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研究成果の概要（和文）：　ポストゲノム時代になり遺伝子機能解析ツールとして遺伝子改変マウスは非常に重要であ
り、我々は骨粗鬆症等のロコモティブシンドロームの病因病態解析の為に骨軟骨に異常を来すノックアウトマウスライ
ブラリーを構築してきた。現在まで1200ラインのトラップ系統を樹立しEGTCデータベース(http://egtc.jp)に公開して
いる。EGTCを用い骨軟骨代謝において重要と考えられる遺伝子を選別して45ラインのホモ・ヘテロマウスを作製しスク
リーニングを施行した。その中で37ラインに骨形態計測や骨強度試験などで異常を認めた。可変型遺伝子トラップマウ
スはバイオリソースとして骨軟骨代謝研究への貢献が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Gene trapping in ES cells is a proven method for large-scale random insertional mu
tagenesis in the mouse genome. We have established an exchangeable gene trap system, in which a reporter g
ene can be exchanged for any other DNA of interest through Cre/mutant lox-mediated recombination. We isola
ted trap clones, analyzed trapped genes, and constructed the database for Exchangeable Gene Trap Clones (E
GTC) [http://egtc.jp]. The EGTC database is the most extensive academic resource for gene-trap mouse lines
. The number of registered ES cell lines was 1200 on March 2014. We also established 450 mouse lines from 
trap ES clones and deposited them in the mouse embryo bank at the CARD, Kumamoto Univ., Japan. Using EGTC 
database, we established 45 mouse lines related to osteogenic and chondrogenic metabolism. We analyzed the
 bone and cartilage phenotypes using micro CT, bone morphometry, biomechanical analyses, realtime-PCR, etc
. Thirty seven mouse lines showed some bone and/or cartilage disorder.
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１．研究開始当初の背景 

