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研究成果の概要（和文）：核膜タンパクlamin Aの骨細胞に与える影響を調べるため，骨細胞株化細胞MLO-Y4に
lamin Aを過剰発現させた細胞株のY4-lamin A（+）とベクターのみを発現させたY4-Wtにおける遺伝子・タンパ
クの発現変化を調べた。Y4-lamin A（＋）はY4-WtよりもBMP-1，-2，-6，axin，GSK-3β，Wntおよびβ-catenin
の発現が増加した。また，Y4-lamin A (＋)はY4-WtよりもOPGとIL-6の発現が増加した。マイクロアレイによっ
て，Y4-lamin Aで発現レベルが増加した遺伝子が約1,200個，そして発現が減少した遺伝子が約800個検出でき
た。

研究成果の概要（英文）：To define the effect of a nuclear protein lamin A, a full length lamin A 
cDNA was overexpressed in osteocyte-like cell line MLO-Y4, Y4-lamin A (+), and mRNA and protein 
expressions were compared between Y4-lamin A (+) and control cells, Y4-Wt, which only vector was 
expressed. Increased expressions of BMP-1, -2, -6, axin, GSK-3β, Wnt and β-catenin were detected 
Y4-lamin A (+) compared to those of Y4-Wt. Furthermore, the expression levels of OPG and IL-6 in 
Y4-lamin A (+) were higher than those in Y4-Wt. Microarray analysis detected the increased 
approximate 1,200 genes and the decreased approximate 800 genes in Y4-lamin A (+) compared to Y4-Wt.
 These results suggest that lamin A regulated osteocytes function and stimulate osteoclasts 
differentiation indirectly.

研究分野：解剖学

キーワード： Lamin A　骨細胞　Wnt/βcatenin　シグナル伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨細胞は，骨芽細胞や破骨細胞に直接働きかけ，骨の恒常性維持に重要な役割を演じている。Lamin Aが骨細胞
におけるBMP-1，－2，-6の発現を誘導することから，骨組織内での骨芽細胞分化を促進させる因子と考えられ
る。また，Wnt/β-cateninシグナルの活性化とも関係し，その下流で機能するBMPファミリーをはじめとする
様々な因子の発現と骨芽細胞の機能を調整していることが示唆された。本研究で得られた結果は，lamin Aが骨
細胞の機能維持にとって重要な因子であるとともに，早老症における骨細胞の機能不全を密接に関連づけた。

※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 
(1)核ラミナの構成成分である lamin A は，LMNA 遺伝子から転写・翻訳され，細胞分化や器

