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研究成果の概要（和文）：本研究では骨再生過程における細胞・分子間クロストークを解析し、

骨再生の統合的理解を深めることを目的として研究を推進し、以下のことを明らかにした。①

Notch シグナルは骨芽細胞分化及び骨形成を制御する。②骨再生過程で CCN3 の発現が著明に上

昇し、CCN3 は BMP や Notch とクロストークし、骨芽細胞分化を抑制する。③ヒト口腔癌による

骨破壊では、癌・骨境界部の線維芽細胞と破骨細胞のクロストークが重要な役割を担っている。

④Latexin は BMP-Sox9 カスケードを介して，発育過程と骨再生過程における軟骨細胞の分化を

制御する。⑤ヒト滑膜性骨軟骨腫症における遊離体の形成には BMP シグナルが関与しており、

骨再生過程に類似している。 
 

研究成果の概要（英文）：We conducted experiments to elucidate cellular and molecular 
crosstalk during bone regeneration, and the following results were demonstrated. 1) Notch 
signal regulates osteoblast differentiation and bone formation, 2) CCN3 expression was 
greatly increased during bone regeneration, and CCN3 regulated osteoblast differentiation 
by crosstalk with BMP and Notch signals, 3) Crosstalk among oral cancer cells, fibroblastic 
cells interfacing bone surface and osteoclasts plays important roles in bone destruction by 
oral cancer. 4) Latexin is involved in chondrocyte differentiation during bone development 
and regeneration through BMP-Sox9 cascade, 5) BMP signaling is involved in pathobiology 
of sunovialchondromatosis.  
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１．研究開始当初の背景 
 骨組織は再生能力の強い組織であるが、骨再
生の分子メカニズムに関しては明らかにされて
いない点が多く残されている。我々は骨再生過
程における遺伝子発現の変動を DNA マイクロア
レイ解析で網羅的に解析した。その結果、正常
骨組織に比べて骨再生 5日目で発現が上昇し、
10 日目では正常骨組織と同レベルの発現を示
す 110 の遺伝子を同定した。この中で、今まで
に骨芽細胞の分化および骨形成で機能が明らか
にされていない約 40 の遺伝子の骨再生過程に
おける発現パターンを in situ hybridization
法で解析し、興味深い発現パターンを呈する十
数個の遺伝子について各々の機能を解析した。
その結果、骨再生過程で過剰発現する多くの遺
伝子は骨形成の制御だけではなく、幹細胞、造
血系細胞、神経系細胞、血管系細胞などの分化
と機能も制御していることが明らかとなった。
我々は骨再生過程で、骨形成制御因子のみに着
目していたが、これらの結果から、骨再生過程
では幹細胞、造血、神経、血管などを制御する
因子群の緊密なクロストークが重要な役割を担
っているのではないかと考えるに至った。そし
て、これらの細胞間・分子間のクロストークを
解析することにより、骨再生過程における生物
学的統合(Biological Integration)を理解でき
るのではないかと予想された。 
 
２．研究の目的 
 以上のような学術的背景から、骨再生過程の
分子メカニズムを解明するには、骨芽細胞の分
化制御機構だけに焦点を当てて解析しても、骨
再生を統合的に理解することが困難と考えられ
る。そのため、本研究では、我々が現在までに
蓄積してきた骨細胞生物学的な基盤を有機的に
活用して、骨再生過程における細胞・分子間相
互作用を解析して、骨再生の統合的理解を深め
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)骨芽細胞分化における BMP, Notch, CCN3 の
相互作用の解析 

   MC3T3-E1やKUSA細胞にアデノウイルスベ
クターを用いて、CCN3, BMP-2, NIDC などを
過剰発現させ、骨芽細胞分化を解析した。 

 
(2)Notch シグナル関連遺伝子改変マウスの作
成と解析 

①骨芽細胞特異的 Notch 細胞内活性化ドメイン
(NICD)過剰発現トランスジェニックマウス
(NICD Tg)の作成：2.3 kb Col1 promoter を
用いて作成した。 

②骨芽細胞特異的に dominant negative Notch
過剰発現トランスジェニックマウス(dNICD 
Tg)の作成：2.3 kb Col1 promoter を用いて、
Notch 細胞外ドメインのみを過剰発現する

Tg を作成した。 
③骨細胞特異的Notch細胞内活性化ドメ
イン(NICD)過剰発現トランスジェニ
ックマウス(NICD Tg Ox)の作成：DMP1 
promoter を用いて作成した。 

④骨細胞特異的 RBPJ ノックアウトマウ
スの作成(RBPJ cKO)：Notch シグナル
の重要な転写因子である RBPJ flox
マウスと DMP1 cre マウスの交配によ
り作成した。 

 
(3)CCN3 遺伝子改変マウスの作成と解析 
①骨芽細胞特異的 CCN3 過剰発現トラン
スジェニックマウス(CCN3 Tg)の作
成：2.3 kb Col1 promoter を用いて
作成した。 

