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研究成果の概要（和文）：歯周病などの骨吸収疾患で骨を吸収する破骨細胞は重要な役割を示す。

この破骨細胞の骨吸収の分子メカニズムを明らかにするために、破骨細胞の骨吸収制御分子

c-Src の下流ではたらくことが予想される p130Cas(Cas)による骨吸収調節機構を分子レベルで

解明を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Integrin-mediated interaction with the extracellular matrix plays 
a critical role in the function of osteoclasts, the bone-resorbing cells. This study 
examines the role of p130Cas (Crk-associatedsubstrate (Cas)) in actin organization in 
osteoclasts. 
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１．研究開始当初の背景 

 歯と、それを支える歯槽骨・顎骨は、口腔機

能を維持する上で重要である。歯周病によっ

て歯槽骨が吸収され、歯を喪失すると口腔機

能は著しく低下する。歯周病は破骨細胞によ

る骨吸収の亢進が原因の１つであることから、

歯周病治療や歯槽骨の再生治療を成功させる

上で破骨細胞をターゲットにして骨吸収を自

由に制御することが重要なポイントである。 

（１）破骨細胞の制御ターゲット 

破骨細胞による骨吸収を抑制するためには，

２つの方法が考えられる。１つは破骨細胞の

分化を抑制し破骨細胞の数を減らすことであ

り(図１①)、もう１つは、破骨細胞の骨吸収
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そのものを抑制することである(図１②)。し

かし、骨のリモデリングサイクルが約３ヶ月

である(Primer on the Metabolic Bone 

Diseases and Disorders of Mineral 

Metabolism 6th Edition)ことを考 

慮すると、破骨細胞の分化を制御するよりも、

破骨細胞の骨吸収そのものを制御する方が即

効性を期待でき、より効果的であると思われ

る。 

（２）破骨細胞の骨吸収制御分子c-Src 

破骨細胞の分化過程はRANKL やM-CSF などの

分子によって制御されるが、骨を吸収する過

程を制御する分子は未だ不明な点が多い。現

在まで明らかになっている大理石骨病を呈す

る遺伝子欠損マウスの殆どが、破骨細胞の分

化障害により破骨細胞が存在しないことが原

因であるのに対して、c-Src 遺伝子欠損マウ

スは破骨細胞が存在するものの、全く骨を吸

収できないため大理石病を呈する (Soriano 

P et al. Cell 199164:693-702)。このことは、

破骨細胞が骨吸収を行う際にc-Src 分子が重

要な役割を担っていることを意味する。しか

しながら、c-Src がどのようシグナル伝達経

路を介して破骨細胞による骨吸収を制御して

いるのか不明な点が多い (Nakamura I and 

Jimi E. Recent Res. Devel. Immunology. 

2004;6:79-94) 。 

（３）破骨細胞分化に伴って発現量の変化す

る遺伝子群のデータベース 

私は破骨細胞分化に伴って発現量の変化する

遺伝子群をDNA チップマイクロアレイを用い

て網羅的に解析した(平成17-18 年度若手研

究B：「乳歯歯根膜における生理的歯根吸収調

節因子の同定」18791580)。このデータベース

を利用してc-Src のシグナル伝達に関わる分

子の検索を行ったところ、c-Src の下流で働

くと考えられるp130Cas、c-Cbl、Syk、Pyk2 の

中で、p130Cas のみ発現の上昇が見られた(表

１)ことから、p130Cas が破骨細胞に特異的な

機能を持っている可能性を考えた。 

 
 
２．研究の目的 
 

破骨細胞骨吸収制御分子c-Srcの下流ではた

らくことが予想されるp130Casによる骨吸収

調節機構を分子レベルで解明することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 p130Cas遺伝子のクローニングを行い、さら

にマウスp130Cas の野生型およびドミナント

ネガティブ型p130Cas の変異体を作製し、こ

れら変異体をレトロウィルスベクターに組み

込み発現ベクターを構築した。また、破骨細

胞分化後の活性化時のp130Casの役割を明ら

かにするために、テトラサイクリン誘導性

p130Cas shRNA発現ベクターを作製した。の野

生型およびドミナントネガティブ型p130Cas

発現ベクター、およびp130CasshRNA発現ベク

ターをマクロファージ細胞株RAW264.7 細胞

およびマウス骨髄細胞に遺伝子導入した後に、

RANKLによって破骨細胞を誘導し、骨吸収のマ

ーカーであるアクチンリングを形成する破骨

表１.破骨細胞分化過程における 

c-Srcシグナル関連遺伝子の発現変化 

分化前 分化後 分化後/分化前

c-Src 1.4 18.5 13.2

Cas 6.4 12.6 2.0

c-cbl 146.4 159.8 1.1

Syk 18.9 19.0 1.0

Pyk2 34.4 19.9 0.6



 