近年、日本整形外科学会では『ロコモティ

ブシンドローム』という新しい疾患概念が提

唱され一般社会にも浸透しつつある。これは

変形性関節症や骨粗鬆症などの「運動器の障

害」による「要介護の状態や要介護リスクの

高い状態」であり、本邦では 4700 万人以上

とも推計されている(Yoshimura, 2009)。骨

粗鬆症などの疾患の病因には多数の因子が

複合的に関与していることが推察されるが、

その因子の一つと考えられている遺伝子に

ついては膨大な研究が行われているにもか

かわらず、素因遺伝子として確立されたもの

は未だ見いだされていない。骨粗鬆症の病期

が進行した場合は、骨折や痛みなどにより運

動器全般の機能低下から寝たきり状態を余

儀なくされ、患者本人およびその家族のみな

らず、医療経済にも多大な影響を及ぼしてい

る。したがって、現代社会において健康寿命

の延伸の為にも、ロコモティブシンドローム

の病因・病態解明は急務となっている。 

ヒトゲノムプロジェクトの進展で、ヒトゲ

ノムの構造解析はほぼ完了したが、ゲノムの

塩基配列のみでは遺伝子機能に関する十分

な情報は得られない。ポストゲノム時代にな

り、個体レベルでの遺伝子機能解析に適した

遺伝子改変マウスはますますその重要性を

増している。近年の分子生物学のめざましい

発展により、いかに多くの疾患に遺伝子が関

与しているかが明らかになってきた。それは

骨関節疾患においても例外ではなく、過去に

はマウス挿入突然変異の解析により老化抑

制遺伝子の Klotho 遺伝子が同定され、老化

に伴う骨粗鬆化に関与していることが発見

されたのは画期的であった（Kuro-o M, 

Nature 1997）。また遺伝子ターゲティング

により、それまで免疫系の異常が推測された

Cbfa1 の変異が鎖骨頭蓋異形成症の原因であ

ることが明らかになったが、同時にこの転写

因子が骨芽細胞分化を支配するマスター遺

伝子であることが解明された（Komori T, 

Cell 1997）。この様にミュータジェネシス

は新規遺伝子の発見、および既知遺伝子のそ

れまで知られていなかった機能の解明にお

いて非常に有力な手段である。 

マウス ES 細胞を用いた効率の良い系統的

な挿入変異体の形成とその遺伝子同定のた

めの手法である遺伝子トラップ法は、プロモ

ーターを持たないレポーター遺伝子を ES 細

胞に導入し、それがゲノム上の遺伝子内に入

るとレポーター遺伝子が発現することを指

標に新規遺伝子を単離同定する方法である。

そのトラップクローンを用いてキメラマウ

スを作製することで個体レベルでの機能解

析が同時に効率的に行える利点がある。さら

に我々が開発した可変型遺伝子トラップ法

における一連の遺伝子トラップベクターは、

レポーター遺伝子である β-geo の開始コド

ンとスプライスアクセプターの間に終止コ

ドンを配置してある。そのためトラップした

遺伝子の開始コドン前後にベクターが挿入

されている頻度が高く、ノックアウトマウス

がヌルになる確率が高い（Taniwaki T, Dev 

Growth Differ 2005）。現在 ATG 周辺にベク

ターが挿入されたプロモータートラップク

ローンを『EGTC』(http://egtc.jp) に登録

している(平成26年3月現在1200クローン)。

また可変型遺伝子トラップベクターには、部

位特異的組換えシステムであるCre-loxシス

テムを応用しており、レポーター遺伝子を任

意の遺伝子と置き換えることができ、目的と

する部位で Cre や EGFP などの興味ある任意

の遺伝子を発現するマウスへの応用も可能

である（post insertional modification）。 

このように『可変型遺伝子トラップ法』に

より樹立されたトラップクローンマウスを

用いた骨軟骨代謝に関与する新規遺伝子群

のスクリーニングによって、骨軟骨疾患モデ

ルマウスライブラリーの作製が可能となり、

その各ラインの解析は、ロコモティブシンド



ロームの病態解明や治療法の確立において

有力な手段となりうると考える。 

 

２．研究の目的 

ポストゲノム時代になり遺伝子改変マウ

スは遺伝子機能の解析に非常に重要である。

我々は、骨粗鬆症などのロコモティブシンド

ロームの病因・病態解明のために、可変型遺

伝子トラップ法により樹立した変異マウス

系統を用いて、骨軟骨代謝に関与する新規遺

伝子探索のための効率的なスクリーニング

を実施する計画である。我々はそれらトラッ

プクローンデータをデータベース『EGTC』

(Database for the Exchangeable Gene Trap 

Clones, http://egtc.jp) に公開し、骨軟骨

代謝に異常をきたす疾患モデルマウスライ

ブラリーを構築すると共に、骨軟骨代謝に関

与する新規遺伝子群の単離同定および機能

解析を目的とする。 

 