②CCN3 ノックアウトマウスは他施設よ
り供与されたものを用いた。 

 
(4)口腔癌の骨破壊過程における分子間
相互作用の解析 

①歯肉癌で顎骨切除された手術材料を
用いて、歯肉癌における顎骨浸潤過
程を外科病理学的に解析した。 

②口腔癌由来細胞株を用いて癌細胞が
産生する骨吸収促進因子を解析した。 

 
(5)軟骨細胞分化における Latexin と
BMP の相互作用の解析 

   我々が樹立した Runx2 欠損細胞株
(RD-C2, RD-C6 細胞)に BMP-2 を添加
すると骨芽細胞分化が誘導されるこ
とを報告した。RD-C6 細胞を BMP-2 未
処理と処理した場合の細胞での遺伝
子発現をマイクロアレイで網羅的に
解析した。その結果、BMP-2 処理で
Latexin が誘導するされることが分
かったので，骨芽細胞、軟骨細胞の
分化に及ぼす Latexin の作用を解析
した。 

(6)滑膜性骨軟骨腫症の病態における
BMP の役割 

  滑膜性骨軟骨腫症は、関節腔に多数
の軟骨組織が形成される疾患で、し
ばしば顎関節にも発症する。本症の
病態に BMP-2 が関与しているかヒト
疾患の材料を用いて解析した。 

 
４．研究成果 
(1)骨芽細胞分化における BMP, Notch, 
CCN3 の相互作用の解析 

①CCN3 単独では培養した骨芽細胞の分
化に影響を及ぼさなかったが、CCN3
は BMP-2 が誘導する骨芽細胞分化を
著明に抑制した。この過程で、CCN3
は CT domain以外の部を介してBMP-2



 

 

と細胞外で結合し、Smad1/5/8 のリン酸化を
抑制した。 

②CCN3 は CT domain を介して細胞外で Notch の
EGF repeatに結合し、標的遺伝子であるHey1, 
Hes1 の転写を促進した。その結果、骨芽細
胞分化を抑制した。 

③以上の結果より、骨芽細胞の分化過程で CCN3
は細胞外で BMP に結合し、BMP による骨芽細
胞分化誘導作用を抑制するとともに、Notch
に結合してそのシグナルを活性化すること
により、骨芽細胞分化を抑制していると考え
られた。つまり、CCN3 は BMP, Notch とクロ
ストークし、骨芽細胞分化を制御しているこ
とが明らかとなった。 

④CCN3 は BMP antagonist と Notch ligand の役
割を担う分子であることを見いだした。 

 
図１に以上の結果のまとめを示す。 
 
          図１ 

 
(2)Notch シグナル関連遺伝子改変マウスの作
成と解析 
①NICD Tg マウスでは、骨形成の低下による骨
量減少がみられた。 

②NICD Tg マウスでは、あるホルモンが有意に
増加していることを見いだした。現在、その
メルモン制御メカニズムを解析中である。 

 
(3)CCN3 遺伝子改変マウスの作成と解析 
①CCN3 Tg では、骨形態計測により骨形成の低
下による骨量減少がみられた。 

②CCN3 KO マウスでは、骨形態計測で野生型マ
ウスに比べて骨組織の有意な変化はみられ
なかった。 

③現在、これらのマウスにおける骨再生過程を
解析中である。 

 
(4)口腔癌の骨破壊過程における分子間相互作
用の解析 

①97例のヒト歯肉癌顎骨浸潤症例を外科病理
学的に解析した結果、骨破壊部では癌と吸収

部骨表面の間には必ず線維芽細胞が
介在しており、これらの線維芽細胞
の一部が RANKL を発現していること
を明らかにした。 

②口腔癌由来癌細胞の培養上清は間質
細胞（ST2 細胞及びヒト間葉系幹細
胞）の RANKL 発現を上昇させた。ま
た、この上昇は、抗 PTHrP 抗体、抗
IL-6 抗体で抑制された。 

③抗PTHrP抗体は口腔癌細胞の培養上清
が促進する間質細胞のIL-6産生を部
分的に抑制した。 

④ヒト歯肉癌の顎骨浸潤例の癌 骨境界
部に介在する線維芽細胞がIL-6を発
現していることが確認できた。 

⑤ヒト口腔癌細胞 HSC3 をヌードマウス
の頭蓋部皮下に移植すると、ヒト歯
肉癌の顎骨浸潤と同様に癌 骨境界
部に RANKL, IL-6 陽性の線維芽細胞
が介在し、骨破壊を起こすことを明
らかにした。 

 図２に以上の結果をまとめた。 
 
        図２ 

 
(5)軟骨細胞分化における Latexinと  
BMP の相互作用の解析 

    carboxypeptidase A inhibitorである
Latexinの発現は、免疫染色で増殖層
と前肥大軟骨層の軟骨細胞で認めら
れ，骨芽細胞ではみられなかった。
また、骨再生の初期で軟骨細胞に
Latexin の発現がみられた。C3H10 
T1/2細胞にアデノウイルスで Latexin
を過剰発現させると軟骨細胞の分化
が促進された。BMP-2は Sox9の発現
を促進し、Sox9は Latexin promoter
活性を促進した。 

 
(6)滑膜性骨軟骨腫症の病態における
BMP の役割 

  ヒト滑膜性骨軟骨腫症にみられた
軟骨の遊離体及び滑膜で BMP-2, 
BMP-4 の発現が認められた。BMP-2 は



 

 

遊離体から採取した細胞及び滑膜細胞の骨
芽細胞分化と軟骨細胞分化を促進した。これ
らの結果より、滑膜性骨軟骨腫症の病態に
BMP が関与していることを初めて明らかに
した。 
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