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研究成果の概要（和文）：骨は内分泌組織として定義され様々な生理機構へ関与する。骨髄幹細胞ニッチが造血
幹細胞や前駆細胞の維持および分化に関与することは知られているが、その詳細なメカニズムは謎が多い。Gap 
junction 膜タンパクであるpannexin 3 (Panx3)は、歯、骨および軟骨を含む硬組織特異的発現を示し、そのチ
ャネル機能により細胞増殖を抑制し分化を促進するが、Panx3の骨髄における機能に関しては未だ明らかではな
い。今研究でPanx3遺伝子欠損マウスに骨変異に加え、胸腺肥大、脾臓萎縮およびBおよびT細胞の成熟異常が認
められることより、Panx3が全身免疫機能維持に深く関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone has been defined as an endocrine organ to regulate physiological 
functions in many tissues. Bone marrow stem cell niche plays important roles for hematopoietic cell 
differentiation and maintenance. However, the mechanisms and component of bone marrow niche are not 
fully understood. Pannexin 3 (Panx3), a member of gap junction protein family is predominately 
expressed in hard tissue such as bone, cartilage and tooth. Panx3 inhibits precursor cell 
proliferation and promotes differentiation by its small molecule permeable channel functions. Still,
 Panx3 functios in bone marrow, especially as bone marrow niche is not known. Here, we describe that
 Panx3 KO mice revealed the skeletal dysplasia, enlarged thymus and shrunken spleen. Further, B- and
 T cell maturation in Panx3 KO mice were insufficient. Thus, our findings suggest that Panx3 
regulates B- and T cell differentiation by Panx3-provided bone marrow niche.    
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今研究で硬組織特異的Gap junction 膜タンパクPanx3が形成する骨髄微小環境、ニッチがB細胞およびT細胞の分
化を制御することを明らかにした。この結果は新しい骨髄ニッチの存在を示し、骨環境に新たな免疫細胞形成機
構があることを示唆するもので、学術的に新しい扉を開けるものとなった。また、Gap junctionによる骨髄ニッ
チは初の報告であり、細胞生物学的にも新しい発見と言える。今回の発見は骨生理“骨を中心とした全身の恒常
性維持機構”をより解明するものであり、今後さらなる免疫細胞の維持および分化機構を明らかにすることで新
治療法開発にも波及する可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 超高齢化社会を迎えた現代で、健康長寿には歯、
軟骨および骨を含む硬組織機能の維持は欠かせな
い。近年、骨は支持組織だけではなく内分泌組織と
しても定義され人体における様々な生理機構に影
響を与えることが報告されている。骨髄は免疫細胞
の生産工場であり、骨髄内の微小環境(stem cell 
niche)が造血幹細胞(HSC)や前駆細胞の維持および
分化に関与することは報告されているが、その詳細
なメカニズムはまだまだ謎が多い。特に骨髄での骨
芽細胞が作り出す微小環境の働きおよび存在に関
して議論がなされている(図 1)。 
 我々は新規 gap junction protein である pannexin 
family (1-3)に属する pannexin 3 (Panx3)の機能解析を行ってきた。Panx3 は歯、骨および軟骨
を含む硬組織に特異的に発現し、それぞれの構成細胞の細胞増殖を抑制し分化を促進するスイ
ッチ機能を持つ。さらに、Panx3 は細胞膜において細胞内 ATP を細胞外に放出する
Hemichannel、小胞体膜で細胞内 Ca2+濃度を調節する ER Ca2+ channel、そして Ca2+の細胞
間透過を行う gap junction の３つの機能を持つ。さらに Panx3 knockout (KO) mouse は軟骨細
胞分化および骨芽細胞分化の抑制により骨成長および形成に異常を示したことから、Panx3 は
新骨形成制御因子であることを明らかにした。 
 我々の最近の研究において Panx3 hemichannel が炎症を惹起し、Panx3 KO mouse に対して
創傷部位の治癒遅延が認められ、かつ炎症部位における自然免疫の機能不全が認められた。この
ように Panx3 KO mouse には骨形成異常だけでなく免疫機構にも異常が確認されたため、
Panx3 が全身の免疫機能維持に大きく関わっていることが推測された。さらに Panx3 KO 
mouse の胸腺、脾臓およびリンパ節を観察した結果、胸腺の肥大化、脾臓の萎縮が認められた。
また、表面分化マーカーによる解析から各組織において T 細胞の成熟に大きな障害があること
が示唆された。そこで、Panx3 KO mouse の大腿骨から RNA を抽出し CAGE(Cap Analysis 
Gene Expression)法により網羅的に候補遺伝子を選出した結果、HSC および前駆細胞の機能維
持に重要なケモカインである Cxcl12 の転写活性が優位に抑制されていた。これらの結果より
Panx3 KO mouse には明らかにリンパ球の分化異常が認められ、Panx3 はその膜チャンネル機
能によって骨髄の環境を整え、リンパ球の産生、維持を制御していることが示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
 
