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研究成果の概要（和文）：メカニカルストレスで重要な役割を果たすp130Casを骨細胞特異的にノックアウトマ
ウスした（Cas cKO）を作製し、右下肢の坐骨神経・大腿神経切離を行い、片方の下肢のみに力学的負荷のかか
らないunloading実験を行なった。unloadingを行った下肢では、コントロールマウスでもCas cKOマウスでも、
対側と比較して、骨量が著名に減少した。コントロールマウスで骨吸収パラメーターの著名な促進がみられたも
のの、Cas cKOマウスでは骨吸収パラメーターの促進が抑制されていた。この結果から、unloadingによる骨量低
下/骨吸収促進は骨細胞のCasが重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Osteocytes are recognized as mechanosensory cells, although it is largely 
unknown how bone metabolism is mechanically modulated. Here, we report that p130Cas (Cas) plays a 
major role in osteocyte mechanosensing to subsequently support bone homeostasis. Osteocyte-specific 
Cas knockout (Cas cKO) mice exhibit osteopenia. We used a mouse bone-unloading model, in which one 
of the hindlimbs of each individual mouse was subjected to sciatic and femoral nerve resection. 
Unloaded femurs exhibited a significant reduction of bone volume as compared with their 
contralateral controls. Unloaded bones of Casflox/flox mice exhibited significant reduction of bone 
volume with significantly increased bone resorption parameters. In contrast, bone resorption 
parameters remained unaltered upon unloading in Cas cKO mice, although they showed a tendency of 
unloading-induced decrease in bone volume. These results suggest that Cas in osteocytes is involved 
in the mechanosensory function in bone.

研究分野：外科系臨床医学・整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 地表で生息する全ての生物の身体組織は、

たえず受ける重力に適応するため、周囲の物

理的環境・条件を感知し、細胞内生化学シグ

ナルなどの生体情報に変換するメカノセン

シング機能を備えている。そこで、生体には

物理的刺激、すなわちメカニカルストレスに

よって制御される恒常性維持機構が存在す

ると考えられる。高血圧、肥満、関節不安定

性などによってもたらされる過度のメカニ

カルストレスや、身体不活動、無重力（宇宙

滞在）にともなうメカニカルストレスの欠

失・不足は、老化・炎症の増悪因子となる。

一方、適度な運動や理学療法など、老化・炎

症に抑制的に作用し、認知・精神・心血管・

代謝・運動機能の維持・改善効果を有する「正

のメカニカルストレス」も存在する。しかし、

このような「正のメカニカルストレス」のシ

グナル分子機構はほぼ全く分っていない。ま

た、日本はかつてない高齢社会を迎え、なか

でも老化にともなう骨、関節、筋など運動器

の機能低下に附随して生じる問題は、神経系

の障害と共に高齢者の生活の質を著しく損

なうため、大きな社会問題となっている。本

研究では、運動などによるメカニカルストレ

スから、骨細胞を介して、骨量維持につなが

るメカニズムの詳細な解明を目指す。 
 骨基質中に存在する骨細胞は、力学刺激の

感知センサーとして働き、その情報を周囲の

細胞に伝達することで、リモデリング活動を

調整していると考えられている。メカニカル

ストレスに応答する組織は運動骨格系に限

らず生体内に広く分布し、循環器系とくに血

管や内皮細胞については多くの研究がある。

これらの細胞がメカニカルストレスに応答

する機序には普遍性があると考えられるが、

どの組織についてもその詳細は想像の域を

出ない。本研究では、メカニカルストレスの

受容から、細胞内シグナルへの変換過程で重

要な役割を果たしている分子である

p130Casに注目する。 
p130Casは、細胞接着斑の構成成分で、Src
ファミリーキナーゼの基質タンパク質であ

り、p130Cas のノックアウトマウスは心筋
形成の異常により胎性致死となる。非リン酸

化 p130Cas では中央部の基質結合領域
（SD：substrate domain）は折りたたまれた構
造をとっており、細胞が物理的な力を受けた

時、p130Cas 分子も N 末端と C 末端に力を
受けて引き延ばされ、C 末に結合した Srcフ
ァミリーチロシンキナーゼにより SD 領域が
リン酸化され，シグナルを伝達するというも

のである（Sawada [本申請連携研究者] et al. 
Cell 127, 1015–1026, 2006）。 
 
２．研究の目的 
我々は骨細胞特異的 p130Casコンディショ
ナルノックアウト（Cas cKO）マウスを作製
し、コントロール（Casflox/flox）に比して、骨

量が低下していることを明らかにした（投稿

中）。骨形態計測で破骨細胞機能が亢進して

いること、また p130Cas ノックダウン
MLO-Y4細胞（骨細胞樹立株）では、RANKL
の発現が有意に上昇していることも発見し

ており、骨細胞のメカノセンサーp130Casが
RANKL の発現を介し、破骨細胞機能を調節
している可能性を明らかにしつつある。 
 メカニカルストレスは、骨基質において骨

