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研究成果の概要（和文）： 
骨形成のメカニズムとして骨芽細胞の制御に関わる新たな因子を骨の微小環境に着目し、探索

した結果、オステオポンチンや CIZのごとく細胞の接着及びその転写の制御に関わる分子が副
甲状腺ホルモンのシグナルと相互作用することを見出し、さらに骨形成の根幹的なサイトカイ

ンである BMPの活性制御に関わる ANA（Abundant in Neuroepithelium Area）及び Cnot
７を見出し、加えて成熟骨芽細胞の分化を規定する因子群として Schnurri-2が存在し閉経後骨
粗鬆症のモデルにおいてもその欠失により骨量を保持することを発見した。これらの成熟骨芽

細胞の遺伝子発現制御はメチル化を伴うエピジェネティクスにより制御されること、さらには

神経系の制御とのリンクを司るメカニカルストレスと交感神経の両者に関わる分子群として

M-CSFやMCPが副甲状腺ホルモンの下流で機能することを見出した。これらのニッチに関わ
る分子の制御のメカニズムをさらに骨の再生治療に向けたナノテクノロジーに応用する新規の

担体としてコレステロールプルランが低用量の BMP にも関わらず新たなプロステグランディ
ン E2の受容体の内、骨芽細胞に特異的に発現する EP4のアゴニストの存在下では通常修復し
得ない骨欠損を骨基質の充分な形成の下に回復し、そのメカニズムとして骨芽細胞の分化の指

標としてのアルカリフォスフォターゼの発現をもたらす BMP Response Element（BRE）に
ターゲットを持つ転写によって推進されることを見出した。以上の結果は本研究の目的とする

骨形成メカニズムとしてのニッチを分子的に解明すると共に、コレステロールプルランを主体

とした治療への応用基盤のナノサイエンスの確立が遂行されたものである。 
研究成果の概要（英文）： 
To understand the mechanism of boneformation factors that are involved in the regulation and pathology, we have 
been examining molecular bases with respect to the micro environment.  We identified that and CIZ is involved in 
the regulations ob bone information by altering the signaling of osteoblasts.  CIZ and ECM proteins are regulating 
cell attachment and transcription.  BMP is a most critical cytokine for bone information and implicated in niche 
regulation.  Niche for bone cells and the regulation of cells in such location has not been well elucidated. As 
interaction of local and systemic hormone is important for coordinate regulation of bone formation we focused on 
parathyroid hormone (PTH). Such systemic hormonal control exerts its effect through the regulation of local target 
tissues, which in turn regulate upstream signals in a feedback loop. Parathyroid hormone receptor (PPR) 
transgenic mice expressing a constitutively active form of the receptor (caPPR) specifically in cells of the osteoblast 
lineage have a high bone mass phenotype. In these mice, OPN deficiency further increased bone mass. Bone 
formation was also found to be controlled by ANA and Cnot7 that inhibit BMP. Epigentic link and PTH dependent 
regulation by M-CSF and MCP is also found to be important. Regeneration of bone requires the combination of 
appropriate drugs and an appropriate delivery system to control cell behavior. However, the delivery of multiple 
drugs to heal bone is complicated by the availability of carriers. The aim of this study was to explore a new system 
for delivery of a selective EP4 receptor agonist (EP4A) in combination with low-dose bone morphogenetic protein 2 
(BMP-2). Combination treatment with EP4A and low-dose BMP-2 in nanogel efficiently activated bone cells to 
regenerate calvarial bone by forming both outer and inner cortical plates as well as bone marrow tissue to 
regenerate a structure similar to that of intact calvaria. EP4A enhanced low-dose BMP-2-induced cell 
differentiation and activation of transcription events in osteoblasts. These data indicate that combined delivery of 
EP4A and low-dose BMP-2 via nanogel-based hydrogel provides a new system for bone repair. 
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交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 17,800,000 5,340,000 23,140,000 
2007年度 16,300,000 4,890,000 21,190,000 
2008年度 16,700,000 5,010,000 21,710,000 
2009年度 16,900,000 5,070,000 21,970,000 

 
2010年度 

16,500,000 4,950,000 21,450,000 

総 計 84,200,000 25,260,000 109,460,000 
 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学 
キーワード：骨・軟骨代謝学 
 
