identified a novel mechanical stress-responsible genes, pyruvate dehydrogenase kinase 4 (Pdk4), FK506 
binding protein 5 (Fkbp5), whose expression was upregulated in osteoblasts at the unloaded condition, 
using Bcl-2 transgenic mice with the disrupted osteocyte function. The bone of the Pdk4 KO mice normaly 
developed. At unloading, however, bone volume was reduced due to enhanced osteoclastogenesis and Rankl 
expression in wild-type mice but not in Pdk4 KO mice. These findings indicate that Pdk4 plays an 
important role in bone loss at unloading by promoting osteoclastogenesis. We analyze Fkbp5 KO mice now.

研究分野： 細胞生物学
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１． 研究開始当初の背景 

近年の高齢化社会において、長期臥床により

骨量が減少すること（不動性骨粗鬆症）が大き

な問題になっている。不動性骨粗鬆症では、骨

形成は低下、骨吸収は亢進しており、骨に対す

る力学的負荷が骨量の維持に必須であると考

えられている。骨における主要な細胞は、骨細

胞・骨芽細胞・破骨細胞であり、なかでも骨細胞

は力学的負荷を感知し、骨細胞突起および骨

細管中の細胞外液を通してシグナルを骨芽細

胞・破骨細胞に伝達することによって骨量の調

節を行っていると考えられている。骨細胞が、メ

カニカルストレスの感知・伝達機構を担っている

ことを証明するには、骨細胞機能を欠損させた

モデル動物が必要である(Eur J Pharmacol. 

2015.)。これまで、骨細胞を死滅させたマウスあ

るいは骨細胞のギャップ結合構成分子コネキシ

ン 43 を欠失させたマウス等が作製された。骨

細胞は、ギャップ結合および骨細管網を通して、

血管および骨髄から酸素、栄養、生存シグナル

を得ているため、コネキシン 43 ノックアウト(ko)

マウスでも骨細胞死が起こる。しかし、骨細胞

がアポトーシスを起こしても、マクロファージによ

って貪食されず、２次性ネクローシスを起こす。

そして、破骨細胞の分化・活性化が促進され、

骨吸収が促進される（図１）。 

 

私の所属する講座で作製された Bcl2 トラン

スジェニック(tg)マウスでは、Bcl2 がゲルゾリン

によるアクチン切断活性を抑制、これにより細

胞突起の減少をきたし、骨細胞死が起こる（図

２）。 

 

 

しかし、骨細管も著減しているため細胞内の

免疫刺激分子が骨表面に放出されず、破骨細

胞の分化・活性化が起こらない。すなわち、Bcl2 

tg マウスは、骨細胞ネットワークは完全に破綻

しているが、その修復機構としての骨吸収が起

こらず、現時点で骨細胞機能を見ることが出来

る 唯 一 の マ ウ ス と 考 え ら れ る (PLoS One 

6:e27487, 2011.  PLoS One 7:e40143, 2012.)  

 

２． 研究の目的 

 骨細胞ネットワークが破綻する Bcl-2 tg マウ

スは、骨細胞から骨芽細胞・破骨細胞へ至る骨

細胞ネットワークの機能を検討するモデルマウ

スになると考え、力学的負荷受容細胞としての

骨細胞から応答細胞としての骨芽細胞・破骨細

胞へのシグナル伝達経路の解明を目的として



本実験を遂行した。 

 