３．研究の方法 

我々の研究室では、トラップマウスにおけ

る骨軟骨表現型解析および遺伝子機能解析

等に必要な設備・機器〔3D-CT、骨形態計測、

骨力学試験、病理組織作製、細胞培養、血液

生化学検査、リアルタイム PCR 等〕は既に整

備されている。さらに現在までに 1200 ES ク

ローンを単離し、450 ラインのトラップ系統

を樹立している。これまで樹立したトラップ

マウスラインは、胚及び精子凍結保存してい

る。 

1 次スクリーニング： 

EGTC データベース(http://egtc.jp)を用い

て以下の項目を評価し、スクリーニングする

マウスラインを選出。 

・EST profile：骨軟骨において発現が強い

ラインを選出。 

・過去の研究報告：これまで報告のない遺

伝子をトラップしたラインや、ノックアウ

トマウスを用いたin vivoでの報告がない

ライン、原因遺伝子の特定されたヒト骨軟

骨関連疾患において、モデルマウスの報告

がないラインなどを選出。 

・X-gal 染色：トラップベクターはβgeo

遺伝子を含んでおり、X-gal 染色にてトラ

ップした遺伝子発現の時期・組織特異性を

確認して、骨軟骨に発現が強いラインを選

出。 

2 次スクリーニング： 

・成長曲線/血液検査： 

各ラインで定期的に体重測定を行い、ト

ラップした遺伝子の成長に与える影響を

評価する。また血液検査にて Ca・IP・ALP

など骨代謝関連因子の定量を行う。 

・3D-CT（マイクロフォーカスＸ線 CT シス

テム L090H, Comscan）： 

マウス大腿骨を撮影し、奇形や成長障害

の評価を行う。また BMD 値に変換した画

像で、全体的な変化を評価する。 

・骨形態計測（3D-Bon, Ratoc）： 

BMD 解析 9項目、皮質骨解析 11 項目、海

綿骨解析 18 項目の合計 38 項目について

統計学的解析を行い評価する。 

・骨力学試験（小型卓上試験機 EZ Test-S, 

SHIMADZU）： 

サンプル大腿骨を試験台に設置し 3点曲

げ試験を行い、試験力や応力、エネルギ

ーなどを最大点と破断点で評価する。 

上記スクリーニングを実施し、トラップし

た遺伝子の骨軟骨代謝に与える影響を総合

的に解析・評価して、スクリーニングマウス

ライブラリーを充実させる。 

有意な表現型が認められたラインでは、以

下の 3次解析を進める。 

3 次解析： 

1) トラップされた遺伝子の骨軟骨組織

中の発現解析 

骨軟骨組織におけるトラップ遺伝子の発

現パターンを X-gal 染色や免疫染色、in  

situ hybridization などで解析する。 



2) 成長段階における骨力学試験や骨形

態計測 

骨軟骨スクリーニング時より計測時期や

個体数を増やして詳細に解析を行う。 

3) 骨軟骨代謝関連遺伝子の詳細な解析 

野生型およびトラップマウスの骨軟骨組

織から mRNA を抽出し、骨軟骨代謝に関連

する遺伝子群（BMP2、Runx2、Collagen 

1/2/10、TRAP、SOX5/6/9、ALP など）の発

現量をリアルタイム PCR にて定量する。こ

れらの発現量に差がある場合は、組織標本

を作製し、種々の染色法や免疫染色、in 

situ hybridizationなどで詳細に解析する。 

 

４．研究成果 

これまでに 45 の候補遺伝子についてトラ

ップクローンマウスを作製し、スクリーニン

グを施行したところ、Lima1、Nedd4、Tmem161A、 

Pkig、Lbr、Itpr1 遺伝子など 37 のトラップ

クローンマウスに何らかの骨軟骨表現型異

常を認めている（表 1）。 

例えば、Line 39 は Nedd4 遺伝子をトラッ

プしたラインで、ホモマウスは生後 3週間で

70％が死亡し、1 か月で 96％が死亡した。2

次スクリーニングでは、μＣＴにて著明な骨

量減少を認め（図 1）、組織像でも 1次海綿骨 

 

の減少を認めた。骨形態計測では皮質骨厚や

海綿骨厚が有意に減少し、骨力学試験でも有

意に骨強度の低下を認めた。リアルタイム

PCR にて BMP2 や Runx2、ALP などの発現が有

意に低く、このトラップされた Nedd4 遺伝子

は骨芽細胞の機能発現に重要な遺伝子と考

えている。（平成 25 年日本整形外科学会基礎

学術集会 最優秀ポスター賞受賞） 

Line45は細胞接着に関与するLima1遺伝子

をトラップしたラインで、ホモマウスは 2次

スクリーニングにおいて、μＣＴで明らかな

骨量減少を認め、 組織像で一次海綿骨の減

少、肥大軟骨細胞層の異常を認めた（図 2）。 

 

