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研究成果の概要（和文）： 

本研究において、骨芽細胞特異的にBcl-XLを過剰発現させたマウスは骨芽細胞のアポトーシス

抑制により、10週齢時で骨量が増加し、老齢期では長管骨海綿骨骨量減少の抑制による骨量維

持が認められた。近年の高齢化社会では、骨粗鬆症による骨量減少が大きな社会問題になって

いるが、将来的にはBcl-XLが骨粗鬆症治療に対するターゲットになることが考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we generated transgenic mice with osteoblasts that express 
anti-apoptotic BCL-XL. In BCL-XL transgenic mice, bone volume was increased at 10 weeks 
of age and recognized maintenance of the bone volume at aging mice. In the recent aging 
society, bone volume decrease by the osteoporosis becomes the big social problem, 
therefore Bcl-XL may become the target for the osteoporosis treatment in the future. 
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１．研究開始当初の背景 
 
骨芽細胞は、間葉系幹細胞から分化した後、
成熟しながら骨基質蛋白を産生、自ら産生し
た骨基質に取り込まれ骨細胞へと最終分化
する。この間、骨芽細胞の 50-70%がアポトー
シスによって死滅すると推定されている
(Jilka, R.L et al. J. Bone Miner. Res. 13 : 
793-802, 1998.)。また、性ホルモンの欠乏・

グルココルチコイドの過剰投与・加齢による
骨量の減少は、骨芽細胞のアポトーシスが原
因であることや(Kousteni S, et al. Cell 
104(5): 719–730, 2001. O’Brien CA, et al. 
Endocrinology 145(4):1835–1841, 2004)、
PTH(parathyroid hormone)やビスフォスフォ
ネート、カルシトニンは骨芽細胞のアポトー
シスを抑制することによって骨量を増加さ
せることが報告されている(Stanislaus D,  
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et al. Bone 27(2): 209–218, 2000. Gohel A, 
et al. Endocrinology 140(11): 5339–5347, 
1999. Plotkin LI, et al. J Clin Invest 
104(10): 1363–1374, 1999. )。アポトーシ
スの促進あるいは抑制に関しては様々な因
子が報告されており、アポトーシスを抑制す
る因子として Bcl-2(B-cell lymphoma 2), 
Bcl-XL(B-cell lymphoma-extra large), 
Mcl-1(myeloid cell leukemia sequence 1)
が知られている。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年の高齢化社会では骨粗鬆症による骨折
が健康寿命を縮め、医療・介護費の増大や家
族内の介護問題等、大きな社会問題となって
いる。私は、骨芽細胞のアポトーシスを抑制
し骨量の増加を図る目的で本研究を構想し
た。そこで、6 週齢野生型マウス長管骨骨芽
細胞分画からtotal RNAを抽出し、アポトー
シス抑制に関するBcl-XLとBcl-2 の発現レベ
ルをRealtime PCRで比較すると、Bcl-XLの発
現レベルがBcl-2より 10倍高値であった。さ
らに、骨芽細胞系細胞MC3T3-E1 におけるRNA
プロテクションアッセイの結果、Bcl-2 より
Bcl-XLの方が内在性の発現レベルが高く、
dexamethasone投与でMC3T3-E1 にアポトーシ
スを誘導すると、Bcl-2 の発現はほとんど変
化せずBcl-XLの発現が上昇すると報告されて
い る (C.C.Chua et al. Biochimica et 
Biophysica acta 1642: 79-85, 2003)。これ
らの結果より、骨芽細胞ではBcl-XLがアポト
ーシス抑制としてに主に働いていることが
示唆されたため、私は骨芽細胞における
Bcl-XL の gain of function と loss  of 
functionの両モデルマウスの表現型解析を
行い、Bcl-XLの骨の形成及び維持における機
能を解明し、骨芽細胞におけるBcl-XLの骨形
成・維持における役割を明らかにする目的で
本研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
 
骨芽細胞におけるBcl-XLのgain of function
とloss of functionの両モデルマウスの、骨
芽細胞の増殖・分化・アポトーシス、骨基質
産生、骨形成・吸収、破骨細胞数について表
現型解析を行った。gain of functionのモデ
ルマウスは、成熟骨芽細胞に発現する 2.3kb 
Col1a1プロモータ直下にヒトBcl-XL 翻訳領
域のcDNAを結合したものを過剰発現させた
マウス（以下Bcl-XL tgと表記する）であり、
このマウスは当講座で作製されている。loss 
of functionのモデルマウスは、骨芽細胞特
異的Bcl-XLコンディショナルノックアウトマ
ウス（以下、Bcl-XL cKOと表記する）であり、

Bcl-XL flox/floxマウス（以下Bcl-XL 
flox/floxと表記する）と骨芽細胞特異的Cre
過剰発現マウス（以下 2.3kb Col1a1 Cre tg
と表記する）を交配させることによって得る
ことが出来る。これらのマウスも当講座にお
いて樹立されている。 
さらに、Bcl-XL tgおよびBcl-XL cKOの新生仔
頭蓋冠由来初代骨芽細胞の培養を行い、増
殖・分化を検討するとともに、初代骨芽細胞
と野生型マウスの骨髄細胞との共培養によ
り破骨細胞誘導能を検討した。これらのin 
vivo、in vitroの結果を総合し、Bcl-XLの骨
形成・維持における役割を明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
 
