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研究成果の概要（和文）：本研究では、メカニカルストレスの受容から細胞内シグナルへの変換を担う分子であるp130
Casに焦点をあて、in vivoでの解析を行うために、p130Cas floxマウスと骨細胞特異的にCreを発現するDmp1-Creマウ
スを交配させることにより、骨細胞特異的にp130Casを欠損させ、骨の解析を行った。骨細胞特異的p130Cas欠損マウス
を10週齢にて、有意に骨量が減少していた。興味深いことに、骨形成パラメーターは大きな変化がなかったものの、骨
吸収パラメーターは増加していた。メカノセンサーCasが骨代謝において重要な役割を果たしていることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：The adaptor molecule p130Cas, which is phosphorylated at focal adhesions upon 
extracellular matrix engagement, is involved in various cellular processes including migration, survival, 
transformation, and invasion.
　To investigate the role of Cas in bone metabolism, we generated osteocyte-specific Cas conditional 
knockout (cKO) mice by mating Casflox/flox mice with Dmp1-Cre transgenic mice, in which the Cre 
recombinase gene was specifically expressed in osteocytes. The resulting Cas cKO mice exhibited a 
remarkable decrease in bone volume. Histomorphometric analysis of Cas cKO mice revealed a significant 
increase in the eroded surface/bone surface ratio, osteoclast surface, and osteoclast number. However, 
the bone formation parameters were equivalent to those in normal Casflox/flox littermates. Collectively, 
these findings suggest that the bone loss in Cas cKO mice was caused by increased bone-resorbing 
activity, rather than by decreased bone formation.

研究分野： 外科系臨床医学・整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
	 日本はかつてない高齢社会を迎え、なかで

も老化にともなう骨、関節、筋など運動器の

機能低下に附随して生じる問題は、神経系の

障害と共に高齢者の生活の質を著しく損な

うため、大きな社会問題となっている。近年、

高齢化社会を見据えて、健康寿命を少しでも

長くしようと、運動器症候群：ロコモティブ

シンドロームという概念の定着を目指して

様々な広報活動が行われている。さらに、ロ

コモーションチェック、ロコモーショントレ

ーニングを学会でも推奨しているが、メタボ

リックシンドローム(内臓脂肪症候群)に比較
すると、その科学的知見が少ないことが弱点

となり、”ロコモ”は”メタボ”ほど一般社会に浸
透していない。本研究では、運動などによる

メカニカルストレス（力学的刺激）から骨量

維持につながる詳細なメカニズムの解明を

目指す。 
	 生物は地球に住んでいる限り、重力に曝さ

れている。この重力が効果を最大に発揮する

のは，地上で生物が行動する場合である。水

中では約1/6程度に減少し、睡眠や休息状態に
あるときは、さらに重力の効果は減少する。

寝たきり状態やギブスによる固定など、いわ

ゆる、不動化状態が続く場合には，筋肉や骨

格など運動にかかわる組織の主要部分に対す

る重力の効果は実質的にゼロに近くなるとい

われている。すなわち，無重力に近い状況が

作り出されていることになる。このような状

態では、筋肉・骨ともに萎縮する。宇宙飛行

士の骨量が宇宙滞在中に減少し、帰還一定期

間後にはほぼ回復することもよく知られてい

る。このことからも、メカニカルストレスの

持続的負荷が一定期間内に繰り返されること

が、骨の構造と機能の維持に必要であること

が示唆される。骨量は，骨吸収と骨形成のバ

ランスにより維持されているが、メカニカル

ストレスの減少による骨萎縮（骨量減少・骨

質低下）の詳細は不明な点が多い。 
	 骨基質中に存在する骨細胞は、力学刺激の

感知センサーとして働き、その情報を周囲の

細胞に伝達することで、リモデリング活動を

調整していると考えられている。メカニカル

ストレスに応答する組織は運動骨格系に限ら

ず生体内に広く分布し、循環器系とくに血管

や内皮細胞については多くの研究がある。こ

れらの細胞がメカニカルストレスに応答する

機序には普遍性があると考えられるが、どの

組織についてもその詳細は想像の域を出ない。

本研究では、メカニカルストレスの受容から、

細胞内シグナルへの変換過程で重要な役割を

果たしている分子であるp130Casに注目する。 
 
２．研究の目的 
	 p130Casは、細胞接着斑の構成成分で、Src
ファミリーキナーゼの基質タンパク質であり、

p130Cas のノックアウトマウスは心筋形成
の異常により胎性致死となる。非リン酸化

p130Casでは中央部の基質結合領域（SD：
substrate domain）は折りたたまれた構造を
とっており、細胞が物理的な力を受けた時、

p130Cas 分子もN 末端とC 末端に力を受け
て引き延ばされ、C 末に結合したSrcファミ
リーチロシンキナーゼによりSD領域がリン
酸化され，シグナルを伝達するというもので

