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研究成果の概要（和文）： 
本研究は細胞周期関連分子（Cdk4/6）を利用した新たな骨粗鬆症・遺伝性骨疾患治療薬の開発
を目指して計画された。まず、in vitro において Cdk4 あるいは Cdk6 を抑制するだけでなく、
骨芽細胞分化能を促進する Cdk 活性阻害物質を同定した。さらに、その作用機序を解明するた
めに、下流で働く因子を網羅的手法によって検索し、下流因子として Zinc フィンガータンパク
や Gタンパク共有受容体等の存在を見出した。また、それらについて実際の細胞内遺伝子発現
レベルの確認と細胞内機能解析を行った。in vivo においては、ある遺伝子のヘテロ欠損マウ
スが呈する骨系統疾患の表現形が、細胞周期制御によって部分的にレスキューされることを明
らかとした。すなわち、本研究によって、細胞周期制御を介して骨分化能がコントロール可能
であること、また、骨系統疾患の治療が可能であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study aimed to develop novel therapeutic approaches to bone diseases using cell cycle 
factors, Cdk4/6. First, we investigated the effects of several Cdk inhibitors on 
osteoblast differentiation. We discovered that some Cdk inhibitors could alter osteoblast 
differentiation. In addition, to identify downstream molecules involved in the promotion 
of osteogenic differentiation by Cdk inhibition, we performed a DNA microarray analysis. 
From the up-regulated genes, we selected several genes as candidates which could regulate 
osteogenic differentiation as downstream effectors of Cdk inhibition.  Among these genes, 
we focused on Zinc finger proteins or G protein-coupled receptors etc., in consideration 
of both the expression change and findings gathered from the literature. Real-time 
quantitative RT-PCR analyses confirmed that that there were up-regulations of some of 
candidate genes.  Next, to investigate the functional relevance of such genes to the 
osteogenic differentiation promoted by Cdk inhibition, we knocked down candidate genes 
through small RNA interference (siRNA). Moreover, we generated several double mutant mice 
to investigate the effects of Cdk inhibition in vivo. One of double mutant mice proved 
that the phenotype in some knockout mice was partially rescued by Cdk inhibition. In 
conclusion, the results of this study imply that the modulation of Cdks may lead to novel 
therapeutics to treat bone catabolic disorders. 
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 1,100,000 0 1,100,000 

2011 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2012 年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度  

  年度  

総 計 2,800,000 510,000 3,310,000 

機関番号：12601 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2010～2012   

課題番号：22659365 

研究課題名（和文） 細胞周期分子 Cdk4/6 を利用した新規骨疾患治療法の開発 

                     

研究課題名（英文） Novel therapeutic approaches to bone diseases using cell cycle 

factors Cdk4/6 

研究代表者 

小笠原 徹（OGASAWARA TORU） 

東京大学・医学部附属病院・講師 

 研究者番号：20359623 



 
 
研究分野：口腔外科学 
科研費の分科・細目：外科系歯学 
キーワード：骨再生 細胞周期 遺伝子操作マウス 骨系統疾患 骨代謝 
 
１．研究開始当初の背景 
 
破骨細胞を作用点とするビスフォスフォネ
ート（BP）は有用な骨粗鬆症治療薬であるが、
特に口腔外科領域で問題となる顎骨壊死
（BRONJ）という副作用が指摘されているた
め、新たな戦略に基づく治療薬の開発が待た
れている。また、頭蓋顎顔面領域に関連する
遺伝性骨疾患である、鎖骨頭蓋異形成症
（Cleidocranial dysplasia：CCD）や進行性
骨 化 性 線 維 異 形 成 症 （ Fibrodysplasia 
Ossificans Progressiva：FOP）は、原因遺
伝子は違うものの、いずれも骨形成を司る遺
伝子の異常によって起こる遺伝性骨疾患で
あり、有効な治療法は見つかっていない。CCD
は全身骨格に骨化の遅延を認め、鎖骨低形成、
頭蓋骨縫合骨化遅延、歯牙萌出遅延を特徴と
する疾患で、その原因は Runx2 遺伝子のヘテ
ロ欠損である（Mundlos et al. Cell. 1997）。
また、Runx2 のホモ欠損マウスでは骨形成が
全く欠如し、ヘテロ欠損マウスではヒトの場
合と同様に CCD の表現系を呈すること 
(Komori et al. Cell. 1997)、ヘテロ欠損マ
ウスの表現形は、Runx2 の活性化機能を持つ
MAPK/ERK1 を過剰発現するマウスとの交配を
行うことで、部分的にレスキューされる（Ge 
C et al. J Cell Biol. 2007）ことも報告さ
れている。また、筋肉が骨に置き換わり徐々
に体の自由が奪われていく FOPの原因が、BMP
Ⅰ型受容体遺伝子の恒常活性型変異である
（Shore et al. Nat Genet. 2006）こと、
組織特異的に BMP4 を発現するトランスジェ
ニックマウスの表現形はヒトの FOPと酷似し、
その表現形は、BMP のインヒビターである
Noggin を過剰発現するマウスと交配するこ
とでレスキューされる（Kan et al. Am J 
Pathol. 2004）ことも報告されている。つま
り、CCD は骨形成に必須の転写因子である
Runx2 遺伝子のヘテロ欠損、FOP は骨形成に
重要な BMP シグナルを伝達する BMPⅠ型受容
体の変異により起こることが報告され、両者
は、骨分化制御機構の中心である Runx2 ある
いは BMPの異常による疾患であることが明ら
かとなった。そして、少なくともマウスモデ
ルでは、その機能異常をコントロールするこ
とで、CCD や FOP の病態を改善しうることが
示唆されていた。 
また、細胞周期研究の世界では、相同性の高
い Cdk4 と Cdk6 の間で、その基本的な機能に
違いはないと想定されていたが、われわれの