平成 22 年度はマウスの表現型解析を主に行
った。Bcl-XL tgの大腿骨においてmicroCT解
析を行った結果、Bcl-XL tgでは 10 週齢より
大腿骨遠心部の海綿骨骨量が野生型マウス
と比較し有意に増加しており、7 ヶ月齢およ
び 1年齢においてもその骨量は維持されてい
た（図１）。Bcl-XL cKOは、Bcl-XL flox/flox
と 2.3kb Col1a1 Cre tgを交配させることに
よって得られる。Creリコンビナーゼの発現
部位を検討するために、2.3kb Col1a1 Cre tg
をCAG-CAT-LacZテスターマウスと交配させ、
得られた 2.3kb Col1a1 Cre tg, CAG-CAT-LacZ 
tgのダブルtgマウスの長管骨をβ-gal染色
すると、骨芽細胞特異的にβ-galの染色が認
められ、Creリコンビナーゼは骨芽細胞特異
的に発現していることが認められた（図２）。
Bcl-XL cKOは野生型マウスと比較し体長や体
重は変わらないにもかかわらず、micro CT解
析において大腿骨遠心部の海綿骨骨量が有
意に減少していた（図３）。 
Bcl-XL tg, Bcl-XL cKOにおける骨量の増減が
どのような機序で起こっているのか解析す
るために(1) BrdU染色およびTUNEL法による 2
週齢大腿骨遠心部一次海綿骨領域骨芽細胞
の増殖及びアポトーシスの検討(2) in situ 
hybridizationによるI型コラーゲン、オステ
オポンチン、オステオカルシン、Runx2、
Osterix等のmRNAの発現局在の検討(3)10 週
齢大腿骨における骨形態計測、について検討
を行った。その結果、Bcl-XL tgは骨芽細胞の
アポトーシスが野生型マウスと比較して有
意に抑制されていた。骨形態計測では骨量が
増加していたが、骨芽細胞の機能に関しては
野生型マウスと変わらなかった。破骨細胞の
数や吸収能も野生型マウスと変わらず、
Bcl-XL tgは骨芽細胞のアポトーシスの抑制
により骨芽細胞数が増加し、骨量が増加・維
持されるものと考えられた。それに対し、
Bcl-XL cKOは骨芽細胞のアポトーシスが野生
型マウスと比較して有意に増加しており、骨



形態計測では骨量の減少が認められた。骨芽
細胞の機能に関しては野生型マウスと変わ
らなかったが、破骨細胞の数や吸収能が野生
型マウスと比較して亢進しており、Bcl-XL 
cKOでは、骨芽細胞数の減少と吸収の亢進に
よって骨量が減少するものと考えられた。 
 

平成 23 年度はBcl-XL tgの新生仔頭蓋冠由来
初代骨芽細胞の解析を主に行った。また
Bcl-XL cKOは、産まれてくる新生仔のうちcKO
マウスの割合が低い上にCreリコンビナーゼ
の発現が低かったため、Bcl-XLを欠損した十
分な数の新生仔頭蓋冠由来初代骨芽細胞を
得ることが難しかった。そのため、Bcl-XL 
flox/floxマウスの新生仔頭蓋冠由来初代骨
芽細胞にアデノウィルスを用いてCreリコン
ビナーゼを発現させることにより、野生型に

対してBcl-XLの発現レベルが 3 割程の細胞を
得た。Bcl-XL tgの新生仔頭蓋冠由来初代骨芽
細胞は培養下で分化誘導を行うと、野生型に
対して、分化誘導開始から 3 日後でアルカリ
フォスファターゼの染色性が若干亢進して
おり、1週間後にKossa染色を行うと石灰化結
節が多かった。この結果より、培養下では
Bcl-XL tgの骨芽細胞はアポトーシスが抑制
されることによって細胞密度が亢進し、分化
が促進することが考えられた。 Bcl-XL 
flox/floxマウスの新生仔頭蓋冠由来初代骨
芽細胞にアデノウィルスでCreリコンビナー
ゼを発現させ、培養下で観察を行うと、アル
カリフォスファターゼの染色性が低下し、
Kossa染色による石灰化結節の数も減少して
いた。これらの結果から、培養条件下では
Bcl-XLの発現の多寡により骨芽細胞の分化に
影響が出ることが認められた。 
 
平成 22年度、平成 23年度の結果を総合する
と、骨芽細胞に発現するBcl-XLはアポトーシ
スを抑制し骨芽細胞の生存に重要な役割を
果たしていることが考えられた。本研究にお
いて骨芽細胞特異的にBcl-XLを過剰発現させ
たマウスでは、10 週齢時で骨量が増加し、老
齢期では長管骨海綿骨骨量減少の抑制によ
る骨量維持が認められたことから、将来的に
はBcl-XLが骨粗鬆症治療に対するターゲット
になることが考えられた。 
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