１．研究開始当初の背景 
骨粗鬆症の治療においては、骨の吸収を抑制

する薬剤の開発が行われたが、一方で骨量の

底値になった状況の改善や阻害薬の使用で

きない場合、更にはこれらの薬剤に応答しな

いケースなど、骨の形成の必要性が高まって

いる。骨の形成に必須と考えられる骨格系の

幹細胞の微小環境についてはなお不明な点

が多く、また骨芽細胞の制御のメカニズムは

その発生学的な意義のみならず、成体におけ

るリモデリングの上での骨形成も含め解明

が必要である。更に神経系と骨との関連や、

骨量の回復または骨欠損の再構築の為の足

場の研究と連携する統合的な骨形成の研究

が必要となっている。 
２．研究の目的 
現在の問題点を踏まえ、骨の形成のメカニズ

ムとして幹細胞の存在と制御に関わる骨内

の微小環境の分子レベルでの解明と成体の

骨形成の制御機構を明らかにし、骨吸収をは

じめとする神経系の制御の機転を解析する

と共に、広範骨欠損の再構築の基盤となるナ

ノサイエンスの基盤を形成することが目的

である。 
３．研究の方法 
骨芽細胞の幹細胞研究においては、組織とし

ての骨髄環境やその構成成分である骨芽細

胞をはじめとする間葉系細胞の分化のメカ

ニズムを解析し、同時にまた新たな成体の骨

形成の制御因子としての分子の探索を行う。

分子機能の検討は、骨芽細胞をはじめとする

間葉系細胞の細胞株及びこれらの制御因子

を組み入れたトランスジェニックマウスや

ノックアウトマウスの解析によって in vivo
の特に成体内の意義を明らかにすると共に、

転写のレベル或いは蛋白レベル及びメッセ

ンジャーレベルを含めた統合的な生命科学

情報ベースに基づく解析を研究方法とする。 
４．研究成果 

本研究の新たな知見は骨形成の基盤を明ら

かにするものであり、2006 年からこれまで
に責任著者として Journal of Biological 
Chemistry に 6 報、Journal of Cellular 
Physiology に 3 報、また Endocrinology に
2 報 、 Journal of Bone and Mineral 
Research に 1 報、Arthritis & Rheumatism 
に 2 報など、計 36 件の責任著者論文ならび
に共著書論文を含めると計 43 件の成果が挙
げられた。特に骨形成の意義においては、従

来全く明らかでなかった副甲状腺ホルモン

のマトリックス蛋白による抑制的な制御や

メカニカルストレスの除去に際しての吸収

の逆転的抑制など、常識を覆す新たな知見や

Schnurri 2や Cnot7 蛋白など全く新しい分
子の機能を見出し、破骨細胞の機能の上でチ

ャンネル蛋白の意義を見出すと共に、ナノサ

イエンステクノロジーの上でヒトにおける

安全性があり使用が可能なコレステロール

プルランによる蛋白質や非蛋白性の骨形成

促進因子を用いた骨再生のシステム構築に

成果を挙げた。以下に具体的なそれぞれの項

目における成果を示す。 
 
項目 1 骨形成に関わる骨内ニッチの構成因
子とその制御のメカニズムの解明では、骨形

成促進に関わる PTH と時計遺伝子 Per-1 の
リンクを発見し（ Journal of Cellular 
Biochemistry 2011）,オステオポンチンの欠
失によって副甲状腺ホルモンの活性化シグ

ナルに基づく骨形成の顕著な亢進が観察さ

れ、骨髄内の骨形成にその変化が著しく、動

員される側のニッチを含む微小環境の変化
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が推察され、ルシフェラーゼを指標とする

CRE(サイクリック AMP レスポンスエレメ
ント)の制御の上で、シグナルがクロストーク
する転写のレベルで骨形成に関わる細胞の

微小環境即ちニッチの機能が制御されるこ

とを明らかにした (Journal of Biological 
Chemistry 2008)（下図）。 

 
同じく骨髄内の造血系ニッチにも関わる

BMP のシグナルを検討し、特異的な BMP 
の抑止活性を持つ細胞内制御シグナル因子

ANA(Abundant in Neuroepithelium Area)
が骨芽細胞に発現すると共に細胞レベルで

の骨芽細胞分化に関わるBMP の作用を転写
により制御し Smad8 を介する相互作用によ
ってシグナルを抑止することを見出し、ニッ

チ形成に関わるBMP の新たな抑止因子の存
在が明らかになった(Journal of Biological 
Chemistry 2009)。骨芽細胞ニッチを構成す
る機能分子としてのオステオポンチンの作

用においては、リンの高値に基づく骨吸収に

対して促進的に機能すること(Endocrinology 
2006)ならびにその下流における転写因子と
して Runx2 が遺伝子の用量に依存した骨形
成の維持によって廃用性骨委縮に対抗する

骨量維持のメカニズムに関わることを見出

した(Endocrinology 2006)。さらにニッチの
関わる骨軟骨疾患において細胞接着転写因

子が機能することを見出している。 
 
項目 2 成熟骨芽細胞の分化規定因子として
の分子シグナルネットワークの解明では成

体のマウスにおける骨量制御因子の検索を

行い、BMP の作用を促進する分子としての
Schnurri2 の 機 能 を 見 出 し た 。 即 ち

Schnurri2の欠失により海綿骨量は増加し、
これにより閉経後骨粗鬆症のモデルとして

の卵巣摘除後も骨量が正常のコントロール

と同様に保たれること（Journal of Cellular 
Physiology 2011）、またこの Schnurri2 が
Osteocalcin Promoter を活性化し、その欠損
により吸収と骨形成が低下し成体の骨形成

