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研究成果の概要： 
本研究ではストレスシグナル伝達系である、MKK-JNKシグナル経路の骨細胞における生
体内高次機能の解明を目的として研究を進める。具体的には、１）骨細胞特異的な時期特
異的遺伝子破壊システムの構築と条件付き SEK1遺伝子破壊マウス系統の樹立を行う。続
いて、これらマウス系統を交配する事で ２）骨細胞特異的 SEK1,MKK7遺伝子破壊マウ
スの作出を行い、ストレス応答性シグナル伝達分子の骨組織での高次機能について解析を
行う。さらに、ストレス応答経路の分子機構を解明する事により、３）骨組織の重力スト
レス感知機構における新規分子標的の同定を目的とする。これまでに MKK7 遺伝子破壊
マウスの作出され、成長遅延の表現型が観察されており、骨組織への影響も生じていると
考えられる。本マウスの詳細な解析により、本シグナルの新たな生理機能が解明されると
期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
骨細胞由来の培養細胞が電気刺激等のスト
レスに応答し、細胞内シグナル伝達系の活性
化が見られる事、骨組織内ではギャップ結合
による神経細胞様の細胞間ネットワークを
形成し、その一部が骨芽細胞や破骨細胞とも
接している事などから、骨細胞が重力ストレ

ス関知細胞として機能し、骨芽細胞や破骨細
胞へその情報を伝達する事で骨形態を制御
する可能性が示唆されていた。また最近にな
って、薬剤処理によって骨細胞を欠失させた
骨では、微小重力下において顕著な骨減少を
起こさない事が報告され、骨細胞の重力スト
レス感知・伝達機構が注目されている。 
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２．研究の目的 
 生物は様々な外部環境の変動（ストレス）
に対して、的確に応答する事で生体内の恒常
性を保ち、個体を維持している。このような
ストレスには高温や紫外線のほか、ウィル
ス・細菌等の生体に対する異物、機械的刺激、
更には心理的・生理的刺激など非常に多くの
種類が存在する。 近年、これらの様々なス
トレス刺激によって、c-Jun amino-terminal 
kinase(JNK)系を介するシグナル伝達系が活
性化され、細胞増殖・分化・機能調節に関与
する事が、主に培養細胞を用いた研究によっ
て明らかになってきている。申請者が新たに
所属する研究グループでも、これまでに２種
類の活性化因子、 SEK1/MKK4とMKK7が
協調して JNK をリン酸化し、強力な活性化
状態を誘導する事、さらに SEK1 および
MKK7 の全身性遺伝子破壊マウス系統を樹
立し、ともに胎生期の 10.5~12.5日齢で致死
である事を見出している。 
 
 近年、MKK-JNK経路による生体調節機構
が注目されており、本研究領域での論文数は
増加傾向にある。しかしながら、従来の手法
によって作出された SEK1、MKK7の全身性
遺伝子破壊マウスは胎生致死であるため、成
体における細胞種特異的な機能解析が不可
能であった。そこで Cre/loxP システムによ
る条件付き遺伝子破壊法を用いる事で、胎生
期での致死を回避し、成体骨組織における特
異的機能について解析を試みる。  
 
 一方、骨組織は生体を構築する最大の結合
組織として、身体支持という重要な役割を担
う。その為、骨組織は重力に代表される機械
的ストレスを感知し、自らその形態を変化さ
せることで物理的強度を維持している。この
ような骨の再構築は、骨形成を司る骨芽細胞
と骨吸収を行う破骨細胞によって行われて
いる。一方で、骨基質中に存在する骨細胞
（osteocyte）は骨組織構成細胞の中でもっと
も数が多い細胞種であるにも関わらず、硬組
織に埋まって存在する為に研究材料として
扱いにくく、その生理的役割は不明である。
しかしながら、骨細胞由来の培養細胞が電気
刺激等のストレスに応答し、細胞内シグナル
伝達系の活性化が見られる事、骨組織内では
ギャップ結合による神経細胞様の細胞間ネ
ットワークを形成し、その一部が骨芽細胞や
破骨細胞とも接している事などから、骨細胞
が重力ストレス関知細胞として機能し、骨芽
細胞や破骨細胞へその情報を伝達する事で
骨形態を制御する可能性が示唆されている。
また最近になって、薬剤処理によって骨細胞
を欠失させた骨では、微小重力下において顕
著な骨減少を起こさない事が報告され、骨細
胞の重力ストレス感知・伝達機構が注目され

つつある。  
 以上の背景から、本研究ではストレスシグ
ナル伝達系である、MKK-JNKシグナル経路
の骨細胞における生体内高次機能の解明を
目的として研究を進める。具体的には、１）
骨細胞特異的な時期特異的遺伝子破壊シス
テムの構築と条件付きSEK1遺伝子破壊マウ
ス系統の樹立を行う。続いて、これらマウス
系統を交配する事で  ２）骨細胞特異的
SEK1,MKK7 遺伝子破壊マウスの作出を行
い、ストレス応答性シグナル伝達分子の骨組
織での高次機能について解析を行う。さらに、
ストレス応答経路の分子機構を解明する事
により、３）骨組織の重力ストレス感知機構
における新規分子標的の同定を目的とする。 
 