 この度の研究目的は、Panx3 が制御するリンパ球成熟環境を解明し、Panx3 が制御する stem 
cell niche の知見を造血系疾患の発症メカニズムの解明につなげていくことである(図 1)。ひい
ては gap junction protein が創造する骨生理“骨を中心とした全身の恒常性維持機構”をより解
明する。そして、その応用は歯周病および根尖性歯周炎での顎骨欠損の再生および抗炎症に対す
る新治療法開発にも波及する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Panx3 null KO mouseの免疫器官における表現型の解析: 新生児および４週齢の Panx3 null 
KO mouseの免疫器官(骨髄、胸腺、脾臓およびリンパ節)を野生型(WT)またはヘテロ(HT) mouse
と解剖学的および組織学的解析を用いて比較する。また、各組織の mRNAおよびタンパクを抽出
し Panx3発現をそれぞれ quantitative PCR(qPCR)および western blottingで確認する。 
 
(2) Panx3 null KO mouseの免疫器官における T細胞および B細胞の成熟度の解析: Panx3 KO
および WTまたは HT mouseの各組織を摘出、ホモジナイズした後、FACS解析により細胞表面マ
ーカーを用いて免疫細胞の成熟度を比較検討する。また、Panx3 cKO mouse (Prx1-cre mouse)を
用いて骨芽細胞特異的に Panx3発現を欠失させ上記の 1.2の解析を行う。    
(3) 特異抗原に対する Panx3 KO mouseの獲得免疫機能の評価: Panx3 null KOおよび cKO mouse
をペプチド等の特異抗原で免疫した後、血清を採取して抗原特異的な抗体価を ELISA 法で評価
する。    
 

図 1: ⾻整理. Panx3 制御 stem cell niche
研究とその波及効果. 
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(4) Panx3の免疫細胞分化機構の解析: Panx3 null KOおよび cKO mouse（Prx1-cre）の骨髄を
摘出し T細胞および B細胞を持たない Rag1欠損マウスに骨髄移植する(図 4)。その後、免疫器
官における T細胞、B細胞の成熟度を FACSにて解析する。さらに Panx3 強発現および抑制され
た骨芽細胞株とマウスより抽出精製した primary B細胞の共培養を行い、B細胞の細胞増殖やク
ラススイッチを評価する(図 5)。さらに、ATPが stem cell nicheからの細胞離脱または維持を
行うという報告から ATPを放出する Panx3 hemichannel機能と免疫細胞分化の関連性を調べる。
Panx3 強制発現および欠失した骨芽細胞を用いて primary B 細胞または bone marrow stromal 
cellとの共培養を行う。BMP2により Panx3 hemichannelの活性を行い、B細胞および bone marrow 
stromal cellの分化度を解析する。また、Panx3 hemichannel特異的 blockerを用いて細胞の分
化度を評価する。    
 
