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研究成果の概要（和文）：組織線溶系とそれにより誘導されるタンパク分解酵素系や増殖因子が組織修復過程において
重要な役割をはたすことがこれまで示唆されてきた。そこで、私共は骨修復・再生過程における組織線溶系の役割を検
討した。マウス大腿骨に骨欠損を作製することにより、骨修復・再生過程を検討できるモデルを確立した。プラスミノ
ゲン欠損マウスを用いて、プラスミノゲンが骨修復過程に必須であることを示した。さらに、組織型プラスミノゲンア
クチベーター(tPA)の欠損マウスを用いて、tPAも骨修復に重要で、骨芽細胞にAnexin2やMAPキナーゼを介する機序によ
り働いて、骨芽細胞増殖を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previous evidence suggested that tissue-fibrinolytic system and subsequent 
proteolytic system and growth factor induction play important roles in tissue repair. We therefore 
investigated the roles of tissue-fibrinolytic system in bone repair and regeneration in this study. We 
established the model to evaluate the process of bone repair and regeneration by making a bone defect in 
mouse femorae. We demonstrated that plasminogen is crucial for bone repair process using 
plasminogen-deficient mice. Moreover, tissue-type plasminogen activator (tPA) is involved in bone repair 
using tPA-deficient mice. In that study, we showed that tPA enhances the proliferation of osteoblasts 
through Annexin 2 and MAP kinase.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
  近年、再生医療が注目されてきており、

骨・軟骨再生医療は、再生医療のなかでは最

も臨床応用が進んできた分野である。その重

要な基本要素は、再生に用いる細胞源、再生

を誘導する環境因子の調整、再生をおこなう

足場とされている。 
 線溶系因子のプラスミンは、プラスミノ 
ゲンを前駆体として産生され、tPA および 
uPA によって活性化され、さらに抑制系と 
して PA の阻害因子の PAI-1 が存在し、こ 
れらの因子は血管内および組織線溶を調節 
している。しかし、骨・軟骨の分化や再生 
における組織線溶系の役割は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
 再生医療のうち、骨・軟骨再生は最も臨床

研究が進んだ分野であるが、その効果的な

方法は未だ充分明らかではない。組織線溶

系は基質の分解、増殖因子などを介して組

織修復に重要な役割をはたすと考えられて

いる。本研究では、組織線溶系の調節に重

要な因子を欠損するマウスおよび細胞培養

系を用いて、骨・軟骨再生における組織線

溶系の役割を明らかにする。さらにその分

子機構の解明を通じて、組織線溶系を操作

することにより骨・軟骨再生を誘導する際

の最適な環境因子を見いだす。それにより、

骨・軟骨再生のみならず再生医学における

新しい視点を開くことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 線溶系因子遺伝子欠損マウスとしては、