骨形態計測で骨塩量や骨梁幅が有意に減少

し、骨力学試験でも有意に骨強度の低下を認

めた。リアルタイム PCR にて BMP2 の発現低

下を認め、ALP や Col1 も有意に染色性低下を

認めた。このトラップされたLima1遺伝子は、

成長板周囲で骨芽細胞や軟骨細胞の機能発

現に関与する重要な遺伝子と考えている。

（平成 25 年日本整形外科学会基礎学術集会 

優秀ポスター賞ノミネート） 

表 1：骨軟骨スクリーニング 



Line36 は、Tmem161A 遺伝子をトラップし

たラインで、ホモマウスでは X-gal 染色にお

いて大腿骨頭軟骨および成長軟骨が染色さ

れた。2 次スクリーニングでは、μＣＴで海

綿骨量の増加を認め、骨形態計測にて皮質骨

厚や骨梁間隙の有意な変化を認め、骨力学試

験でも骨強度の有意な増加を認めた。組織像

では 1次海綿骨の増生を認めた（図 3）。リア

ルタイム PCR にて BMP4 や Runx2 の発現が有

意に高く、このトラップされた Tmem161A 遺

伝子は骨形成に重要な遺伝子と考えている。 

 
このように『可変型遺伝子トラップ法』に

より樹立されたトラップマウスを用いた骨

軟骨代謝に関与する新規遺伝子群のスクリ

ーニングは非常に効率が良く、本スクリーニ

ングで異常を認めたマウスラインは、骨軟骨

代謝において重要な遺伝子をトラップして

いる可能性が非常に高いと推測される。した

がって、本プロジェクトによって骨軟骨疾患

モデルマウスライブラリーの作製が可能と

なり、バイオリソースとして様々な研究分野

での有効活用に寄与し、ひいては骨軟骨代謝

研究への大きな貢献が期待できる。そしてこ

のライブラリーにおける各ラインの今後の

更なる解析は、ロコモティブシンドロームの

病因・病態解明や新規治療法開発などにおい

て有力な手段となりうると考えられる。 
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可変型遺伝子トラップ法を用いた Lima1 

/EPLIN の骨代謝における機能解析 

舩元太郎、関本朝久、黒木修司、大田智美、

中村志保子、山村研一、中原舞、荒木喜美、

荒木正健、帖佐悦男 

9：第 30 回日本骨代謝学会学術集会：東京：

2012 年 7月 20 日 

可変型遺伝子トラップ法を用いた骨代謝疾

患に関与する新規遺伝子の探索 

黒木修司、関本朝久、舩元太郎、大田智美、

中村志保子、山村研一、荒木善美、荒木正健、

帖佐悦男 

10：第 85 回日本整形外科学会学術総会：京

都：2012 年 5月 19 日 

可変型遺伝子トラップ法を用いた骨軟骨代

謝に異常を来す疾患モデルマウスライブラ

リーの構築 

関本朝久、黒木修司、船元太郎、崎濵智美、

山口志保子、濱田浩朗、山村研一、荒木喜美、

荒木正健、帖佐悦男 

平成 23 年度 

11：第 26 回日本整形外科学会基礎学術集

会：前橋：2011 年 10 月 21 日 

可変型遺伝子トラップ法を用いた骨軟骨疾

患に関与する新規遺伝子の探索 

黒木修司、関本朝久、舩元太郎、大田智美、

中村志保子、山村研一、荒木善美、荒木正健、

帖佐悦男 

12：第 29 回日本骨代謝学会学術集会：大阪：

2011 年 7月 30 日 

可変型遺伝子トラップ法を用いた骨軟骨疾

患に関与する新規遺伝子の探索 

黒木修司、関本朝久、舩元太郎、大田智美、

中村志保子、山村研一、荒木善美、荒木正健、

帖佐悦男 

13：第 84 回日本整形外科学会学術総会：横

浜：2011 年 5月 12 日 

可変型遺伝子トラップ法を用いた骨軟骨疾

患に関与する新規遺伝子の探索 

関本朝久、黒木修司、舩元太郎、大田智美、

中村志保子、山村研一、荒木善美、荒木正健、

帖佐悦男 
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