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研究成果の概要（和文）：レチノイン酸（RA）の不活化酵素であるCYP26B1を軟骨前駆細胞特異

的に遺伝子欠損させたマウスを解析した。このマウスは正常に出生するが、生後３～４週頃より

著明な成長障害を呈した。顔面骨は全体的に丸く小さな形態であり、上下顎のバランス異常のた

め咬合不全をきたした。また、四肢関節における成長軟骨板において増殖軟骨細胞層の著明な減

少を認め、小児の白血病治療におけるレチノイドの合併症と類似しており、臨床的にも大変興味

深い結果であった。 
 
 

研究成果の概要（英文）：We analyzed the CYP26B1 conditional knockout mice driven by 

cartilage precursor specific Cre. The mice were normally born, but revealed severe growth 

impairment at three or four weeks after birth. The facial bone was rounder and smaller 

in shape, including the deficiency of dental occlusion caused by the imbalance between 

the maxilla and the mandible. The decrease of chondrocytes in the growth plate resembled 

a phenotype of complications induced by retinoid therapy, which was thought to be 

clinically important. 
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１． 研究開始当初の背景 

発生段階における骨形成のメカニズムを
探索することは、骨の形成異常、先天性ある
いは後天性による欠損、頭蓋骨における早期
癒合症などの治療に直結している。レチノイ

ン酸（retinoic acid; RA）不活化酵素であ
る CYP26B1遺伝子欠損（CYP26B1-KO）マウス
は、短肢、口蓋裂、頭蓋顎顔面骨形成不全、
鎖骨欠損など全身における骨形成異常を呈
する。CYP26B1が欠損すると局所的に RA濃度
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が上昇し、RA標的遺伝子のかく乱が生じるた
めに表現型異常が起きる。本研究では、
CYP26B1-KO マウスを用いて骨形成における
RAの意義を解析することを企画した。 
 