芽細胞と骨細胞の無数に張りめぐらされた

細胞性ネットワークにより感受される機構

が推測されている。さらに、in vivo において
骨小腔-骨細管中の組織液の流れ（液流動、
fluid flow）を介して感受される可能性もある。
細胞膜の伸展に対する stress-sensing proteinで
ある p130Cas が骨細胞でどのようなメカニ
ズムを担っているか非常に興味がもたれる

ところである。 
本研究では、骨細胞特異的 p130Casノック
アウトマウスの右下肢の坐骨神経・大腿神経

切離により、片方の下肢のみに力学的負荷の

かからない unloadingの状態をつくりだし、
坐骨神経・大腿神経切離をおこなっていない

対側の下肢をコントロールとして比較する

ことにより、メカニカルストレス感知と骨細

胞 p130Cas の関連、さらには骨細胞から破
骨細胞機能調節に関わるメカニズムについ

て検討する。 
 
３．研究の方法 
骨細胞特異的 p130Cas欠損マウスの作製 
p130Casは細胞接着斑の構成成分で130kDa
のSrc型チロシンキナーゼシグナル伝達経路
のアダプターであり、そのノックアウトマウ

スは心筋形成の異常により胎性致死となる。

p130Casは異なった組織や時期において多様
な役割を果たし、単純なノックアウトでは、

骨組織におけるその機能を解析しきれないの



で、本研究では、骨細胞特異的な不活化を

Cre-loxPシステムを用いて行う。Cre酵素を骨
細胞特異的に発現させる方法としては、骨細

胞特異的dentin matrix protein 1 (Dmp1)プロ
モーターの制御下にCre酵素を発現させたト
ランスジェニックマウスを用いる (J  Dent 
Res 86:320-325, 2007)。このDmp1-Creマウス
とp130Cas遺伝子領域を挟みこむようにloxP
配列を導入したマウス（p130Casflox/floxマウ

ス）を用いて、Dmp1-Cre+/- p130Casflox/floxマ

ウス（p130Casコンディショナルノックアウ
トマウス：Cas cKOマウス）を作製する。 
 
Unloading（坐骨神経・大腿神経切離）の実
験系の確立 
 Cas cKOマウスは貴重なので、まず、Cas 
cKOマウスのバックグラウンドである
C57BL/6マウス（7週齢〜8週齢）を用いて、
坐骨神経・大腿神経切離後、何週間で最もマ

イクロCT計測で骨量が低くなるのか、また骨
吸収パラメーターが何週間後に高値を示すの

か、さらには何週間後に骨形成パラメーター

が低値を示すのかを予備実験として行う。坐

骨神経・大腿神経切離後、何週間で評価する

のが明らかとなったら、Cas cKOマウスと
Casflox/floxマウスを用いて、右下肢に対して坐

骨神経・大腿神経切離を行い、unloadingによ
るCas cKOマウスの反応を検討する。 
 
unloadingを行った骨細胞特異的 Casノッ
クアウトマウスの解析 
 大腿骨や脛骨を取り出して、X線撮影を行
う。骨密度の測定は、マイクロ CT あるいは
DEXA（dual-energy x-ray absorptiometry）法に
よって行う。骨の代謝機能を評価するために

骨組織形態計測を行う。非脱灰薄切標本を用

いて、骨構造に関するパラメーター、骨形成

に関するパラメーター、骨吸収に関するパラ

メーターを計測する。計測には、脛骨近位部、

大腿骨遠位部を用いる。骨量、類骨量、類骨

面、類骨の厚さ、骨芽細胞面％、吸収面％、

破骨細胞数、破骨細胞面％、骨石灰化速度、

骨形成速度、などをコントロールと比較する。 
 
４．研究成果 

（1）骨細胞特異的 Cas cKOマウスの作製 
 Cas cKOマウスは、メンデルの法則にした
がって生まれ、外見上大きな問題なく成長し

た。 
 

(2) 坐骨神経・大腿神経切離 
C57BL/6マウス（8週齢）を用いて、坐骨神
経・大腿神経切離後、2 週間でマイクロ CT
計測で骨量が低くなることを確認できた（左

図）。また

破骨細胞の

機能亢進を

示す骨吸収

パラメータ

ーが 2 週間
で高値を示

すことを確

認した。 
 
（ 3） Cas 
cKOマウス
に 対 す る

unloading試験 
この結果を踏まえて、Cas cKO マウスと

Casflox/floxマウスを用いて、右下肢に対して坐

骨神経・大腿神経切離を行い、2 週間後に
sacrifice した。Cas cKO マウスにおいても
unloadingによる骨量減少がみられた（下図）。 

興味深いことに、 Casflox/flox マウスの

unloading による骨吸収マーカー（ES/BS, 
OcN/BS, Oc.S/BS）の低下が、Cas cKOマウ
スでは抑制されていた。 
これらのことから、メカノセンサー

p130Cas がメカニカルストレスに関わる骨
代謝において重要な役割を果たしているこ

とが明らかとなった。また、骨細胞に細胞伸

展ストレスやシェアストレスを加えたとこ

ろ、RANKL の発現に有意な変化を認めた。
今後、p130Casと RANKLの間をつなぐシグ
ナル伝達経路の詳細を明らかにしていく予

定である。 
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