３． 研究の方法 

マイクロアレイを用いた解析および候補遺伝子

の絞り込み 

1)【尾部懸垂実験の計画および骨芽細胞回収

方法】 

4 ヶ月齢・雄・野生型マウスと Bcl-2 tg マウスを

それぞれ『対象群』と『尾部懸垂群』に分け、尾

部懸垂群は 3 日間の尾部懸垂を行う。実験終

了後、マウスの後肢長管骨の骨端を切断し、骨

髄を PBS で洗い流した後、歯間ブラシを用い、

内骨膜骨芽細胞を分離する。分離した骨芽細

胞から RNA を抽出し、マイクロアレイで発現を

比較した。 

2)【候補遺伝子の再現性の確認】 

マイクロアレイの結果より、野生型マウスの対

照群骨芽細胞分画 vs 懸垂群骨芽細胞分画で

発現が変動した遺伝子のうち、Bcl-2 tg マウス

対照群骨芽細胞分画 vs 懸垂群骨芽細胞分画

で変化を認めない遺伝子を選択した。尾部懸垂

実験サンプルおよびトレッド・ミル（夏目製作所 

RM-5）で運動負荷をかけたサンプルでリアルタ

イム PCR を行い、発現の再現性を確認した。 

3)【候補遺伝子の絞り込み】 

リアルタイム PCR で発現の再現性が得られ骨

芽細胞系細胞に発現が認められた遺伝子につ

いて、培養骨芽細胞を用いた機能解析を行い、

骨細胞により骨芽細胞に誘導される、破骨細胞

分化・活性化因子を同定した。 

 

４．研究成果 

 

マイクロアレイ解析で、非荷重時に野生型マウ

スの後肢長管骨で発現誘導され、骨細胞ネット

ワークの破綻した Bcl-2 tg マウスの後肢長管骨

では発現誘導されない遺伝子を探索、Pyruvate 

dehydrogenase kinase 4 (Pdk4)と FK506 binding 

protein 5 (Fkbp5)を同定した。Pdk4 ノックアウト

(ko)マウスは、生理的条件下（荷重時）では正常

に発達し、骨量も正常に維持されていた。しかし、

非荷重時に骨吸収が亢進せず、骨量が減少し

なかった。詳細な解析により Pdk4 が非荷重時

の Rankl 発現誘導および破骨細胞分化の促進

に重要な役割を果たすことを明らかにした。

（Bone. 2012; 50(1):409-19）  

 

Fkbp5 は、グルココルチコイドレセプター(GR)に

結合する HSP90 を中心とするシャペロン複合体

の１構成分子で GR の核移行を抑制することが

報告されている。これまで、Fkbp5 に関してスト

レス応答に関する解析は行われているが、骨に

おける機能は、全く報告されていない。Fkbp5 

KO マウスの解析は進行中であり、これまで以

下の結果が得られている。 

 

【生理的条件下の野生型マウスと Fkbp5 ko マウ

スの比較】 

体重、マイクロ CT による骨量評価、血清の形

成・吸収マーカー、骨芽細胞・骨細胞マーカー

遺伝子発現、破骨細胞関連遺伝子の発現に、

両者の間に差を認めなかった。 

【非荷重実験】①野生型マウスで尾部懸垂実験

を行い、骨芽細胞分画と骨細胞分画で Fkbp5 の

発現を検討した結果、両分画で Fkbp5 の有意な

発現上昇を認めた。②8 週齢の雄あるいは雌の



野生型マウスとFkbp5 koマウスで1週間の尾部

懸垂実験を行い、骨量をマイクロ CT で比較した。

雄マウスでは、Fkbp5 ko マウスでのみ非荷重時

の骨量減少を認めた。雌マウスでは、両者に非

荷重時の骨量減少を認めたが、Fkbp5 ko マウ

スでより強度の低下を認めた。 

【徐放性プレドニゾロンペレット移植実験】7 週齢

の野生型マウスおよび Fkbp5 ko マウスの背部

皮下に、徐放性プレドニゾロンペレット（低容量

1.25m/kg/day、高容量 3.2 mg/kg/day）あるいは

プラセーボペレットを植え込み、４週間後に屠殺、

体重、筋重量、血中グルコース、中性脂肪、コレ

ステロール、アルブミン、LDH、CPK、コリンエス

テラーゼを測定するとともに、マイクロ CT で骨

量を比較した。高容量では、野生型マウスの３

０％が死亡、Fkbp5 ko マウスでは全例が３週間

以内に死亡した。低用量では、体重、筋重量と

もに Fkbp5 ko マウスは野生型マウスより強度に

低下した。血中グルコース、中性脂肪は、Fkbp5 

ko マウスでのみ上昇、コレステロールは両者で

上昇したが、Fkbp5 ko マウスでより強度であっ

た。マイクロ CT 解析では、海綿骨は野生型マウ

スでのみ増加、皮質骨は野生型マウスで軽度

低下、Fkbp5 ko マウスで強度の低下を認めた。 

今後、非荷重時の骨量減少を Fkbp5 が抑制す

る分子機構および、グルココルチコイド投与時

の骨形成抑制および骨吸収促進の分子機構に

ついて、Fkbp5 KO マウスを用いて解析を行って

いく。 
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