２． 研究の目的 

(1)RAはビタミンAの誘導体で、その活性の主

体をなす物質である。内在性のRA濃度は、RA

LDH（合成酵素）とCYP26（分解酵素）のバラ

ンスによって調節されている。RAを不活化す

るCYP26はA1、B1、C1の３種類が存在しており、

それぞれが時期および組織特異的に発現して

いる。研究開始時には全てのCYP26に関して遺

伝子欠損マウスが作製され報告されている。

その中で、CYP26B1-KOマウスは、著しい短肢、

頭蓋顔面形成異常、口蓋裂、眼瞼癒合不全、

皮膚形成異常など多岐に渡る異常が認められ

た。骨に関しては骨染色が行われ、四肢での

中枢遠位軸に沿ったpatterning異常につき解

析されていたが、骨形成本体に関する解析は

手つかずの状態であった。 

(2)近年、zebrafishの骨化異常を呈するstoc

ksteif変異体の原因遺伝子がCYP26B1である

ことが判明した。stocksteifは、頭蓋顎顔面

骨の著しい形成不全とともに脊椎骨から尾に

渡る全身の骨化亢進が認められる。CYP26B1-

KOマウスでは、脊椎骨の形態的異常は認めら

れないが、頭蓋顎顔面骨の形態は近似してお

り、解析にあたり有用な情報と考えられた。 

(3)CYP26B1-KOマウスは頭蓋顎顔面骨の形成

不全に鎖骨欠損を合併する。頭蓋骨と鎖骨は

共に膜性骨化を呈し、発生学的にも他の骨と

は違う系譜をたどっている。ヒトにおける鎖

骨頭蓋異形成症（cleidocranial dysplasia）

の原因遺伝子は、Runx2/Cbfa1である。Runx2

はRunxファミリーに属する転写因子であり、

遺伝子欠損マウスは全身の骨化が起こらず軟

骨のみとなる。すなわちRunx2は骨化（骨芽細

胞への分化）に必須の因子である。骨化には

内軟骨性骨化と膜性骨化の２種類がある。内

軟骨性骨化は、間葉系幹細胞が軟骨内に侵入

し骨芽細胞に分化することにより骨が形成さ

れる。また膜性骨化は、骨芽細胞より直接骨

形成がなされる。ここで興味深いことは、 

Runx2の発現はRAにより誘導される点である。

stocksteifにみられる骨化亢進は、RA濃度の

上昇によりRunx2が過剰発現することによる

ものと推察される。しかしヒトでの鎖骨頭蓋

異形成症はRunx2の欠損に起因されており、C

YP26B1-KOに生じる鎖骨欠損の説明がつかな

い。それが骨化の異常によるものか、またはp

atterningの異常によるものかは、本研究での

課題の１つであった。 

(4)頭蓋顎顔面骨の発生的成り立ちに関して

は、前頭骨と顎顔面骨が神経堤細胞由来であ

り、頭蓋骨の癒合の状態もそれぞれの骨間で

違いがみられる。CYP26B1-KOマウスによる頭

蓋顔面異常は神経堤細胞の形成不全によるも

のであった。本研究では、頭蓋骨間の癒合部

分が正常とどう違うのかにも注目して解析し

た。 

(5)従来の RA を用いた催奇性実験では、非生

理的な高濃度の RA が母体を通じて胚全体に

投与されるため、局所的な RAの影響が不明で

あった。CYP26B1-KOマウスの解析は、この問

題を大きく改善させるものである。CYP26B1

が欠損することにより内在的 RA の濃度が時

期および局所特異的に上昇し、RAの標的組織

に合致した異常が認められる。この点は、本

研究が従来のものとは違う独創的な面であっ

た。 

 

３． 研究の方法 

(1)CYP26B1(+/-)、RARE-lacZマウスの繁殖・

維持 

CYP26B1-KOマウスは、口蓋裂などの先天異

常のために生直後致死である。CYP26B1(-/-)

胚を得るためには、CYP26B1(+/-)のオスとメ

スを繁殖させ、胚を採取の際にメスを安楽死

させる必要がある。繁殖により得られた産仔

は、４週あたりに全て尾から抽出する DNA よ

り PCR法を用いて genotypingを行った。また、

生体内の RA 濃度を間接的に測定するレポー

ター遺伝子を導入させるため RARE-lacZ マウ

スを交配させた。RARE-lacZは RA濃度が相対

的に高い部分が、X-gal 染色により青染され

る。 

(2)RA投与実験 
ICR妊娠マウスを購入し、胎生 10.5～17.5

日にかけて 100mg/kg の RA を経口投与した。
RA投与は通常１回であるが、病態の変化に乏
しい場合は２～３回投与も考慮した。RAが引
き起こす骨の形態的変化を見る場合は胎生
18.5日の時点で、また関連物質の変化を見る
場合は RA 投与後８時間の時点で胚を採取し
た。 
(3)In situ hybridization、RT-PCR 
間葉系幹細胞は、前骨芽→未熟骨芽→成熟

骨芽細胞を経て骨細胞へと分化する。Runx2、

Osterix は前骨芽→未熟骨芽の過程に必須の

誘導因子である。また後期の分化には、Runx2

は抑制的に働き、誘導するものとして Dlx5、

Dlx6、ATF4などの物質が知られている。これ

らに注目して mRNAの発現変化を解析した。In 

situ hybridization法では主として切片作成

を行い、RT-PCR法では組織塊より RNAを抽出

して鋳型として用いた。なお、RALDHｓ（RA



 

 

合成酵素）や CYP26ｓの骨での発現に関する

報告は極めて少ない。胎生 14.5 日では

CYP26B1 は骨芽細胞に一致した発現をしてい

るが、他の CYP26 や別の時期での発現を確認

した。 

(4)抗体染色 

(2)で得られた mRNA の情報を考慮しながら、

各種抗体を購入して抗体染色を行った。 
 
４．研究成果 

CYP26B1-KOマウスは生直後致死のため、成
体を含めた解析には適当な conditional KO
マウスを作製する必要があった。そこで軟骨
前駆細胞特異的に発現する Col11a2-Creを使
用して目的の個体を得ることに成功した。
Col11a2; CYP26B1-KO マウスは正常に出生す
るが、生後３～４週頃より著明な成長障害を
呈した。頭蓋顎顔面骨は成長バランス異常が
みられた。顔面は全体的に丸みをおびた小さ
な形態であり、上下顎のバランス異常のため
歯の過伸長が生じ咬合不全をきたしていた。
これにより、成長期に十分な摂食ができなか
った。また、四肢関節における成長軟骨板に
おいて増殖軟骨細胞層の著明な減少を認め
た。この表現型は、小児の白血病治療におけ
るレチノイドの合併症として報告されてい
るものと類似しており、臨床的にも大変興味
深い結果であった。RAは骨形成において、発
生のみならず生後の成長段階においても局
所濃度の精密な制御が必要であることが判
明した。 
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