研究成果により、生理的条件下においては
Cdk6 が骨芽細胞・破骨細胞・軟骨細胞の分化
を抑制していることが明らかとなっていた
（Ogasawara et al.  Mol Cell Biol 2004, J 
Bone Miner Res 2004,  Moro, Ogasawara et 
al.   J Cell Physiol 204 2005）。つまり、
Cdk6 の制御を通じて骨系統細胞の分化ある
いは骨格形成を制御出来る可能性が指摘さ
れていた。さらに、相同性の高い Cdk4 にも
骨系統細胞分化制御機構への関与が想定さ
れていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は Cdk4 と Cdk6 のコントロールによっ
て骨分化が制御可能であるという仮説に基
づき、新規骨疾患治療法開発に挑戦すること
を目的として企画・遂行された。 
 
３．研究の方法 
 
（1）安全な Cdk6阻害剤であるインドール-3-
カルビノールをはじめとした Cdk活性阻害剤
を骨芽細胞培養液に添加して細胞を培養し
た後、細胞から抽出した mRNA をリアルタイ
ム RT-PCR に供して、オステオカルシン等の
各種骨芽細胞分化マーカーの変化を解析す
るとともに、ALP 染色等の染色法も併用しな
がら、Cdk 活性阻害による骨芽細胞分化能の
変動を総合的に評価した。 
 
（2）Cdk 活性阻害剤が Cdk 活性のみならず、
骨芽細胞分化能をも変化させることが分か
ったため、その作用メカニズムを明らかとす
る目的で、コントロール細胞と Cdk を抑制し
た細胞との間で網羅的手法による解析を行
った。 
 
（3）網羅的手法で同定された因子から、遺
伝子変動率と文献的検索結果を考慮して重
要な因子をピックアップした。その後、実際
の細胞内遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR
によって確認した。細胞内でも遺伝子発現が
変化することが確認された分子については、
siRNA による遺伝子ノックダウンを利用して
細胞内機能解析を行った。 
 
（4）各種遺伝子操作マウスの交配によりダ
ブルミュータントマウスを作製し、それらダ
ブルミュータントマウスの全身のＸ線学的



検査、骨格標本作成等を実施して、in vivo
における遺伝学的手法を用いた Cdk阻害によ
る骨粗鬆症・遺伝性骨疾患の治療効果を検討
した。 
 
４．研究成果 
 
（1）まず基礎検討として、骨分化を向上さ
せる可能性を持つと想定されていた Cdk活性
阻害物質を骨芽細胞培養液に添加し、骨芽細
胞分化の変動を検討することで、in vitro に
おける Cdk活性阻害物質の骨分化に対する影
響を解析した。そして、in vitro において
Cdk4 あるいは Cdk6 を抑制するだけでなく、
同時に骨芽細胞分化能を促進する Cdk活性阻
害物質を同定した。 
 
（2）in vitro において Cdk4 あるいは Cdk6
を抑制するだけでなく、同時に骨芽細胞分化
能を促進する Cdk活性阻害物質が同定された
ため、それらの作用機序を明らかとする目的
で、下流で働く因子を網羅的手法によって検
索し、細胞周期制御と骨分化の両方に関わる
候補因子として複数の Zinc フィンガータン
パクや Gタンパク共有受容体等の存在を見出
した。また、それらの遺伝子に関して実際の
細胞内遺伝子発現を確認するためにリアル
タイム RT-PCR を行い、実際に細胞内でも遺
伝子発現が変化することが確認された遺伝
子については、siRNA による遺伝子ノックダ
ウンを利用して細胞内機能解析を行った。そ
して、いくつかの遺伝子をノックダウンする
ことで、骨芽細胞分化能が抑制されることを
発見した。 
 
（3）in vivo においては、各種遺伝子操作マ
ウスの飼育・ダブルノックアウトマウスの作
製ならびに解析を進めた。そして、ある遺伝
子のヘテロ欠損マウスが呈する骨系統疾患
の表現形が、細胞周期を制御する遺伝子との
ダブルミュータントマウスを作成すること
で部分的にレスキューされることを明らか
とした。すなわち、本研究によって、in vitro
だけでなく in vivo においても、細胞周期制
御を介して骨分化能がコントロール可能で
あること、ならびに、骨系統疾患の治療が可
能であることが示唆された。 
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