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研究成果の概要（和文）：レチノイン酸は胚発生において重要な機能を担う。その分解酵素であるCYP26はレチノイン
酸濃度勾配を胚の各組織に生じさせ、様々な器官のパターニングを制御している。しかしながら生後の組織レチノイン
酸濃度分布については明らかにされていない。
我々はCyp26b1が特異的に軟骨細胞で欠失しているCyp26b1 cKOマウスの解析から、増殖軟骨細胞の分裂が減少すること
で成長板が早期閉鎖を起こすことを明らかにした。またCyp26b1 cKOマウスにビタミンA欠乏食を与えることで表現型が
軽減することを確認した。これらより生後の成長板増殖軟骨細胞においてレチノイン酸が重要な役割をはたしているこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Retinoic acid (RA) plays important roles in embryonic development. CYP26 enzymes, 
which degrade RA, have specific expression patterns and produce a RA gradient. RA gradient regulates the p
atterning of the various structures in embryos. However, it has not been addressed whether a RA gradient a
lso exists in organs after birth. 
We found localized RA activities within the growth plate in juvenile mice. Cyp26b1 was specifically expres
sed in proliferative chondrocytes of the growth plate cartilage. The mice lacking Cyp26b1 specifically in 
chondrocytes (Cyp26b1 cKO) showed retardation of bone growth in the juvenile stage. Their growth plate car
tilage showed decreased proliferation rates of proliferative chondrocytes. Feeding the Cyp26b1 cKO mice a 
vitamin A-deficient diet partially reversed these abnormalities. These results suggest that the RA distrib
ution within the growth plate is responsible for the normal function of the growth plate and growing bones
 in juveniles.
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１．研究開始当初の背景 
 ビタミンＡの活性型代謝産物であるレチ
ノイン酸(RA)は細胞分裂、ホメオスタシス、
パターニングなど多くの現象において重要
な役割を果たしている。特に胚発生の段階で
は四肢、心肺、皮膚など多数の器官のパター
ニングに関与していることが知られている。
同時に RA は催奇形性因子としても知られて
いる。RA の分解酵素である Cyp26b1 のノッ
クアウト(KO)マウスは組織においてRA濃度
が高値となり、四肢の欠損や短縮を認める。 
しかしながら Cyp26b1 KO マウスは四肢発
生の初期段階で形態異常を認めてしまうた
め、正常の四肢発生において胚後期段階及び
出生後の RA が内軟骨性骨化に及ぼす影響を
解析することはできなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)Cyp26b1 flox マウスと増殖軟骨細胞特異
的に Cre リコンビナーゼを産生する
11Enh-Cre マウスを交配し、増殖軟骨細胞で
Cyp26b1を欠失させたCyp26b1 cKOマウス
を作製することで、その表現型解析を行い、
四肢長管骨の内軟骨性骨化に及ぼす RA の役
割について解析する。 
 
(2)成長板軟骨におけるレチノイン酸の濃度
勾配の有無を調べることで、in Vivo におい
て軟骨細胞の分化に及ぼすレチノイン酸の
作用について解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) Cyp26b1 flox/flox マウスと増殖軟骨細胞
特異的に Cre リコンビナーゼを産生する
11Enh-Cre マウスを交配し、増殖軟骨細胞で
Cyp26b1を欠失させたCyp26b1 cKOマウス
(Cyp26b1 f/f; 11Ehh-Cre マウス)を作製する。 
 E14.5、E18.5、P7、P14、P21、P28、P42
での表現型を解析する。全身形態を観察する
とともに、脛骨近位成長板軟骨を川本法によ
り凍結切片を作成し、顕微鏡下で組織の形態
を観察する。 
 
(2)凍結切片を作成した脛骨近位成長板軟骨
を上部と下部にわけてレーザーマイクロダ
イセクション(LMD)により mRNA を回収し、野
生型マウスにおける軟骨関連因子の発現を
リアルタイム PCR を行い確認する。 
 また脛骨近位成長板軟骨で発現するタン
パクに関して免疫染色を行う。 
 
(3)表現型の解析はＸ線写真、組織切片のア
ルシアンブルー＆アリザリンレッド染色、サ
フラニンＯ染色を行い、上腕骨、大腿骨、脛
骨の表現型解析を野生型マウスと Cyp26b1 
cKO マウスで行う。 
 