官形成等に重要な役割を持つとともに，lamin A の変異体が老化関連因子の１つとして注目

されていた。また，多くの細胞で lamin A の発現が報告されているが，骨細胞での lamin A

の発現メカニズムは不明な点が多かった。 

(2)種々のメカニカルストレスを骨細胞に作用させた場合に骨形成の促進に伴い lamin A の

発現が増加するという報告があるが，骨細胞における lamin A の上流，あるいは下流で機能

する具体的な因子については現在に至っても解明されていなかった。 

 
２．研究の目的 
(1)Lamin A は LMNA 遺伝子から prelamin と呼ばれる precursor として翻訳され，C 末端の

アミノ酸修飾を受けて成熟型 lamin A になる。我々の研究から lamin A は骨組織に存在す

る骨芽細胞，骨細胞および骨梁周辺に局在する lining cell で発現がみられ，骨芽細胞分化

に必要な因子であることが明らかにされている。骨芽細胞から最終分化を遂げた骨細胞は，

周囲の骨芽細胞や破骨細胞とクロストークし，骨組織の恒常性維持に重要な役割を演じて

いる。骨細胞は，メカニカルストレスに反応し，遺伝子やタンパクの発現が変化する。そこ

で，lamin A が骨細胞の細胞内・外で如何なる因子と相互作用し，骨芽細胞と破骨細胞の分

化を調節しているのか明らかにする。 

(2)我々の研究からメカニカルストレスは，骨細胞株化細胞の MLO-Y4 で lamin A の発現減

少が認められた。しかし，骨細胞を中心とするイントラネットに影響を及ぼす lamin A の作

用メカニズムについては，国内外の研究を見渡してもほとんどない。本研究は，lamin A の

発現が増加した骨細胞と，減少した骨細胞をそれぞれ作製し，表現型の変化を遺伝子・タン

パクレベルで詳しく解析することによって，骨細胞で lamin A と相互作用する新たなシグ

ナル伝達系を明らかにし，併せて骨芽細胞と破骨細胞の分化に影響を及ぼす lamin A の作

用メカニズムを解明する。 

 
３．研究の方法 
(1) Lamin A 過剰発現およびノックダウン細胞の作成 

すでに作成済みのマウス lamin A cDNA を組込んだ発現ベクターを MLO-Y4 へ遺伝子導入す

る。発現ベクターの pPyCAG-IP vector に full length のマウス lamin A cDNA をサブクロ

ーニングした後，MLO-Y4 へトランスフェクションし，安定的に lamin A の発現が増加した

細胞株を得た。細胞は，real-time RT-PCR と Western blot 法によって lamin A の発現量の

変化を確認し，ベクターのみを導入した MLO-Y4 である Y4-Wt と比較して発現量が顕著に増

加した細胞を Y4-lamin A (+)として実験に使用した。 

(2) Y4-lamin A (+)を 3，7，10，14，21，24 日培養した後，RNA と細胞溶解液を抽出し，



real-time RT-PCR と Western blot によって骨細胞の表現型の変化を調べた。骨芽細胞マー

カーとして Col1，ALP，OC， BSA，Runx2，骨細胞マーカーとして CX43，E11/gp38, DMP1，

PHEX，MEPE，FGF23，SOST，MMP-2，-13，-14，骨芽細胞分化関連因子として BMP，TGF，IGF，

FGF，Wnt，破骨細胞分化関連因子として OPG，RANKL，M-CSF，TNF-α，IFN，IL-1，-6，-7，

-8，-11，-15，-17，-23，-34 などの発現を調べた。 

(3) Y4-lamin A (+)における Wnt とβ-catenin の発現，およびβ-catenin と相互作用する

GSK-3β，axin の発現パターンを real time RT-PCR と Western blot によって検討した。ま

た，β-catenin の結合配列が組込まれた当研究室所有の TOP/EGF ベクターを Y4-lamin A 

(+)へトランスフェクションし，GSK-3βの発現と axin との結合から解離した活性化β-

catenin の DNA 結合能について調べた。 

(4) Y4-lamin A (+)と Y4-Wt の遺伝子発現の違いを網羅的に検討するために，マイクロア

レイを利用して解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 骨細胞での核ラミナ構成成分の lamin A の発現メカニズムを明らかにするため，骨芽

