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研究成果の概要（和文）：200 文字程度 
我々は、骨芽細胞特異的表現型を特徴付ける Runt-related transcription factor 2（Runx2）分子が、
中枢神経系にも機能的に発現する事実を報告した。本研究では、個体レベルでの Runx2 の脳機
能解析を実施する目的で、Cre/loxP システムを利用した Runx2 conditional 欠損マウスの作製に
取り組み、Runx2 遺伝子の exon 4 を loxP 配列にて挟んだ Runx2flox/+のマウス作製に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have previously shown the functional expression of glutamatergic and GABAergic signaling 
machineries in different osseous cells including osteoblasts. Runt-related factor 2 (Runx2) is the master 
regulator of osteoblastic differentiation with ability to accelerate differentiation of mesenchymal stem 
cells into osteoblasts, while we have also demonstrated the expression of mRNA and corresponding 
protein for Runx2. In this study, we for the first time generated mice carrying a conditional Runx2 allele 
with exon 4, which encodes the Runt domain, flanked by loxP sites. These mice were crossed with 
α1(I)-collagen-Cre or α1(II)-collagen-Cre transgenic mice to obtain osteoblast- or chondrocyte-specific 
Runx2 deficient mice, respectively. In newborn α1(II)-Cre;Runx2flox/flox mice, mineralization impairment 
was restricted to skeletal areas undergoing endochondral ossification including long bones and vertebrae. 
In contrast, no apparent skeletal abnormalities were seen in mutant embryo, newborn, and 3- to 6-week 
old-mice in which Runx2 had been deleted with the α1(I)-collagen-Cre driver. The Runx2 floxed allele 
established here is undoubtedly useful for investigating the role of Runx2 in particular cells. 
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１． 研究開始当初の背景 

骨組織は、ダイナミックに破骨細胞による
骨吸収と骨芽細胞による骨形成を繰り返し、
再構築(リモデリング)を営むことにより形態
や機能を維持している。このリモデリング過
程を調節する代表的な骨制御分子である
Runt-related transcription factor 2（Runx2）は、

それ自体には DNA結合能を有さない Cbfbと
ヘテロ二量体を形成して、骨芽細胞特異的表
現型を特徴付ける各種遺伝子（type I collagen, 
osteopontin, osteocalcin, matrix 
metalloproteinase13）の転写制御を担い、骨芽
細胞分化のマスターレギュレーター転写制
御因子として機能する。実際、Runx2 null 欠
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損(KO)マウスでは完全に骨芽細胞を欠失し
ており、骨形成が全く認められず、生後 1-2
日で死亡する。 

我々は、中枢神経系の興奮性情報伝達物質
であるグルタミン酸や D-セリンが、骨組織を
構成する細胞においても、シグナル分子とし
て機能することを多数報告してきた。これら
の研究成果から、「骨」と「中枢」との恒常
性維持メカニズムの共通性に気付き、中枢神
経系において骨制御分子が機能していると
いう逆転の構想に至った。 

中枢神経系における複数の骨制御因子の
発現解析の結果、骨形成における最も重要な
転写因子Runx2が中枢神経系においても発現
していることを見出した。Runx2 に関してさ
らに解析を行ったところ、以下に示すように
非常に興味深い知見が得られた。 
① マウス脳組織の免疫染色の結果、Runx2

は神経細胞に強く発現している。 
② 培養アストロサイトに、小胞体ストレス

が惹起されると、Runx2 のmRNA発現が、
小胞体ストレスセンサーである ATF6 依
存的に誘導される。さらに Runx2 のアス
トロサイトへの強制発現によりグルタミ
ン酸取り込み活性が抑制される。 

したがって Runx2 は、正常時、神経細胞で生
理的機能を発揮し、病態時はアストロサイト
において病態の発現に関与する可能性が考
えられる。さらに、Runx2 がアストロサイト
でのグルタミン酸取り込み能を抑制するこ
とから、ストレス下で誘導された Runx2 は、
グルタミン酸誘発性神経細胞死を伴う病態
の憎悪に関与することが示唆される。 
 