 

細胞数を計測した。また、p130Casの発現の変

化を検討した。 

 
４．研究成果 
 

（１）主な研究成果 

①p130Casは破骨細胞分化に伴いその発現は

上昇する。 

 これまでの先行研究の結果から、破骨細胞

分化の際、p130Cas mRNAが破骨細胞分化に伴

い上昇することから、まず初めにウェスタン

ブロッティング法を用いてp130Cas分子のタ

ンパクレベルでの発現を検討した。その結果、

破骨細胞分化に伴い、骨吸収制御分子c-Src

や分化のマスターレギュレーターである

NFATc1の発現と同様にp130Casの発現上昇が

見られた（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

②p130Cas の SH3 ドメインは破骨細胞分化お

よびアクチンチンリング形成に重要である。 

 これまでの結果から、p130Cas が破骨細胞

分化と骨吸収の指標となるアクチンリング

形成に関与することが考えられた。そこで、

野生型 p130Cas と、p130Cas の活性化に重要

と言われる Src ホモロジードメイン３ (SH3

ドメイン)を欠失したドミナントネガティブ

型 p130Casをレトロウィルスベクターを用い

て破骨細胞前駆細胞に過剰発現させた（図２

A、B）。その結果、野生型では破骨細胞分化

およびアクチンチンリング形成に著明な変

化は見られなかったが、ドミナントネガティ

ブ型 p130Cas では破骨細胞分化、アクチンチ

ンリング形成どちらも強力に抑制された。以

上のことから、p130Cas は破骨細胞分化およ

び、アクチンリング形成ともに関与すること

が考えられた（図２C,D）。 

  

③成熟破骨細胞のアクチンリング形成に

p130Cas は重要である。 

 ②の結果から、p130Cas は破骨細胞分化お

よびアクチンリング形成に重要であること

が示唆されたが、ドミナントネガティブ型

p130Cas によるアクチンリングの形成の抑制

は破骨細胞分化抑制による相対的な抑制効

果であることも考えられる。そこでテトラサ

イクリン誘導性に p130Casを特異的にノック

ダウンする２種類の shRNA を発現する

RAW267.7 細胞株を樹立し、破骨細胞分化後の

アクチンリング形成に対する効果を検討し

た（図３A,B）。



 

 

RANKL を投与することで分化した破骨細胞に

テトラサイクリンを投与し shRNAを発現させ

ると破骨細胞数に変化は見られないものの、

アクチンリング形成が抑制された（図 3C,D）。

以上の結果から、p130Cas は成熟破骨細胞の

アクチンリング形成に重要な分子であるこ

とが示唆された。 

 
 以上①〜③の結果から、p130Cas は破骨細
胞分化のみならず、骨吸収機能の発現におい
ても重要な分子であることが示唆された。 
 
 

（２）成果の位置づけとインパクト 

 本研究の結果から、破骨細胞の分化および
骨吸収能の発現における p130Casの役割を明
らかにすることが出来た。これまで、アクチ
ンリング形成における p130Casの重要性を示
唆する論文はあったものの、直接的な分子証
明はなく、そのインパクトは十分に大きいも

のと思われる。また、今回行った破骨細胞の
分化モデルに対する網羅的遺伝子解析から、
破骨細胞の活性化に重要であると言われて
いる NF-κB シグナルや、破骨細胞の骨吸収
の際に機能する CLC7 分子に関する研究を行
うことが出来、それらについても論文として
報告した。 
 

（３）今後の展望 
 今後の展望として、p130Cas ノックアウト
は胎生致死であるため in vivo における破骨
細胞分化の研究が困難であったが、共同研究
者 で あ る 広 島 大 学 本 田 先 生 か ら 、
p130Cas-loxpマウスを導入し、これを破骨細
胞特異的に Cre recombinase 遺伝子を発現す
るマウスと交配し in Vivo における p130Cas
の役割を明らかにしていきたいと考えてい
る。また、これまで明らかになっていない破
骨細胞活性化における p130Cas および c-Src
間の制御機構を、c-Src ノックアウトマウス
を用いてレスキュー実験などを行う予定で
ある。 
 これらの研究をもとに、これまでの研究を
ふまえて今後論文として発表していきたい
と考えている。 
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