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研究成果の概要（和文）： 
骨の再構築は、破骨細胞と骨芽細胞により厳密に維持されていることから、これら骨構成
細胞を統括的に制御する機構が存在すると考えられる。骨の細胞間コミュニュケーション
制御因子を明らかにするために、骨構成細胞の発現遺伝子の網羅的にスクリーニング、機
能アッセイ、プロテオーム解析から標的遺伝子を同定し、マウスジェネティクスを用いて
骨リモデリングのメカニズムを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bone remodeling optimizes bone strength. Regulation of bone remodeling requires a 
tightly orchestrated interplay among osteoblasts (bone forming cells), osteoclasts 
(bone resorbing cells) in bone surface and osteocytes, which embedded into bone matrix. 
To identify the regulation/coupling factor of bone remodeling, we investigated a 
genome-wide screening, proteome analysis of these bone cells and in vivo analysis 
of gene targeting mice. 
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１．研究開始当初の背景 
生体の基軸である骨組織は、生涯を通じ

て生まれ変わっている。この再構築は「骨
リモデリング」と呼ばれ、健全な骨組織の
維持のみならず、生体内カルシウムの貯蔵
庫である骨を巧妙に制御している。しかし、
何時、どの様に破骨細胞が古い骨を認識し、
骨吸収を開始および完了に至るか？さらに

骨吸収終了後、骨芽細胞がどの様に誘導さ
れ骨形成を開始、完了していくのか？は、
未だに不明な点が多いのが現状である。こ
のリモデリングサイクルにおいて破骨細胞
の骨吸収に対し骨芽細胞は損失した骨量補
い、一定の骨量を維持することから、これ
ら骨構成細胞を統括的に制御する機構が存
在すると考えられる。この制御機構を解明
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する糸口として、最近、第 3の責任細胞とし
て骨細胞が注目されている。破骨細胞や骨芽
細胞が骨表面上で機能する一方で、骨細胞は
骨の中に埋め込まれた状態で存在する細胞
である。それらは骨内に無数の突起を伸ばし
ながら網目状のネットワークを形成し、骨細
胞同士あるいは骨表面の破骨細胞や骨芽細
胞と密接に接触している。この様な特殊な環
境状態から力学的刺激の感受やシグナリン
グ伝達に関わり、骨リモデリングを制御して
いる可能性が想定されているものの、実体は
長い間謎である。つまり、骨表面および骨組
織内に存在する 3つの責任細胞による骨リモ
デリングネットワークとカップリング機構
を詳細に理解することが当研究領域を飛躍
的に発展させうるブレイクスルーポイント
である。 
 
２．研究の目的 
骨細胞、骨芽細胞および破骨細胞の骨リモデ
リングネットワークを司る制御因子を明ら
かにする目的で、骨構成細胞(骨細胞、破骨
細胞、骨芽細胞)の網羅的な発現遺伝子スク
リーニング、機能アッセイ、プロテオーム
解析から標的遺伝子を同定し、遺伝子欠損
マウスを作成し、候補遺伝子の生体における
骨恒常性のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
骨細胞において骨組織内を擬似するために
新規 3次元培養系を確立し、応力反応を含む
様々な条件下で遺伝子発現を評価した。さら
にマウスジェネティクスを用いて骨細胞の
初代培養系を確立した。また破骨細胞は
RANKL/M-CSF にて分化誘導し、骨芽細胞は破
骨細胞支持および分化状態の遺伝子発現を
GeneChip にてゲノムワイドにスクリーニン
グした。選出された候補遺伝子はレトロウイ
ルスによる遺伝子ノックダウンにより、その
機能を評価した。さらに生体レベルでの遺伝
子の機能を明らかにするため、遺伝子改変マ
ウスを用いて骨形態の解析を行った。 
 