２．研究の目的 

本研究では、上記研究仮説を基にして、骨
制御分子Runx2の中枢神経系における生理学
的・病態生理学的役割を解明することを研究
目的とし、Cre/loxP システムを利用した
Runx2 conditional 欠損マウスを作製し、個体
レベルでの Runx2 の脳機能解析を実施する。 
 
３． 研究の方法 
(1) Runx2 conditional 欠損マウスの作製 
Runx2遺伝子の exon 4を loxP配列にて挟んだ
Targetting vector を作製し、それを ES 細胞で
ある TT2 細胞に遺伝子導入した。組み換えを
おこした ES 細胞クローンを Southern blotting
により選別し、選別した ES 細胞を胚盤胞に
インジェクションし、キメラマウスを得た。
得られたキメラマウスは、C57BL6/J マウスと
交配し、変異型遺伝子が germline transmission
したことを確認し、その後 FLP マウスと交配
することにより、薬剤耐性遺伝子である neo
配列を除いたマウス（Runx2flox/+）マウスを得
た。 
(2) 各種細胞特異的 Runx2 欠損マウスの作製 

Runx2flox/+マウスと、各種細胞特異的 Cre 
recombinase 発現マウスとを交配して、以下の
マウスを作製した。Col(I)-Cre;Runx2flox/floxマ
ウス（骨芽細胞特異的 Runx2 欠損マウス）、
Col(II)-Cre;Runx2flox/floxマウス（軟骨細胞特異
的 Runx2 欠損マウス）、
SynapsinI-Cre;Runx2flox/floxマウス（神経細胞特
異的 Runx2 欠損マウス）、
S100b-Cre;Runx2flox/floxマウス（アストロサイ
ト特異的 Runx2 欠損マウス）。 
 
４．研究成果 

Runx2 conditional 欠損マウスの作製・解析
を実施した。Runx2 の Runt domain を有する
exon 4 の両端に loxP 配列を有するマウス
（Runx2flox/+マウス）を作製した。同マウスの
有用性を判断する目的で、まずは同マウスと
骨芽細胞特異的 Cre マウス（Col(I)-Cre マウ
ス）や、軟骨細胞特異的 Cre マウス（Col（II）
-Cre マウス）とを交配し、骨芽細胞特異的
Runx2 欠損マウス（Col(I)-Cre;Runx2flox マウ
ス）と、軟骨細胞特異的 Runx2 欠損マウス
（Col(II)-Cre;Runx2flox マウス）を作製した。
その結果、Col(I)-Cre;Runx2flox/flox マウスでは
著明な表現系は認められなかったが、
Col(II)-Cre;Runx2flox/flox マウスにおいて、内軟
骨性骨化の障害が確認された(Takarada et al, J 
Bone Miner Res, 2013)。本研究成果により、
我々の作製したマウスの有効性・有用性が確
認された。 

続いて、中枢組織での Runx2 の脳機能に与
える影響を個体レベルで解析する目的で、神
経細胞特異的 Cre マウスである SynapsinI-Cre
マウスや、アストロサイト特異的 Cre マウス
である S100b-Cre マウスを利用して、
SynapsinI-Cre;Runx2flox/floxマウス（神経細胞特
異 的 Runx2 欠 損 マ ウ ス ） 、
S100b-Cre;Runx2flox/flox マウス（アストロサイ
ト特異的 Runx2 欠損マウス）を作製した。現
在、これらマウスにて、行動学的解析を実施
中である。学習・記憶解析では、放射状迷路
試験、モリス型水迷路試験、音恐怖条件付け
試験およびロータロッドテスト、不安・恐怖
解析ではオープンフィールドテスト、また赤
外線検出型専用ケージを用いて自発運動性
や概日リズムの解析を行っている。 
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