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研究成果の概要：骨・軟骨細胞の分化、増殖を調整する細胞周期関連分子CDK6に注目し、軟

骨細胞及び骨芽細胞に特異的に CDK6を強制発現させる遺伝子改変マウスを作成し解析した。

CDK6とCyclin D1を同時に発現させると、細胞増殖が促進されると同時に、癌抑制遺伝子であ

るp53依存的にアポトーシスが誘導されることを発見した。更に骨芽細胞でCDK6が誘導したア

ポトーシスは、Bcl-2の導入で救済され、骨量が著名に増加した。骨増殖症のモデルマウスに

なる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

間葉系細胞から骨・軟骨細胞への分化調節機

構に関しては、サイトカイン、シグナル分子、

転写因子に関する研究が主流であり、細胞周

期関連分子に関する研究は殆ど行われてい

ない。間葉系細胞から骨・軟骨細胞への分化

調節機構に関しては、骨・軟骨細胞の分化に

おける分子メカニズムの解明を目指した新

しい切り口として、細胞周期関連分子による

制御機構の検討を我々が世界に先駆けて行
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ってきた。細胞周期関連分子であるすべての

サイクリン、CDK、および CKIの内で、CDK6

のみが骨芽細胞および軟骨細胞の分化にと

ともに強力に発現制御を受けていること、

CDK6の過剰発現がこれらの細胞の分化を抑

制すること、この抑制作用は増殖促進作用と

は独立したものであることは、CDK6が骨軟骨

分化調節作用を有すること強く示唆するも

のと考えられた。 

２．研究の目的 

本研究は、細胞周期関連分子が骨・軟骨細胞

の分化を生体内においても制御している可

能性に注目して始まった。生体内に於ける、

CDK6の骨軟骨分化調節作用を検討する為に、

軟骨細胞に特異的に発現する II型コラーゲ

ンプロモーター(Col2a1 promoter)、骨芽細

胞に特異的に発現するI型コラーゲンロモー

ター(Col1a1 promoter)の 2種類のプロモー

ターを用いた遺伝子改変マウスCDK6 Tgを作

成し、安定的に導入遺伝子を発現する系統を

各々複数樹立した。さらに、CDK6と CDK6の

制御サブユニットである CyclinD1 、アポト

ーシス抑制分子である Bcl-2を導入した

CyclinD1 Tg、Bcl-2 Tgを作成した。それぞ

れを交配することで、CDK6とCyclin D1を同

時に過剰発現させた CDK6/Cyclin D1 Tgや、

さ ら に Bcl-2 も 同 時 に 発 現 さ せ た

CDK6/Cyclin D1/Bcl-2 Tgを作成した。II型

コラーゲンプロモーターCDK6/Cyclin D1 Tg

マウスでは、軟骨細胞における分化の抑制、

G1/S期移行促進、アポトーシス誘導が観察さ

れた。そこで、CDK6が誘導する、分化、増殖、

細胞死についてのネットワーク機構を明ら

かにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

軟骨細胞及び骨芽細胞に特異的に発現する

プロモーターの下流に、マウス由来の CDK6、

Cyclin D1、 Bcl-2全翻訳領域を含む DNA断

片を挿入したベクターを作成し、C57BL/6と

C3HのF1交雑マウス(B6CH3 F1)から得られた

前核期受精卵にそれぞれのDNA断片を注入後、

卵を偽妊マウスの卵管膨大部に移植し、それ

ぞれの仔を得た。導入遺伝子の確認はサザン

ブロット解析で、導入遺伝子の発現はノーザ

ンブロット解析により判定した。発現量の違

う複数の系統を樹立して、交配を行い、

CDK6/Cyclin D1 Tg、CDK6/Cyclin/Bcl-2 D1 Tg

を作成した。さらに、Tgとp53+/-を交配し、

p53-/-、CDK6/Cyclin D1 Tgを作成した。  

Tgマウスについて、BrdU染色、フローサ

イトメトリー（FACS）、TUNEL染色、in situ 

hybridization法を用いた解析を行った。

CDK6が誘導するアポトーシスの下流のシグ

ナルの同定や、電子顕微鏡レベルでの形態学

的観察を行った。 

４．研究成果 

軟骨細胞に発現させた CDK6/Cyclin D1 Tg

では、著明な四肢短縮を呈し、出生直後に呼

吸不全で全例死亡した。CDK6/Cyclin D1 Tg

の軟骨細胞は、分化の抑制、BrdU取り込み陽

性増殖細胞の増加、FACSにて細胞周期のG1/S

移行促進とアポトーシスの著明な亢進した。

これらは、CDK6、cyclinD1単独の過剰発現で

は見られなかった。p53-/-、CDK6/Cyclin D1 

Tgでアポトーシスが救済されたことから、

CDK6/Cyclin D1が誘導したアポトーシスは、

p53に依存していることが明らかとなった。

しかし、BrdU取り込み細胞増加にも関わらず、

軟骨細胞数の増加や、四肢の長さはほぼ正常

であった。p53-/-、CDK6/Cyclin D1 Tg では、

細胞分裂に障害がり、分裂破局状態であるこ

とが推測された。透過電子顕微鏡にて軟骨細

胞特有のアポトーシスとは異なる像が観察

された。CDK6の下流シグナルは、特定するに

は至っておらず現在も解析中である。 

骨芽細胞に発現させたCDK6/Cyclin D1 Tgに



おいても、BrdU取り込み陽性増殖細胞の増加、

とアポトーシスの著明な増加を認めた。軟骨

細胞の Tgに比して、表現型は緩徐であり、

若干の骨量減少を認めた。骨芽細胞の分化障

害は顕著でなかった。しかし、CDK6/Cyclin 

D1/Bcl-2 Tgは、著明な骨量増加を認めた。

In situ hybridization法でⅠ型コラーゲン

陽性の細胞が著明に増加しており、骨芽細胞

が増加していることが証明された。通常骨に

単層で張り付くように存在する骨芽細胞が、

骨髄腔側に多重に折り重なって、腫瘍性に増

殖 し て い る像 を 呈 した 。 CDK6/Cyclin 

D1/Bcl-2 Tgは生後 6カ月以上経過すると、

皮質骨が著明に肥厚し、骨幹で骨髄腔がほと

んどなくなるほどの個体も観察された。骨芽

細胞の Tgを用いた研究は、個体数を確保す

ることに多大な時間と労力を要し、現在も継

続して解析中である。 

骨量が増加する疾患は、骨吸収の障害と骨

増殖の亢進に大きく分けられる。骨吸収の障

害では、吸収されない海綿骨が増加していく

が、骨増加症では、皮質骨が著名に肥厚して

いく。骨増殖の亢進する疾患として、

TGF-betaの異常が人の疾患で明らかになっ

ているが、病態解明や、治療法を解明するた

めのモデル動物は、確立されていない。

CDK6/Cyclin D1/Bcl-2 Tgが有用なツールに

なる可能性を秘めている。 

本研究において、CDK6は、間葉系細胞の分

化、増殖、アポトーシスの中心的役割を担っ

ていることが示唆された。骨芽細胞における

CDK6が誘導したアポトーシスの抑制は、結果

として骨増殖を呈し、骨増殖症のモデルマウ

スとして利用できる可能性を見出した。CDK6

を中心とした細胞増殖、細胞死制御機構の分

子ネットワークを解明することにより、骨軟

骨再生医療や、骨代謝疾患の治療に応用する

ことを目標に研究を継続していきたいと考

えている。 
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