制御因子としての Schnurri2 の役割が明ら
かになった(Journal of Biological Chemistry 
2007) （下図）。 

      
一方、Cnot7 の欠失により、成体内における
BMP 投与によって起こる骨形成が亢進する
ことから、この分子が新たな成体における骨

形成の抑止分子であることが明らかになっ

た(Journal of Bone and Mineral Research 
2007)。さらに JunD の成体における骨形成
の特異的な抑止因子としての転写レベルで

の分子機構に至る迄の新たなメカニズムが

明 ら か に な っ た (Journal of Cellular 
Biochemistry 2008)。加えて骨・軟骨関連遺
伝子のDNA のメチル化状態がその分化にと
もない、減少しているとするこれまで常識と

は逆の事実がヒトの細胞や人工関節置換の

際に提供された関節軟骨組織から明らかに

なった(Arthritis & Rhumatism 2009)。 
 
項目 3 神経系制御による破骨細胞の機能調
節と骨形成促進メカニズムの連関の解明 
骨形成と吸収の両者にわたりアンジオテン II 
が機能することが見出しノックアウト動物

では、骨量の増加が観察された。この結果は、

全身性に制御される循環系とそのシグナル

因子が骨の量の決定に関わることを示した

ものである(Journal of Biological Chemistry 
2009)。局所の副甲状腺ホルモンの受容体
（tg）のシグナルにより破骨細胞の活性が、
逆に非荷重(Susp)により抑制されると 
いうこれまでの知見を覆す発見がなされた

（下図）。 

    
この現象は、そのメカニズムとして、特異的

なM-CSF ならびにMCP-1 の発現低下が起
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こることによって生ずることが明らかとな

った(Journal of Biological Chemistry 2007)。
また視床下部腹側内側核をGTG によって破
壊すると、非荷重によって起こる骨量低下が

生ぜず、骨及び脂肪の両者が交感神経系によ

って制御されることを明らかにした 
(Journal of Cellular Biochemistry 2006)。さ
らに細胞外マトリックス蛋白であるオステ

オポンチンが歯の移動に伴う骨の形成並び

に吸収に関わり、交感神経系による作用と局

所における細胞への機能が細胞外基質によ

って仲介されることを示すそのメカニズム

への示唆を与えた (Journal of Cellular 
Physiology 2008)。加えて非荷重によって起
こる骨量低下は TRPV4 の欠失によって抑
止され交感神経系の亢進による骨吸収の亢

進並びに骨形成の低下に至る過程における

新しいイオンチャンネルの存在の意義が明

ら か に な っ た (Journal of Cellular 
Physiology 2008)。 
 
項目 4 骨の形成と再生治療に向けたナノテ
クノロジーの基盤研究の推進の研究 
ナノサイエンスに基づきコレステロールプ

ルランが BMP を徐放性に供給し、骨を形成
することを見出し (Journal of  Cellular 
Physiology 2009)、単回投与にてプロスタグ
ランディン E2 を徐放性に供給し、これによ
り成体内における骨形成を促進することも

明 ら か と な っ た (Journal of Cellular 
Biochemistry 2007)。さらにオステオサイト
の 機 能 分 子 の 1 つ で あ る matrix 
metalloproteinase 2 の欠失によって骨量が
増加することが明らかになった(Journal of 
Biological Chemistry 2006)。加えてナノゲ
ルが一分子ごとに蛋白性の成長因子あるい

は、非蛋白性の化合物を包含することに着目

し、低用量のＢＭＰに加えたプロスタグラン

ディン受容体サブタイプの特異的な化合物

であるＥＰ４のアゴニストを用いて、通常で

は修復出来ない低用量にも関わらず、骨形成

を誘導し、3 次元で元の形に広範囲の骨欠損
が修復することが可能であることを見出し

た。またこの際に、徐放性のゲルの時間軸を

明らかにし、ＢＭＰのシグナルとしてのＳｍ 
ａｄの活性化並びに転写性の制御が存在す

ることをルシフェラーゼアッセイにより見

出した（Arthritis＆Rheumatism 2011）。 

 
以上の如く、項目 1：骨形成に関わる骨内ニ
ッチ（Niche）の構成因子の解明（ＰＴＨ, 
Per-1）、ならびに項目 2：成熟骨芽細胞分化
規定因子の発見（Ｓｈｎ－２）、項目 3：神経
系制御による破骨細胞の機能調節と骨形成

促進メカニズムの連関の解明（beta blocker）、
項目 4：骨の形成と再生治療に向けたナノテ
クノロジー（Ｎａｎｏｇｅｌ）の基礎研究の

推進のいずれにおいても本研究の成果とし

て各々の新たな且つ有意義な知見が得られ

た。 
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