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研究成果の概要：種々のメダカ骨格異常変異体の原因遺伝子が解明され、脊椎動物共通の骨格

形成システムが明らかになった。またメダカ変異体は、ヒト疾患モデルとして重要な実験動物

であり、今後もその原因解明に利用できる。小型魚類でメカニカルストレス依存性の筋間中隔

形成に働き、細胞外マトリックス蛋白であるぺリオスチンは、そのノックアウトマウスの解析

から、切歯萌出、心筋梗塞時の心筋再生に機能することがわかった。従って、小型魚類とマウ

スを統合的に解析することによって、ぺリオスチンがメカニカルストレスによる組織再生に機

能する分子であることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
骨格の形成、特に骨形成においては骨を造る
細胞：骨芽細胞と骨を削る細胞：破骨細胞の
分化制御機構を分子レベルで明らかにするこ
とと、成体において造骨と破骨のバランスの
制御、すなわちリモデリングの機構を明らか
にすることが必要である。 

我々はこれまでにマウスとヒトを用いた骨
芽細胞分化制御とその病理的解析、そして破
骨細胞分化制御の注力してきた。その結果骨
芽細胞制御では骨のカドヘリンとしてOB-cad
herin/Cadherin-11を明らかにし（岡崎ら、J.
 Biol. Chem. 1994）、そのノックアウトマウ

スは骨量の減少を呈した（川口ら、J.Bone M
iner. Res. 1999: アメリカ骨代謝学会誌、イ
ンパクトファクターは6.23）。またESライン
への遺伝子導入、移植によりCadherin-11は
骨・軟骨分化を直接的に制御しているのが明
らかになった(喜井ら、J. Bone Miner. Res. 
2004)。一方、骨のリモデリングに関与する分
子としてペリオスチン（堀内ら、J. Bone Mi
ner. Res.  
1999）を明らかにし、そのノックアウトマ

ウスはマウスの切歯形成不全を呈し（喜井ら、
BBRC 2006）、発生学的にもリモデリングが形
態の構築に重要なことが明らかになった。ま
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た破骨細胞分化制御ではTNF・が破骨分化因
子であることを始めて明らかにし（東ら、J. 
Biol. Chem. 2000）、TNF レセプターの下流
でTRAF5, TRAF2が機能していることをそれら
のノックアウトマウスの解析から明らかにし
てきた（金澤ら、J. Bone Miner. Res. 2004,
 2006）。我々の研究の間に骨芽細胞分化では
転写因子Runx2が、破骨では分化因子RANKLと
そのレセプターRANK、およびRANKの下流ではT
RAF6とNFATc1が必須な分子として明らかにな
った。また骨格形成のもう１つ重要な筋肉形
成ではRockが筋芽細胞の融合に必要であるこ
とを明らかにした（西山ら、J. Biol. Chem. 
2004）。 
我々はリバースジェネテックスの手法であ

るマウスノックアウトに頼ることが、骨格の
形成を研究するには不十分なことから、それ
を補完するフォワードジェネテックスとして
メダカの突然変異体の作成とその解析に着手
した。その最初の骨格変異体の成果がHoxb8
がヒレの骨である軌条形成を制御しているこ
とを、ヒレ突然変異体とその原因遺伝子のポ
ジショナルクローニングによって明らかにし
（坂口ら、Dev. Biol. 2006）、これは Hox 
ファミリーがヒレの形成に関与することを初
めて明らかにした論文である  

またメダカにおける骨形成、心筋骨格筋
形成がほとんど研究されていないため、その
解析手法の開発にも着手した。メダカにおい
てモリフォルノアンチセンスが効果的であ
ることを初めて明らかにしたのが、Twist が
椎骨から出ている骨の１つである神経棘の
形成を制御していることを明らかにした論
文（安武ら、Mech. Dev. 2004）である。ゼ
ブラフィッシュにおいても多くの突然変異
体が得られ、解析されているが、頭蓋骨のパ
ターニングの異常が多く、骨の形成遺伝子に
たどりつく変異体は極めて少ない。また骨発
生が遅く、メダカに比べて解析が難しいこと
もゼブラフィッシュでの骨形成の論文が少
ないことに一因である。また我々は最近マウ
スやヒトと同様の活性化タイプの多核破骨
細胞がメダカにも存在することを発見し（根
本ら、BONE in press）、メダカが骨形成、骨
リモデリングの動物モデルとして優れてい
ることを証明した。また骨格形成の基盤研究
としてメダカの血管発生を明らかにするこ
とが緊要であると考え、メダカ血管発生アト
ラスを完成した（藤田ら、Dev. Dyn. 2006）。 
２．研究の目的 