４．研究成果 
骨細胞は骨の中に埋め込まれた状態で存在
する細胞である。それらは骨内に無数の突
起を伸ばしながら網目状のネットワークを
形成し、骨細胞同士あるいは骨表面の破骨
細胞や骨芽細胞と密接に接触している。骨
組織内を擬似化するため、骨細胞の伸張刺
激負荷培養装置を開発した。コラーゲンゲ
ル内で 3次元培養した骨細胞(MLYO-4,単離
骨細胞)に、生理的範囲から骨基質が破断し
骨折を引き起こす程の骨変形量のメカニカ
ルストレスを加えることが可能となった。
このメカニカルストレスを与えた細胞のゲ
ノムワイドスクリーニングを実施し、メカ

ニカルストレス応答性の遺伝子発現を解析
した。その結果、メカニカルストレス応答
性遺伝子である Nos,Ptgs,Vegfa などが顕
著に上昇していることが見出された。さら
に興味深いことに破骨細胞分化因子 RANKL
の発現誘導が見出された。 
骨細胞の高純度初代培養系が確立されてい
なかったため、Cre 発現細胞のみで EGFP 発
現を誘導する CAG-CAT-EGFP マウスと
Dmp1-Cre マウスを交配し、骨細胞特異的な
EGFP 発現マウスを作出した。この遺伝子改
変マウスを用いて、マウスの頭蓋骨または
長管骨を酵素処理して得られる細胞集団を、
フローサイトメトリーによるセルソーティ
ング法を用いて、骨細胞と骨芽細胞を単離
することに成功した。この新規単離法で得
られた骨細胞 (EGFP 陽性細胞 ) は、
Sclerostin, Dmp1, Neuropeptide Y, Reelin
など骨細胞特異的な遺伝子を強力に発現し
ており、骨芽細胞(EGFP 陰性細胞)に特異的
に発現するKeratocanやFibromodulinなど
は、ほとんど検出されなかった。この結果
は、骨細胞と骨芽細胞を明確に分離単離で
きていることを示している。 
次に、生体レベルでの骨細胞が発現する

RANKL の機能を明らかにするために、コン
デショナル RANKL 欠損マウスを作成した。
まず b-actin-Cre マウスとの交配により、
グローバル RANKL 欠損マウスを作出したと
ころ、以前に報告されたコンベンショナル
な RANKL 欠損マウスの表現型と同様に、重
篤な大理石骨病を呈し、成長不全と歯芽萌
出の不全も発症した。 
RANKL は骨組織において間葉系細胞だけ

でなく、多くの他の細胞にも発現しており、
以前から T 細胞が発現する RANKL が、関節
リウマチ(RA)の骨破壊に関与すると考えら
れてきた。また、T 細胞特異的な RANKL Tg
マウスは、RANKL 欠損マウスとの交配によ
り部分的な骨髄腔を出現させられることが
報告されている。しかしながら、T 細胞特
異的に RANKL を破壊したマウスを作成した
ところ、生理的条件下では、骨組織への影
響は見出されなかった。また、造血幹細胞
の移植治療を受けた RANKL 依存性大理石骨
病患者では、大理石骨病は改善されないが、
T 細胞の RANKL は正常に誘導される。これ
らの知見を総合すると、通常の破骨細胞の
分化には、T 細胞上の RANKL 発現では不十
分で、間葉系細胞の発現する RANKL が生体
レベルでの破骨細胞分化に重要であると考
えられる。 
そこで、骨細胞特異的な RANKL 欠損マウ

スを作出したところ、グローバル RANKL 欠
損マウスに見られる歯芽萌出や成長の不全
など外見上に影響は見られなかった。しか
しながら、興味深いことに、生体マウスの



骨髄腔は骨組織で充たされ重篤な大理石骨
病を呈していた。この骨細胞特異的な
RANKL 欠損マウスでは、骨細胞の RANKL だ
けが破壊されており、骨芽細胞の RANKL 発
現は維持されていることから、成体におい
て骨細胞が、破骨細胞の分化を支持するも
っとも重要な細胞であることが明らかにな
った。さらに、このマウスに観察される大
理石骨病は、生後すぐには発症しておらず、
成長に伴いその病状が悪化するという興味
深い結果が見出された。これらの結果を総
合すると、成体において、骨細胞が RANKL
を主に発現し破骨細胞を分化させる指令細
胞として、骨リモデリングの開始を司って
いると結論づけられる。 
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