(5) 候補因子 Cxcl12を介した Panx3制御の HSC維持シグナル解析: Panx3 KO mouseの大腿骨
から RNAを抽出し CAGE 法により網羅的に候補遺伝子を選出する。予備実験より HSCおよび前駆
細胞の機能維持に重要なケモカイン、Cxcl12が候補に挙がった。Panx3 KO mouseから抽出した
骨芽細胞および Panx3強制発現骨芽細胞株を用いて Panx3と Cxcl12発現を qPCRおよび western 
lotで調べる。Cxcl12の promoter 領域を同定し、luciferase reporter assayおよび chip assay
により Panx3による Cxcl12発現制御機構を解析する。また、同定した Panx3 promoterを基に
Panx3-Cre mouseを作製し、Cxcl12 cKO mouse (Panx3-Cre mouse)の免疫細胞分化を FACSにて
評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Panx3 null KO mouseの免疫器官における表現型の
解析(図 2): Panx3 KO mouseは新生児において body size
が小さく、また骨の形成不全が認められた。８週齢の成獣
になってもこの表現系は認められた。また、新生児および
４週齢 Panx3 WT 及び KO mouseの免疫器官(骨髄、胸腺、
脾臓およびリンパ節)を比較した結果、胸腺および脾臓の
肥大が認められ、cellularityに関しても増大していた。
骨髄に関しても cellularity の減少を認めたが、リンパ
節の解析は不完全に終わった。さらに、各組織の mRNAお
よびタンパクを抽出し Panx3 発現を確認した結果、骨組
織で強発現を認めたが、他の組織ではたいへん微量（ほぼ
発現なし）の発現であった。 
 
(2) Panx3 null KO mouseの免疫器官における T細胞およ
び B細胞の成熟度の解析: マウスの胸腺、脾臓およびリン
パ節に対して、FACS 解析により T 細胞及び B 細胞の成熟
度を比較検討した結果、胸腺およびリンパ節において明らかな CD4 T cellおよび CD8 T cellの
減少が認められた。  
 
(3) 特異抗原に対する Panx3 KO mouseの獲得免疫機能の評価: Panx3 WTおよび KO mouseに対
し NP-KLH 抗原で免疫を行い、免疫７週および１４週後に血清を採取して抗原特異的な抗体価を
ELISA 法で評価した。結果、Pnax3 KO mousedでは NP特異的 IgM, IgAおよび IgG 抗体価が減少
した。    
 
(4) Panx3の免疫細胞分化機構の解析: Panx3 WTおよび KO mouseの骨髄から LSK(Linage(-), 
Sca-1(+), c-Kit(+))細胞を FACS sorting 後、SJLマウスに骨髄移植した。移植３ヶ月後、骨髄、
胸腺、脾臓およびリンパ節における T細胞、B細胞の成熟度を FACSにて解析した。結果、移植
されそれぞれの LSK 細胞由来の T 細胞および B 細胞の成熟度には差が認められなかった。さら
に、SJL mouseから FACS soringした LSK細胞を Panx3 WTまた KO mouseに骨髄移植後、３ヶ月
後、骨髄、胸腺、脾臓およびリンパ節での移植細胞の T細胞および B細胞の分化度を FACSにて
解析した。結果、骨髄では B細胞の分化異常、胸腺およびリンパ節では CD4 T細胞および CD8 T
細胞の分化異常が認められた。  
 
(5) 候補因子 Cxcl12を介した Panx3制御の HSC維持シグナル解析: ４までの結果より T細胞お
よび B細胞の分化異常は骨組織から始まっていると示唆された。したがって、この表現系に関与
する因子を網羅的に解析して抽出するために、Panx3 KO mouseの大腿骨から RNAを抽出し CAGE
法を用いた。CAGE 法による網羅的解析および Bulk RNA sequenceとの整合性を調べた結果、HSC
および前駆細胞の機能維持に重要なケモカイン、Cxcl12が Panx3 KO mouse サンプル群では優位
に減少していた。さらに、Panx3 KO mouseから抽出した骨芽細胞および Panx3 強制発現骨芽細
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胞株を用いて Panx3と Cxcl12発現を qPCRおよび western lotで発現比較した結果、Cxcl12は
Panx3 KO moused では減少し、強制発現細胞株では上昇が認められた。さらに、Cxcl12 の 2kb 
upstream、promoter 領域をクローニングしたのち Luciferase reporter vectorに組み込んで、
Cxcl12 promoter reporter vectorを作製した。Panx3+および-細胞株に Cxc12 promoter vector
をトランスフェクションし luciferase reporter assayを行った結果、Panx3 依存的に Cxc112
の promoter 活性が認められた。重要な binding domainの同定はできなかったが、Wntまたは
BMPのシグナルの関与を疑っている。 
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