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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞周期制御との関連が強いRunx2と同じruntファミリーに属するRunx1
とRunx3が間葉系細胞の骨分化能促進機能を有すること、ならびに、高分化能を有する間葉系細胞において古典
的Wnt経路の抑制によってサイクリンD1発現が抑制されており、サイクリンD1が骨軟骨分化の振り分け機能を有
すること、を明らかとした。さらに細胞周期制御において重要な機能を果たしていると想定された分子の中か
ら、破骨細胞分化の際に発現が上昇する一方で骨芽細胞分化の際に発現が低下する分子、逆に破骨細胞分化の際
に発現が低下する一方で骨芽細胞分化の際に発現が上昇するという発現変動パターンを示す分子を複数同定し
た。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to discover factors which simultaneously regulate bone 
formation and bone resorption, in terms of cell cycle regulation. DNA microarray analysis and Real 
time quantitative PCR analysis etc. revealed that Runx1, Runx3, Cyclin D1 regulate different 
cellular processes simultaneously, including bone and cartilage metabolism.  In addition, we 
discovered factors which were up-regulated in osteoclast differentiation, while down-regulated in 
osteoblast differentiation. We also discovered factors which were down-regulated in osteoclast 
differentiation, while up-regulated in osteoblast differentiation. In conclusion, the results of 
this study suggested that some of the cell cycle factors simultaneously regulate genes involving in 
bone and cartilage metabolism.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
従来、骨代謝研究の世界では、破骨細胞分化
を制御する因子あるいは骨芽細胞分化を制
御する因子、それぞれについて別々に研究が
行われてきた。そして、その成果として破骨
細胞分化に関しては RANKL、NFATc1 等の
重要分子が、骨芽細胞分化に関しては Runx2
や Osterix 等の重要分子が発見され、骨代謝
研究のブレイクスルーとなってきた。一方、
骨吸収・骨形成の両方を制御する因子に関す
る解析はほとんど進んでおらず、高柳らの研
究グループによって Semaphorin 3A が骨吸
収・骨形成の両者を制御する機能を有するこ
とが報告された（Hayashi M, Takayanagi H 
et al. Nature  2012）以外には、画期的な成
果は報告されていなかった。こうした背景か
ら、効率的な治療法あるいは治療薬の開発に
つながる、骨形成・骨吸収の両者を制御する
分子の同定が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 
骨代謝は、破骨細胞による骨吸収、骨芽細胞
による骨形成、この両者のバランスによって
成立している。そこで、骨形成と骨吸収を同
時にコントロールして骨形成に有利な骨代
謝条件をもたらす分子を同定することが出
来れば、その分子を利用した治療法あるいは
治療薬の開発が可能となり、顎顔面骨折や腫
瘍摘出後の骨移植等、骨再生が必要な口腔疾
患の治療において優れた効果が期待できる。
また、細胞周期関連因子が骨吸収・骨形成を
制御しているという研究結果は、われわれの
研究グループのみならず、他の研究グループ
からも複数報告されており、細胞周期制御の
骨代謝における重要性は明らかであった。そ
こで、本研究は細胞周期制御と骨代謝制御の
観点から、骨吸収・骨形成を同時に制御する
分子を検索・同定し、さらにその機能メカニ
ズムを解明するとともに、その結果を利用し
た新規骨再生治療法開発に向けた基礎的検
討を行うことを目的として計画・遂行された。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞周期制御において重要な機能が報告
されている遺伝子を操作した遺伝子操作マ
ウス由来の骨系統細胞（この細胞は分化が時
期特異的に促進あるいは抑制されるという
特殊な形質を持っていることを我々が独自
に確認済)と対照細胞（同胞野生型マウス由来
骨系統細胞）を用いて、その遺伝子操作に関
連して発現が変動する分子を網羅的に探索
した。 
 
(2) 骨軟骨分化能が促進している細胞株（こ
の細胞株は、間葉系細胞に特定の遺伝子を導
入することで、われわれが独自に樹立した細
胞株である）と対照細胞を用いて、遺伝子操

作によってもたらされた骨軟骨分化能促進
に伴って、細胞内の発現が変動する分子を網
羅的に探索した。 
 
(3) (1)(2)の両実験から得られたデータをバイ
オインフォマティクス解析に供して、細胞周
期制御と骨代謝制御の両者において重要な
機能を果たしていると想定される有力な候
補因子の絞込みを行った。 
次いで、絞込み作業で選択された複数の分子
に関しては、それらの分子の過剰発現実験・
発現抑制実験を通じた細胞内機能解析を実
施した。また、いくつかの分子に関しては、
その分子作用メカニズムを探る目的で、シグ
ナル伝達経路解析、相互作用分子の探索を実
施した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ES 細胞に必須の転写因子である Nanog
を恒常発現させることによって高い骨分化
能を獲得した間葉系細胞においては、骨形成
におけるマスター遺伝子であり、細胞周期制
御メカニズムへの関与が指摘されている
Runx2 が属する runt ファミリー転写因子で
ある Runx1 と Runx3 の発現が上昇している
ことを見出した。次いで、siRNA を用いた遺
伝子ノックアウト実験によって、通常培養条
件では Runx1 が初期の骨分化ならびに後期
の骨分化の両方を促進すること、分化刺激培
養条件においては、Runx1 と Runx3 の両者
が初期の骨分化を促進するが後期の骨分化
には関与しないことを確認した。以上、
Runx1 と Runx3 が間葉系細胞の骨分化能促
進に関係していることを報告した（Saito T., 
Ogasawara T. et al. Cell Reprogram. 2015）。 
 
(2) 遺伝子操作によって、非常に高い骨軟骨
分化能を獲得させた間葉系細胞においては、
Runx3とß-Cateninのタンパクレベルが上昇
し、この両者が協調的に機能して古典的 Wnt
経路を抑制することで、細胞周期制御因子の
ひとつであるサイクリンD1の発現がmRNA
レベルならびにタンパクレベルの両方で抑
制されていることを発見した。また、この間
葉系細胞に対してサイクリン D1 導入を行っ
た場合には、軟骨肥大化～骨化のプロセスに
関わる遺伝子の発現が上昇することが確認
された。その一方、対照細胞に対してサイク
リン D1 を導入した際には同様の遺伝子発現
変動は観察されなかったことから、高骨軟骨
分化能を有する間葉系細胞では、サイクリン
D1 が細胞の骨方向への分化と軟骨方向への
分化振り分け機能を有していること、その機
能の一部は Runx2、Osterix、Sox9 等の骨軟
骨分化において中心的役割を果たす転写因
子群の発現をコントロールすることで発揮
されていることを見出した。なお、本研究で
用いた細胞は骨軟骨再生医学研究や骨軟骨
発生研究等におけるモデル細胞としての価



値が高いと想定される（論文投稿中）。 
 
(3) 細胞周期制御と骨代謝制御の両者におい
て重要な機能を果たしていると想定された
候補分子の中から、破骨細胞分化の際には発
現レベルが上昇する一方で、骨芽細胞分化の
際には発現レベルが低下する分子、またそれ
とは反対に、破骨細胞分化の際には発現レベ
ルが低下する一方で、骨芽細胞分化の際には
発現レベルが上昇する分子をそれぞれ複数
同定した。さらに、同定した分子が軟骨細胞
分化あるいは間葉系細胞の骨軟骨分化に伴
って発現変動を示すかについても検討し、一
部の分子に関しては機能解析に着手したが、
その詳細については研究期間内に明らかと
することは出来なかった。 
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