細胞様株化細胞 MLO-Y4 に lamin A cDNA を遺伝子導入し，lamin A を過剰発現させた細胞株

を樹立した。21個のクローンを樹立し，そのうち lamin A の発現が強いクローンを Y4-lamin 

A (+)とし，ベクターのみ発現させた細胞株 Y4-Wt と表現形質の変化を調べた。また，MLO-

Y4 へ lamin A cDNA の shRNA を遺伝子導入し，lamin A の発現をノックダウンさせた細胞株

も樹立した。25 個のクローンを樹立し，そのうち安定的に lamin A の発現が抑制されてい

るクローンを Y4-lamin A (-)として，同じくベクターのみを発現させた Y4-Sh と表現形質

の変化を調べた。その結果，Y4-lamin A (+)と Y4-Wt の細胞形態と増殖速度については有意

な変化は認められなかった。また，ALP と OC の発現を軽度に促進したが，同じ骨タンパク

であるBSA，Runx2，osterixや，骨細胞マーカーとして考えられているCX43，E11/gp38,DMP1，

PHEX，MEPE，FGF23，SOST，MMP-2，-13，-14 の発現は有意な変化は認められなかった。破骨

細胞分化に関係する OPG と RANKL の発現についても有意な変化は認められなかった。Y4-

lamin A (-)と Y4-Sh と細胞形態，増殖速度は Y4-Sh と大きな違いはなかったが，OCの発現

が軽度に増加した。骨タンパクや骨細胞マーカーの発現は有意な変化は認められなかった。

しかしながら，Y4-lamin A は継代することによって，lamin A の発現が Y4-Sh と同じにレ

ベルまで回復してしまうことから，再現性のあるデーターが得られず Y4 lamin A (-)を使

用した実験を断念することになった。そこで，当初の計画とは異なり Y4-lamin A (+)を使

用して研究を進めることとした。Y4-lamin A (+)の培養系に 10ng/ml の BMP-2 を加えた結

果，OC の発現が有意に増加した。また，ALP の発現は軽度に減少したが，他の骨タンパクと

骨細胞マーカーおよび破骨細胞分化関連因子の発現は有意な変化は認められなかった。 

(2)Y4-laminA (+)と Y4-Wtを使用してreal-time PCRと Western blot法によってBMP，TGF，

IGF および FGF の発現を調べた結果，BMP-1，-2，-6 の発現は Y4-lamin A(+)の方が Y4-Wt



よりも高い発現レベルを示した。Wnt/β-catenin シグナル関連分子については axin，GSK-

3β，Wnt およびβ-catenin の発現が増加した。しかしながら，Wnt/β-catenin の古典的経

路に含まれている PLC，PKC およびカルシニューリンの発現およびリン酸化には Y4-lamin A 

(+)と Y4-Wt の間には差は認められなかった。β-catenin の遺伝子プロモター領域への結合

能力について調べた結果，Y4-lamin A で高い値を示した。次に破骨細胞の分化および活性

化に必要な OPG，RANKL，M-CSF，TNF-α，IFN，IL-1，-6，-7，-8，-11，-15，-17，-23，-

34 の発現について調べた結果，Y4-lamin A(+)は Y4-Wt よりも OPG と IL-6 の発現レベルが

増加した。続いて細胞内シグナル分子の ERK と JunD リン酸化の違いについて調べたところ，

Y4-laminA (+)と Y4-Wt どちらも ERK と JunD のリン酸化は認められたが，そのレベルに違

いは見られなかった。Lamin A は老化関連因子の NRF2 を不活性化することから，Y4-laminA 

(+)と Y4-Wt における NRF2 の発現とリン酸化について検討した。しかし，両細胞間には顕

著な変化は認められなかった。 

(3)Y4-lamin A（+）と Y4-Wt を使用して，細胞周期に関係する β-galactosidase，lamin 

B1 ，老化関連遺伝子の SASP，さらに lamin A の発現によって変化する細胞内シグナル分子

の p16，p21，p56 の発現レベルを調べた結果，いずれの分子も Y4-lamin A (+)と Y4-Wt の

間では顕著な変化は認められなかった。同様に p16，p21，p56 のリン酸化レベルも変化しな

かった。しかしながら、GSK-3β，Wnt およびβ-catenin の発現レベルは増加していたが，

BMP-1，-2，-6，axin，IL-6 および OPG の発現レベルは変化しなかった。さらにリン酸化レ

ベルが上昇した ERK と JunD の発現も Y4-lamin A (+)と Y4-Wt 間では違いが認められなかっ

た。GSK-3βとβ-catenin の細胞内での発現は Y4-lamin A で強く誘導されるとともにβ-

catenin の核内移行の促進やプロモーター領域への結合促進も認められた。しかし，β-

catenin の下流で機能すると考えられている Tcf，PPARd，lymphoid enhancer D1，Twin の

発現レベルの変化は認められなかった。そこで，Y4-lamin A (+)と Y4-Wt からそれぞれ RNA

を抽出してマイクロアレイを利用して遺伝子発現の網羅的な解析を行った。その結果、Y4-

lamin A (+)で発現レベルが増加した遺伝子を約 1,200 個，逆に発現が減少した遺伝子を約

800 個それぞれ検出できた。これらは MLO-Y4 にメカニカルストレスをかけた場合の遺伝子

発現と一部であるが類似性を認めた。以上の研究成果から lamin A は骨細胞内で主に Wnt/

β-catenin や MAP kinase に関係する遺伝子・タンパクの発現に関与していると考えられ

た。また，lamin A の変異によって生じる早老症発症の誘因として Wnt/β-catenin あるい

は MAP kinase シグナルの伝達障害があることも示唆された。今後は，マイクロアレイによ

って得られたデーターを詳細に解析して，lamin A の細胞内の機能について解明を進めてい

く。 
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