(4)生じた表現型の原因を調べるためBrdU染
色を行い、野生型マウスと Cyp26b1 cKO マウ
スで成長板軟骨細胞の細胞分裂を調べる。 

 
(5) Cyp26b1 cKO マウスは軟骨細胞におい
れレチノイン酸濃度が高度となっているこ
とが考えられるため、親マウスとなる
Cyp26b1 flox/flox マウスと 11Enh-Cre マウ
スにビタミン A 欠乏食を 2 か月間投与し、出
生してくる Cyp26b1 cKO マウスがレスキュ
ーされるかを確認する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 増殖軟骨細胞で特異的に Cyp26b1 が欠
失した Cyp26b1 cKO マウス(Cyp26b1 f/f; 
11Ehh-Cre マウス)を作製し、その表現型を
調べた。胎生期（E14.5、E18.5）では野生型
と比較して明らかな違いは認めなかった（図
１）。 

   図 1 E18.5 におけるマウス上下肢 
 
出生直後も明らかな違いは認めなかったが、
出生後 2週目頃より徐々に相違を認めはじめ、
Cyp26b1 cKO マウスでは身長・体重の減少
を認めた。それに伴い上腕骨・大腿骨・脛骨
は優位をもって Cyp26b1 cKO マウスで短縮
していた(図２)。 
 

     図 2 成長に伴う脛骨長の推移 
 
脛骨近位の成長板の組織切片をみると生後 2
週目では野生型マウスと Cyp26b1 cKO マウ
スでは明らかな違いを認めないが、3 週目よ
り Cyp26b1 cKO マウスでは成長板中央部に
限局して薄くなっていた。4 週目になると中
央部では完全に成長板が消失し、成長板の早



期閉鎖を認めた(図 3)。 

 
   図 3 成長に伴う脛骨近位成長板の 
      形態の変化 
 
(2)Cyp26b1 cKOマウスで認めた成長板の菲
薄化は、増殖軟骨細胞層が減少することによ
り生じており、肥大軟骨細胞層には変化を認
めなかった。 
 成長板の菲薄化が起こる要因を解析する
ため、形態学的に明らかな変化を未だ認めな
い生後 1 週の野生型マウスと Cyp26b1 cKO
マウスの脛骨近位成長板のBrdU染色を行っ
たところ、Cyp26b1 cKO であきらかな染色
性の低下を認めた(図 4)。BrdU rabeling 
index では野生型マウスが 48%程度で有った
のに対して、Cyp26b1 cKO マウスは 29%程
度であった。表現型が明らかになる生後 3 週
目でも優位に Cyp26b1 cKO マウスで BrdU 
rabeling index の減少を認めた。 

   図 4 生後 1 週目における脛骨近位の 
      成長板軟骨の BrdU 染色 
 
 
(3)野生型マウスと Cyp26b1 cKO マウスで
の CYP26B1 の発現を調べるため免疫染色を
行った。正常では CYP26B1 は増殖軟骨細胞
に強く発現していることが明らかになった
(図 5)。 
 
 
 
 

 

  図 5 3 週齢マウスの脛骨近位成長板 
     における CYP26B1 の発現 
 
(4)成長板の上部(PCZ)と下部(HCZ)にわけて
LMD で mRNA を回収し、リアルタイム PCR を行
って軟骨マーカーを調べたところ上部で
Col2a1 が、下部で Col10a1、MMP13、Runx2 が
高かった。 
また Cyp26b1の発現は上部で優位に高かった。 
 レチノイン酸のレポーターマウスである
RARE-LacZマウスの成長板から同様にmRNAを
回収し、リアルタイム PCR でベータガラクト
シダーゼを調べたところ成長板の下部で高
値であった(図 6)。 
 

  図 6 成長板各部位のリアルタイム PCR 
 
このことより軟骨成長板ではCyp26b1の発現
によりレチノイン酸濃度が制御され、増殖層
よりも肥大層でレチノイン酸濃度が高いこ
とが明らかになった。 
 
(5) Cyp26b1 cKO マウスの親マウスとなる
Cyp26b1 flox/flox マウスと 11Enh-Cre マウ
スにビタミンA欠乏食を 2か月間投与した後
に交配し、Cyp26b1 cKOマウスを作成した。 
 Cyp26b1 cKO マウスでの高レチノイン酸
状態が緩和されたため、成長板が早期閉鎖す
る表現型は完全ではないが、部分的に救済さ
れた。 
 BrdU 染色し、細胞増殖を調べたところ
BrdU rabeling index も普通餌食を食べたコ
ントロールと比較して、ビタミンＡ欠乏食を
食べたマウスでは著明に改善を認めた(図 7) 
 
 
 
 



 
 図 7 普通餌食とビタミンＡ欠乏餌食を 
    食べた3週齢Cyp26b1 cKOマウスの 
    BrdU 染色と rabeling index 
  
 
これらよりビタミンＡはパターニングが起
こる胚早期だけでなく、胚の後期や出生後に
の内軟骨性骨化を規制する重要な因子で有
ることが明らかとなった。 
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