ある（Sawada et al. Cell 127, 1015 –1026,2006）。 
	 メカニカルストレスは、骨基質において骨

芽細胞と骨細胞の無数に張りめぐらされた

細胞性ネットワークにより感受される機構

が推測されている。さらに、in vivo におい
て骨小腔-骨細管中の組織液の流れ（液流動、
fluid flow）を介して感受される可能性もある。
細 胞 膜 の 伸 展 に 対 す る stress-sensing 
proteinである p130Casが骨細胞でどのよう
な機能を担っているか非常に興味がもたれ

るところである。本研究では、メカニカルス

トレス感知と骨細胞 p130Cas の関連、さら
には骨細胞から骨形成・骨吸収調節に関わる

細胞間シグナルに関して検討する。 
 
３．研究の方法 
p130Cas は異なった組織や時期において多
様な役割を果たし、単純なノックアウトでは、

骨組織におけるその機能を解析しきれない

ので、本研究ではコンディショナルジーンタ

ーゲティング法を用いる。骨細胞特異的な不

活化を Cre-loxPシステムを用いて行う。Cre
はバクテリオファージP1由来の 38kDa蛋白
で、リコンビナーゼの Int (Integrase) ファ
ミリーに属する。この酵素は 34bpの loxPサ
イトを認識して特異的にこの部位で DNA の
リコンビネーションを起こす。Cre 酵素を骨
細胞特異的に発現させる方法としては、図１

のように骨細胞特異的 dentin matrix 
protein 1 (Dmp1)プロモーターの制御下に



Cre 酵素を発現させたトランスジェニックマ
ウスを用いることにより可能となる(J Dent 
Res 86:320-325, 2007)。この Dmp1-Creマウ
スと p130Cas 遺伝子領域を挟みこむように
loxP 配列を導入したマウス（p130Cas flox 
マ ウ ス ） を 用 い て 、 p130Cas flox/flox 
Dmp1-Cre +/- マウス（p130Casコンディシ
ョナルノックアウトマウス：p130Cas cKO
マウス）を作製する（図１参照）。 

	 大腿骨や脛骨を取り出して、X線撮影を行
う。骨の代謝機能を評価するために骨組織形

態計測を行う。非脱灰薄切標本を用いて、骨

構造に関するパラメーター、骨形成に関する

パラメーター、骨吸収に関するパラメーター

を計測する。計測には、脛骨近位部、大腿骨

遠位部を用いる。骨量、類骨量、類骨面、類

骨の厚さ、骨芽細胞面％、吸収面％、破骨細

胞数、破骨細胞面％、骨石灰化速度、骨形成

速度、などをコントロールマウスと比較する。 
	 

４．研究成果	 

（1）骨細胞特異的 Cas	 cKO マウスの作製	 

	 Cas	 cKO マウ

スは、メンデル

の法則にしたが

って生まれ、外

見上大きな問題

なく成長した。

右図のように、1

日齢でも、10 週

齢でもコントロ

ールマウス（Cas	 flox/flox）との間に体重差は

なかった。また、生殖能力も維持していた。	 

	 実際に Cas の発現が抑制されているかを確

認するために、下肢の骨を採取し、骨髄腔を

フラッシュアウトしたあと、小さな歯間ブラ

シを用いて骨髄腔を掃除したあとの皮質骨

から採取したタンパク質を電気泳動し、ウエ

スタンブロッティングを行ったところ、Cas	 

cKO マウスから採

取した皮質骨から

は、Cre の発現が見

られ、逆に p130Cas

の発現はコントロ

ールマウス（Cas	 
flox/flox）と比較して

低下していた（右

図）。	 

（2）大腿骨の解析	 

	 Cas	 cKO マウスから下腿の骨を採取し、レ

ントゲン撮影を行ったところ、大腿骨遠位部

にて、骨量の低下が観察された。マイクロ CT

では、右図

のように、

さらに骨梁

の減少が明

らかとなっ

た。興味深

いことに、

骨形成パラ

メーターは

大きな変化

がなかった

ものの、骨

吸収パラメ

ーターは増

加していた。	 

	 さらに、マイクロ CT にて皮質骨解析を行

ったところ、Cas	 cKO マウスにて皮質骨幅の

低下や porosity（多孔性）の増加が見られ、

皮質骨

でも骨

吸収の

増加を

示唆す

る結果

がみら

れた。	 

	 これらのことから、メカノセンサーCasが
骨代謝において重要な役割を果たしている

ことが明らかとなった。さらには、骨細胞に

細胞伸展ストレスやシェアストレスを加え

たところ、RANKLの発現に有意な変化があ
ったため、骨細胞においてメカノセンサー

p130Cas の下流で RANKL の発現が制御さ
れることがわかってきた。今後、p130Casと
RANKLの間をつなぐシグナル伝達経路の詳



細を明らかにしていく予定である。	 
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