プラスミノゲン、tPA、uPA、PAI-1 欠損

マウスおよびそれぞれの野生型マウスを

用いた。 
(1)骨欠損モデルにおける骨・軟骨再生に

おける線溶系因子の役割  
 マウスの大腿骨に物理的に骨欠損を作

成し、経時的に再生骨・軟骨の組織学的解

析、遺伝子発現、血管形成を検討する。 
(2)異所性骨・軟骨再生における線溶系因

子の役割 
 BMP-2 含有コラーゲンスポンジをマウ

ス大腿部の筋肉内に移植すると異所性

骨・軟骨化が誘導される。異所性に誘導し

た骨・軟骨再生における分析をおこなう。 
(3)in vitro の初代培養細胞および細胞株

における線溶系因子の役割とそのメカニ

ズムの検討 
 マウスから得た骨髄細胞、軟骨細胞、骨

芽細胞とこれらに対応する細胞株を用い

て、骨・軟骨分化における線溶系因子の役

割を検討する。細胞増殖因子、血管因子、

細胞内シグナルの面から分子生物学的に

アプローチする。 

 
４．研究成果 

(1)骨欠損からの骨修復において、軟骨およ

び骨形成はプラスミノゲン欠損マウスにお

いて減少し、骨修復が著明に遅延した。さ

らに、骨修復部位のマクロファージ集積、

TGF-β 発現、血管内皮増殖因子(VEGF)発
現および血管新生がプラスミノゲン欠損マ

ウスにおいて減少した。一方、異所性骨化

はプラスミノゲン欠損マウスにおいて変化

がなかった。プラスミノゲンはマクロファ

ージからの TGF-β 発現とそれに続く

VEGF を介した血管新生を亢進すること

で骨修復に寄与することが示唆された。ま

た、プラスミノゲンは骨髄細胞の存在下で

の骨化過程に重要な役割を果たす可能性が

考えられた。 
(2)骨欠損後の骨修復過程において、tPA 欠

損マウスでは、骨形成が減少し、骨修復が

遅延した。骨欠損部位および初代培養の検

討で、tPA 欠損によって骨芽細胞増殖が減



 

 

少したが、アポトーシスに差はなかった。

さらに、マウス骨芽細胞様 MC3T3-E1 細

胞において、tPA は ERK1/2 のリン酸化、

細胞増殖を促進した。MEK 阻害剤、

annexin 2 siRNAは tPAの増殖促進作用を

阻害した。また、tPA 欠損マウスでは骨欠

損部位における血管形成、VEGF、HIF-1α
発現が低かった。tPA はプラスミノゲン非

依存性に骨局所で annexin 2 と ERK1/2 シ

グナルを介する機序により骨芽細胞増殖を

促進するものと考えられた。さらに、tPA
は HIF-1α、VEGF 発現を介して血管形成

を増加させ、骨修復を促進することが示唆

された。 
(3)骨欠損後、uPA 欠損マウスでは 4－6 日

後の早期のみ有意に骨修復が遅延した。骨

欠損 4 日後の骨修復部でのマクロファージ

の集積と貪食能は uPA 欠損マウスで低下

した。さらに、野生型マウスでは、骨障害

のない部位と比較して骨修復部のCCL3発

現は増加していたが、uPA 欠損マウスでは

骨欠損部のCCL3発現増加はみられなかっ

た。野生型マウスにおいて、CCL3 中和抗

体腹腔内投与は骨欠損部でのマクロファー

ジ集積および早期骨修復を減少させたが、

uPA欠損マウスではこのCCL3抗体の効果

はみられなかった。uPA は、組織線溶を介

して、マクロファージの集積・活性化に寄

与することにより骨修復早期に重要な役割

を果たすことが明らかになった。さらに、

CCL3はuPAによる骨修復過程早期におけ

るマクロファージ集積作用に関与すること

が示唆された。 
(4)In vivo, in vitro の検討により、PAI-1 欠 
損により、骨代謝・骨修復はあまり影響を 
受けなかった。そこで、ストレプトゾトシ 
ン (STZ) 投与糖尿病モデルの雌性マウスを 
用いて、糖尿病病態における PAI-1 の役割 

を検討した。野生型で STZ 投与により血 
中 PAI-1 濃度が増加したが、PAI-1 欠損マ 
ウスと野生型マウスでは、血糖増加に差はな 
かった。野生型マウスでは、糖尿病群で骨

欠損部の骨形成および骨芽細胞数は減少し、

骨修復が遅延した。PAI-1欠損マウスでは、

この糖尿病状態による骨形成、骨芽細胞数

の減少が阻害されていた。また、PAI-1 欠

損マウスでは、糖尿病状態による骨分化マ

ーカー減少が阻害された。一方、糖尿病状

態による軟骨形成、II 型、X 型コラーゲン、

アグリカン mRNA 減少および脂肪分化マ

ーカーの増加については、PAI-1 欠損の影

響はなかった。これらの結果より、PAI-1
は糖尿病による骨修復遅延に寄与すること

が示唆された。さらに、糖尿病病態の骨修

復過程における骨芽細胞数の減少および骨

芽細胞分化抑制に PAI-1 が関与する可能性

が考えられた。同様に、PAI-1 が糖尿病お

よびステロイド投与マウスにおける骨代謝

異常に関与することも示した 
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