マウスやメダカにおいて、それぞれの特徴
を生かした骨格形成を研究し、それを統合す
ることによって、その分子メカニズムが明瞭
になることが期待された。その検証の一環と
して、これまで我々がノックアウトマウスで
解析した遺伝子をゼブラフィッシュやメダカ
で解析する必要であると考えた。その最初の

研究がゼブラフィッシュぺリオスチンのクロ
ーニングとモリフォルノアンチセンスによる
機能解析で、その結果、ぺリオスチンはゼブ
ラフィッシュでは筋間中隔に発現し、その形
成と筋肉の発達にも関与していた（工藤ら、
Dev. Biol. 2004）。マウスでもゼブラフィッ
シュでも、ともにメカニカルストレスに関与
している骨格の組織の形成に機能しているこ
とがわかり、両方の動物モデルを使うことが
メカニズム解明に必要なことが示唆された。
一方、もう１つの分子であるCadherin-11はそ
の発現は骨様の組織にも発現していたが、モ
リフォルノアンチセンスによる遺伝子ノック
ダウンの結果、発生初期における大血管の癒
合不全が見られ、新たな機能が検出された。 

以上の成果から、骨格形成においてマウ
スと小型魚類のシステムを構築し、その分子
メカニズムを統合することにより、分子機能
のより明瞭で深い知識が得られると考え、今
回の応募に至った。小型魚類の骨格形成のシ
ステム構築のために欠かせないのは各種ト
ランスジェニックラインの作成である。我々
はメダカにおける骨発生がマウスのものと、
どれだけ違うのを明らかにするために、２つ
のメダカトランスジェニックラインを作成
した。１つは体節において、骨のプロジェニ
ターが存在する場所である硬節の細胞を見
るのに適しているメダカ Twistプロモーター
トランスジェニックライン、もう１つは成熟
骨芽細胞を見るのに適しているメダカ
osteocalcin プロモータートランスジェニッ
クラインである。この２つのラインをそれぞ
れ GFP の緑と DsRed の赤で造り、交配後２色
が同時を同時に観察するラインを作成した。
その結果、硬節の細胞が椎間板に移動し、そ
の細胞から骨芽細胞に分化したものが椎骨
の形成に関わることが明らかになった（猪早
ら、論文投稿中）。従って骨芽細胞分化を
in-vivo で生きたままトレースできるシステ
ムの１つができたわけである。さらに我々は
フグタイプ I コラーゲンプロモターGFP トア
ンスジェニックラインの作出にも成功して
いるため、より詳細に分化の行方を追跡でき
る。また破骨細胞ではその特異的なマーカー
であるカテプシン K、TRAP のプロモータート
ランスジェニックラインの作出を手がけて
おり、すでにカテプシン Kについては破骨細
胞の運命を追跡できるラインの作出に成功
している。従来から手がけているメダカ骨格
突然変異体のなかで、すでに骨格異常３種類、
ヒレ骨形成異常３種類、椎骨形成異常 1種類、
心筋骨格筋異常 2種類の原因遺伝子が決定し
ており、これらの遺伝子の機能解析を行うと
共に、マウス、ヒトのホモローグについての
機能相関を検討する。筋肉形成についてはミ
オシン軽鎖と重鎖の２種類のプロモーター
メダカトランスジェニックラインの作成を



 

 

