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研究成果の概要（和文）： 

 私はこれまで、骨格形成における軟骨細胞分化、増殖、基質産生、細胞成長（大きさ）に対す

るAktの機能を明らかにした。さらにその下流シグナル分子(mTOR、GSK3、FoxOs)の機能を

解明し、mTORがAktの下流で一番主要な役割を担っていることを明らかにした。 

 今回の申請では、mTORの下流シグナルの骨格形成プロセス（分化、増殖、基質産生、細胞

成長）における機能を明らかにする。具体的には、mTORの下流分子の機能を明らかにすると

ともに、Runx2の活性化を介した骨格形成プロセスの制御機構を解明を目指した。本研究は、

これまでに確立した長管骨（大腿骨、頸骨）の器官培養と培養骨へのアデノウィルスを用いた遺

伝子導入で、各分子の機能を組織レベルで明らかにする独創的な研究であり、骨格形成機構の解

明に大きく貢献できると考えられた。 

 まず Runx2 に関連があると思われる分子の軟骨細胞における細胞増殖における機能につい

て、胎生 15.5 日齢のマウス胎児より摘出した長管骨である大腿骨、頸骨を用いて対照群とラパ

マイシンを暴露した群で、器官培養を 48 時間、あるいは 96 時間行い、そのリン酸化型が低下

しているか、ウエスタンブロッティング、また免疫染色で検討し、一方では有意な差を確認で

きた。 

 またその分子のリン酸化は、Runx2 の核移行を促進している可能性もあり、そこで、ある薬

剤を胎生 15.5 日齢のマウス胎児から摘出した長管骨である大腿骨、頸骨に作用させ、器官培養

を 48 時間行い、骨格標本においては有意な差を確認した。 

 また、それに関連し、wnt 経路に関連した Tcf7、Lef1 と Runx2 の相互作用について研究成
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果を国際雑誌に発表した。 

現在も継続し研究を行っている。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
I clarified a function of Akt for the bone formation until now. Akt regulates a large 

number of signal molecules in the down stream. I decided to perform function elucidation 

for the frame formation mechanism of those signal molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
  
 私はこれまで、骨格形成における軟骨細胞

分化、増殖、基質産生、細胞成長（大きさ）

に対するAktの機能を明らかにした。さらにそ

の下流シグナル分子（mTOR、GSK3、FoxOs）の

機能を解明し、mTORがAktの下流で一番重要な

役割を担っていることを明らかにした。

 
 今回の申請では、mTORの下流シグナルの骨

格形成プロセス（分化、増殖、基質産生、細

胞成長）における機能を明らかにする。具体

的には、mTORの下流分子4EBP1とS6Kの機能を

明らかにするとともに、Runx2の活性化を介し

た骨格形成プロセスの制御機構を解明する。

本研究は、これまでに確立した長管骨（大腿

骨、頸骨）の器官培養と培養骨へのアデノウ

ィルスを用いた遺伝子導入で、各分子の機能

を組織レベルで明らかにする独創的な研究で

あり、骨格形成機構の解明に大きく貢献でき

ると考えられた。 

 
２．研究の目的 

 
 mTOR の下流シグナルの骨格形成プロセス

（分化、増殖、基質産生、細胞成長）におけ

る機能を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

 

 目的分子の軟骨細胞における細胞増殖にお

ける機能について、胎生 15.5 日齢のマウス

胎児より摘出した長管骨である大腿骨、脛骨

を用いて対照群を薬剤やウイルスを暴露し

た群で、比較検討する。変化を認めた場合は



長管骨にそれらに作用する薬剤やウイルス

を用いてその機能解析、また拮抗するであろ

う因子を用いてさらにその下流のシグナル

分子を明らかとする。実験方法はウエスタン

ブロッチング、免疫染色、骨格標本、HE染色、

サフラニン O染色、BrdU 染色、リアルタイム

PCR、In situ hybridaization等で行う。 

 

 

＊ 摘出したマウス胎児の上腕に薬剤を作用

させた骨格標本。赤色に染まる骨の長さが

減少しているのが分かる。 

 

 

 

＊ ウイルスを作用させたことにより、赤色

で示される基質産生に変化が認められた

サフラニン O染色を行った切片。 

 

 



 

 

＊ 摘出したマウス胎児の脛骨に薬剤を作用

させ細胞増殖を検討するため BrdU染色を

行ったもの。褐色の点にに示される細胞増

殖中の細胞数が変化しているのが分かる。 

 

 

必要に応じ遺伝子導入のためのウイルス作

製、トランスジェニックマウス作製、ノック

アウトマウス作製を行う。

 

＊遺伝子を導入したトランスジェニックマ

ウス胎児。EGFPを付与し遺伝子の導入を確認

している。 

 

 
４．研究成果 
 

 現在まだ研究途上であるが、wnt 経路に関

する論文を発表した。 

 Wnt 経路は早くからその存在が知られてい

るが、未だその機能については未解明の部分

が多く、しかしその機能は重要であると予想

されていることから盛んに研究されている

分野である。 

 今回は特に、骨格形成機構に非常に重要と

予想された Tcf、Lef をコンストラクション

し、インジェクションを行いトランスジェニ

ックマウスを作製し解析を行った。 

そのマウスをもとに in vivo、in vitro の実

験を行い、骨格形成に必須とされる Runx2 と

の相互作用を明らかとし、その結果を国際雑

誌に発表した。 
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