 
 

 
 
３．研究の方法 
1) 骨細胞特異的な時期特異的遺伝子破壊シ
ステムの構築 
成熟骨細胞特異的発現遺伝子である Dentin 
matrix protein-1(Dmp1)遺伝子を含む
bacterial arti-ficial chromosome(BAC)ク
ローンを取得し、Recombineering 法を用いて、
薬剤誘導性Creリコンビナーゼ及び選択マー
カー遺伝子としてネオマイシン耐性遺伝子
を挿入した標的ベクターの構築を行う。作製
した標的ベクターはエレクトロポレーショ
ン法を用いて TT2 ES 細胞株へ導入し、ネオ
マイシンによる選択で耐性クローンを取得、



更に Dmp1 遺伝子座へ Cre 遺伝子が挿入され
た相同組換え体クローンをサザンブロッテ
ィング法により選別する。得られた相同組換
え体クローンはマイクロインジェクション
法を用いてマウス受精卵へ導入、Dmp1-Cre キ
メラマウスを得る。生殖系列細胞への移行を
確認後、テスターマウスと交配し、X-gal 染
色を行う事でCre 遺伝子の発現特異性を確認
する。以上により、骨細胞特異的遺伝子破壊
システムを構築する。 
 現在、Recombineering 法を用いた改変マウ
ス作出の為の標的ベクター構築準備を行っ
ている。マウス作製に最低限必要な ES 細胞
培養設備は整っており、申請者は既に複数ラ
インにわたる遺伝子改変マウス作出経験を
有していることから、本プロジェクトは予定
通りに遂行可能と考えられる。 
 
2) 条件付きSEK1 遺伝子破壊マウス系統の樹
立 
 floxed MKK7 マウス系統は既に樹立済みで
あるため、floxed SEK1/MKK4 の系統樹立を行
っている。これまでに条件付き遺伝子破壊標
的ベクターを構築し、E14K ES 細胞への遺伝
子導入、相同組換えクローンの選択を行い、
キメラマウスを得る事に成功している。生殖
細胞系列への移行確認後、FLPe トランスジェ
ニックマウスと交配する事でネオマイシン
耐性遺伝子の除去を行う予定である。本マウ
ス系統樹立は速やかに終了すると考えられ
る。 
 
3) 骨細胞特異的 MKK 遺伝子破壊マウスの作
出 
 骨細胞種特異的な SEK1 および MKK7 遺伝子
破壊マウスの作出に向け、Dmp1-Cre マウスと
floxed MKK マウスの交配交配により、骨細胞
種特異的な SEK1 および MKK7 遺伝子破壊マウ
スの作出を行う。作出したマウスは平常状
態・尾部牽引による微小重力状態での骨密
度・骨構造の変化を DXA 法・3 次元マイクロ
CT 法を用いて解析する。更に、骨形態計測法
を用いて、骨組織の動態について細胞レベル
で詳細な検討を行う。これらの遺伝子破壊マ
ウスは骨細胞でのみMKK-JNK シグナル系が破
綻していることから、以上の解析を行う事で
骨細胞の重力ストレス応答系での SEK1 と
MKK7 の高次機能が解明可能である。 
 
4) 骨組織の重力ストレス感知機構における
新規分子標的の同定 
 平常状態および微小重力状態においた骨
細胞特異的MKK遺伝子破壊マウスより骨組織
を採取し、抽出した RNA やタンパク質を cDNA
マイクロアレイおよび二次元電気泳動法で
解析する事で、MKK-JNK シグナルの骨細胞で
の標的遺伝子候補群を得る。各種候補因子は

免疫染色法によって、マウス骨組織での発現
量を個々に検討するとともに、骨細胞系培養
細胞 MLO-Y4 を用いたルシフェラーゼアッセ
イやキナーゼアッセイにより、直接の標的分
子の同定を行う。  
 この研究に関する準備が最も順調に進ん
でいる。MKK-JNK 経路によって、ヒストンの
メチル化パターンが変化する事が既にわか
っており、MKK-JNK 経路の新たな標的分子の
探索が容易になってきた。MKK-JNK のキナー
ゼアッセイ、ツーハイブリッドアッセイ、DNA
アレイの準備は整っている。 
 
４．研究成果 
これまでに MKK7 遺伝子破壊マウスの作出さ
れ、成長遅延の表現型が観察されており、骨
組織への影響も生じていると考えられる。本
マウスの詳細な解析と本研究の継続により、
JNK シグナルの新たな生理機能が解明される
と期待される。 
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