スタートしている。またヒレ形成については
ヒレの間充織のプロジェニターを支配して
いる転写因子 msxのプロモータートランスジ
ェニックの作成を開始している。 
３．研究の方法 
平成19年度 
➀メダカ造骨形成システムの解明 
我々が確立した３種類のメダカトランスジェ
ニックライン；Twist（骨の最も未熟な細胞を
検出）、タイプIコラーゲン（骨芽前駆細胞を
検出）、オステオカルシン（骨芽成熟細胞を
検出）の各プロモータートランスジェニック
ラインをそれぞれ掛け合わせることにより、
骨形成の開始から成熟までを生きたまま観察
する。特にマウスでは見ることのできなかっ
た類骨形成から石灰化のシステムをトレース
する。これらのトランスジェニックラインと
メダカ骨格形成突然変異体を掛け合わせるこ
とにより、変異体原因遺伝子の機能がより明
確に特定できる。 
その一つがメダカの椎骨から伸びている神経
棘、血管棘は正常で椎骨の形成が異常な変異
体である。オステオカルシンプロモーターメ
ダカDsRedトランスジェニックラインにおい
て、椎骨の様子が生きたまま観察できる。こ
のラインと変異体を掛け合わせることにより、
椎骨の形成異常を生きたまま発生過程でトレ
ースでき、椎骨発生が明らかになる。 
➁メダカ破骨形成システムの解明 
我々はすでにメダカカテプシン KGFP トラン
スジェニックラインの作成に成功している。
カテプシン Kがメダカでも破骨細胞特異的に
発現していることはすでに明らかにした。従
ってこのラインでは破骨の発生からアポト
ーシスで骨を削って死ぬまでの破骨の運命
を知ることができる。マウスでは到底果たせ
なかった骨生物学の研究者の夢である破骨
を生きたまま見ることが可能になったため、
破骨がいつ、どこで発生し、更に増殖分化し
て、いつ死ぬのかを検討する。さらに破骨細
胞はストローマ細胞、骨芽細胞の関与があっ
た初めて増殖・分化するために、破骨の運命
を決定する骨形成の環境について検討する。
とくに破骨細胞は血管・神経系との関わりが
マウスの系で推測されているため、この２つ
の要因については精力的に検討する。 
➂マウス骨格形成の解明 
我々が名付けたぺリオスチンはそのノックア
ウトマウスは切歯の萌出不全をしめし、歯の
形成を司る歯根膜のリモデリングに必須なマ
トリックス蛋白であることが明らかになると
ともに（喜井ら、BBRC 2006）、骨格形成と骨
量の維持に機能している（喜井ら、日本骨代
謝学会 2006）。このことはメカニカルストレ
スが骨格形成に影響を及ぼしていることを示
唆している。我々は新しい培養系を用いて、
ぺリオスチンがコラーゲンマトリックス形成

と繊維化にどのように機能するかを検討し、
ぺリオスチン蛋白構造との関連を明らかにす
る。骨格形成のおけるぺリオスチンはまだ着
手したばかりであるが、少なくとも心筋梗塞
時の組織修復、筋肉の再生には重要な働きを
している。ノックアウトマウスでは心筋梗塞
時の破裂が2倍以上起きやすくなり、筋肉の再
生能力は７割に減少する。この分子メカニズ
ムを検討するために、心筋と骨格筋の初期培
養系におけるマトリックス形成におけるぺリ
オスチンの役割について検討する。 
➃メダカ骨格形成システムの解明 
ゼブラフィッシュのぺリオスチンは筋間中
隔の形成と筋肉発生に機能することが明ら
かになっていることから（工藤ら、Dev. Biol. 
2004）、我々はメダカぺリオスチンについて
検討する。メダカぺリオスチン cDNA の全長
をクローニングするとともに、mRNA の発現パ
ターン、抗体作成による蛋白の組織への局在
パターン、そしてモルフォリノアンチセンス
による機能欠失について検討する。 
平成20年度 
➀メダカ骨格形成システムとリモデリングの
解明 
確立したメダカ造骨と破骨のトランスジェニ
ックラインを掛け合わせて、造骨と破骨の関
係が１つの個体で追える可視化したトランス
ジェニックラインを作成する。これまで破骨
の分化・活性化に必須な分子としてストロー
マ細胞・骨芽細胞上に発現している膜型分子
RANKLが知られているが、適切な抗体がなく
mouse in-vivoでのRANKLを発現している細胞
の検出は遅れていた我々はすでにメダカのゲ
ノム上にRANKLと思われる塩基配列を見出し
ているので、その発現解析とRANKLプロモータ
ートランスジェニックラインを確立する。さ
らに破骨特異的トランスジェニックラインと
して、破骨特異的なマーカーであるTRAP(酒石
酸抵抗性フォスファターゼ)のプロモータ―
トランスジェニックラインについても作成す
る。メダカのTRAP遺伝子が破骨細胞特異的発
現パターンを示すことは明らかになっている
（根本ら、BONE 2007）。2種類の非常に近い
破骨特異的可視化メダカの確立によってより
正確な破骨発生パターンの検討が可能になる。
RANKLメダカとこれら２つの破骨ラインの掛
け合わせによって、これまで誰も見たことの
ないin-vivoでの細胞間相互作用による破骨
分化があきらかになるとともに、破骨からス
トローマ・骨芽細胞への働きかけも検出でき
る可能性がある。この現象はカップリング反
応といい骨のリモデリングの基本反応である
と言われてきたが、本当にそのようなものが
存在するのか、また存在するならその分子実
態は何であるか、全く明らかになっていない。 
➁メダカ骨格形成遺伝子のマウス・ヒトにお
ける機能 



 

 

平成 19 年度において、我々が確立したメダ
カ骨格形成異常突然変異体から原因遺伝子
の解析の結果明らかになった機能について、
マウスやヒトの細胞、マウス個体を用いて検
証する。すでにノックアウトマウスが現存し
ているケースではマウスを取り寄せて、メダ
カで見られた新たな機能について、マウスで
の検証を行う。また新規の遺伝子に関しては
ノックアウトマウスの作成を開始する。マウ
ス・ヒトの細胞株を用いて、哺乳類でも分子
メカニズムを共有しているか検討する。 
４．研究成果 
(1) 硬 骨 魚 類 で あ る メ ダ カ (Oryzias 
latipes)は飼育が容易、多産、短い世代サイ
クルといった遺伝学研究に適した特徴を持
っている。この特徴を生かし、メダカの突然
変異体の作成とその原因遺伝子の同定が試
みられた。 またメダカは胚が透明で、発生
速度が速く、哺乳類と同等の器官、組織を備
えていることで、発生工学の優れた実験モデ
ル生物でもある。特に、哺乳類と類似した器
官形成のシステムは、無脊椎動物であるショ
ウジョウバエ、線虫などの古典的モデル生物
の限界を補うことから、多様な突然変異体の
作成がメダカで試みられた。我々はヒト疾患
モデルとしてのメダカ突然変異体をスクリ
ーニングするとともに、その原因遺伝子をク
ローニングし、疾患の分子レベルの解明を目
的に本研究を実施した。 

我々の突然変異体スクリーニングの結
果、現在までに収集した突然変異体として、
心臓・血管系の異常、血球異常、骨のパター
ン形成異常、鰭の異常など、ヒト疾患モデル
となりえるものが最終的に 53 系統得られ、
特にゼブラフィッシュでは全く得られてい
ない椎骨形成不全変異体の単離に成功して
いる。このように得られた器官形成突然変異
体から、特に重要な 20 種類については原因
遺伝子の同定を行い、心臓・血管、ヒレ形成、
骨に関わるメダカ突然変異体からポジショ
ナルクローニングにより 10 種類の原因遺伝
子のクローニングに成功している。その多く
がそれぞれの器官形成に関して新規の遺伝
子であり、新しいメカニズムの発見が期待さ
れる。特にヒレの伸張にかかわる遺伝子とし
て Hoxb8 が同定され、Hoxb8 が Wnt5a を制御
することによりヒレを構成する細胞の移動
がおこり、その結果ヒレの伸張と鰭条形成が
もたされることが明らかになった。この結果
は Hoxb8による付属肢形成の分子メカニズム
を示した初めての知見である。また、血管シ
ステムの総合的な解析に必要な血管アトラ
スの作成を行い、世界で初めてアトラスを発
表した。またメダカ骨形成の研究基盤として、
メダカに哺乳類と同様の破骨細胞が存在す
ることを初めて明らかにし、それによる骨リ
モデリングの存在も証明した。 

(2) メダカ骨発生様式を調べるために、硬節
に特異的な発現を示す Twistトランスジェニ
ックメダカ、骨芽細胞特異的な発現を示すオ
ステオカルシントランスジェニックメダカ
を作成し、細胞の行方をトレースした結果、
硬節由来の骨芽前駆細胞は、当初脊索と相互
作用することにより、脊索の石灰化を促し、
さらに脊索周囲の石灰化を亢進するととも
に、椎間板領域に収束し、脊椎骨が成長し続
けるための骨芽前駆細胞を供給し続けるこ
とが明らかになった。 
(3) ゼブラフィッシュではメカニカルスト
レスに密着している組織である筋間中隔の
形成と筋繊維の発達に機能しているペリオ
スチンは、マウスにおいてコラーゲンのクロ
スリンクを制御することにより、コラーゲン
繊維構造形成に寄与することが明らかにな
った。さらにマウス心筋梗塞モデルマウスで
は、梗塞時の心筋再生を促すマトリックス形
成に必要な繊維芽細胞の移動に、ペリオスチ
ンはインテグリンを介して機能しているこ
とが明らかになった。従って、ペリオスチン
を欠いたマウスでは心筋のコラーゲンを主
とするマトリック形成が不十分となり、心筋
の修復が起きないことから心臓破裂が頻繁
になり死亡することが明らかになった。この
発見は心筋梗塞時の心筋修復に関し、世界で
初めて分子レベルで機能を解明したもので、
高く評価されている。 
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