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（２）平成 23年度研究活動の概要 

骨の代謝制御においては、骨吸収相

から骨形成相への転換のメカニズム、

破骨細胞から骨芽細胞への連携シグ

ナルとその作用機序の解明に向けて

研究を行っている。破骨細胞分化の各

段階における遺伝子発現解析という

手法に加えて、破骨細胞が分泌するタ

ンパク活性をとらえ生化学的な方法

で精製する技術も取り入れている。破

骨細胞と骨芽細胞の共存培養系にお

ける連携シグナル活性の同定から、マ

ウス遺伝子工学による生体レベルで

の生理機能にいたるまで総合的に研

究進めている。また、骨質の向上に役

立つ生理活性の産生あるいは作用を

増強するような化合物のスクリーニ

ング系の開発にも取り組んだ。 

骨代謝を制御する細胞機能として

は、引き続き骨細胞（osteocyte）に

重点を置いて、骨芽細胞から骨細胞へ

の最終分化のメカニズムと骨細胞の

機能タンパクの探索に力を入れてい

る。骨細胞機能を in vitro で再現す

る系の開発はほとんど不可能である

ため、骨細胞機能を in vivoで制御で

きるようなモデルマウスの開発が目

下の重要な課題である。 

 



麓 敏雄、池田 恭治 

RANKL の骨における生理機能と病態への関与 

 

【研究の背景】破骨細胞による骨破壊

は、骨粗鬆症、関節リウマチ、歯周病、

癌の骨転移などの病態の中核にある。

破骨細胞の分化には TNFファミリーの

サイトカインである RANKLが必須であ

り、RANKL 遺伝子に変異をもつヒトお

よびマウスは、成長不全と歯の萌出不

全、大理石骨病を呈する。一方、閉経

後骨粗鬆症では、RANKL 経路による破

骨細胞の活性化により骨吸収の亢進

と骨密度の低下が特徴で、RANKL の中

和抗体であるデノスマブによる治療

が 2008 年に FDA によって承認されて

いる。我が国でも、癌の骨転移と多発

性骨髄腫に対して 2012 年の 1 月に承

認されており、近く骨粗鬆症にも適応

が広がるものと予想される。骨に半永

久的に残り、稀ではあるが有害事象が

懸念されているビスフォスフォネー

ト薬と異なり、可逆的な骨吸収の制御

が可能となる点が RANKL中和抗体の特

徴である。 

 RANKL の骨における生理機能と病態

への関与はよく知られているが、その

作用機序については未解明の点が多

い。RANKL は、骨代謝だけでなく、リ

ンパ節の形成と免疫機能、授乳にそな

えた乳腺の発達や中枢神経での体温

調節など多様な機能をもっており、さ

まざまな細胞によって産生されてい

る。破骨細胞形成に関しては、骨髄の

ストローマ細胞や骨芽細胞、T 細胞が

産生する RANKLの役割が研究されてい

るが、相対的な寄与、とりわけ in vivo

における重要性と病態への関与につ

いてはあまり明らかになっていない。

RANKL の産生細胞とその作用機序の解

明は、我が国においても RANKL中和抗

体による治療が普及するにあたって

理解すべき重要な点と考えらえる。 

【目的】そこで、生理的な骨代謝およ

び病態における RANKLの機能を明らか

にする目的で、特定の細胞で RANKLの

産生を抑制できるマウスモデルを樹

立した。 

【方法】マウス RANKL遺伝子のエキソ

ン３と４をはさむように loxP 配列を

挿入し、cre recombinase によって両

エキソンを欠損させるような変異マ

ウ ス を 樹 立 し た 。 CAG-cre 、

osterix-cre、CD4-creマウスを交配す

ることにより、全身、骨芽細胞系列、

T 細胞でそれぞれ RANKL を欠損するよ

うなマウスを作出した。マイクロ CT

による海綿骨および皮質の骨量測定

と構造解析（長崎大学 伊東昌子准教

授による）、組織形態計測や生化学解

析による骨の細胞機能の評価を行っ

た。 

【結果】骨芽細胞系列で RANKLを欠失

すると、後肢では大理石骨病になり、

卵巣摘除による骨量減少は完全に抑

制された。一方、T 細胞で RANKL を欠

失したマウスは、卵巣摘除に対する反

応には影響なかったが、ベースライン

の骨量は増加した。 

【結論】骨芽細胞および T細胞が産生

する RANKLの生理機能およびエストロ

ゲン欠乏性の骨量減少への関与が明

らかになった。



渡辺 研 

骨細胞由来のリン代謝関連分子のリン酸化に関する研究 
 

【研究の背景】骨からのミネラル動員

に主たる役割を担っているのは破骨

細胞と考えられている。一方で、骨細

胞は FGF23, PHEX, DMP1, MEPEといっ

たリン代謝に関連する遺伝子を特異

的に発現し、骨細胞がリン代謝に深く

関わっていることが示唆されている。

リン代謝制御ホルモンである FGF23以

外の遺伝子はリン代謝への関与を説

明する詳細な分子機構は不明である。

また、FGF23 の発現や分泌など骨細胞

における制御も明らかでない。 In 

vitro の骨細胞分化系の確立から、新

たな骨細胞発現遺伝子として検出し

た機能未知の Dmp4/Fam20c が、最近、

カドヘリンのリン酸化酵素として同

定された FJX1 と一部相同性があるこ

とから、分泌蛋白質のリン酸化酵素で

ある可能性が示唆された。SIBLING と

総称される DMP1や MEPEのファミリー

の分泌タンパクは高度にリン酸化さ

れていることが知られているが、その

リン酸化については不明である。 

【目的】リン代謝が骨細胞機能の主要

な機能の一つと位置づけ、DMP1や MEPE

の作用に関する分子機構の解明のた

め、Dmp4/Fam20c との関連（SIBLING

タンパクのリン酸化）について検討す

る。 

【方法】DMP1, MEPE ならびに Fam20

ファミリーの遺伝子（Fam20a, Fam20b, 

Fam20c, Fjx1）を細胞で発現させ、DMP1

ならびに MEPE のリン酸化について検

討を行った。 

【結果】Fam20cの発現は、Dmp1や Mepe

同様、骨細胞への分化が進むにつれて

増加した。Fam20 ファミリーを 293 細

胞で発現させ、免疫沈降法により単離

し、リコンビナントの SIBLINGタンパ

クを反応させたところ、顕著なリン酸

化が検出された。293 細胞への共発現

系の検討では、Fam20cとの共発現系に

よりリン酸化は亢進するが、Fam20c

が存在しなくてもリン酸化されてい

た。293 細胞は、低レベルの FAM20B

を発現するが、FAM20A, FAM20C, FJX1

の発現は見られなかったことから、

FAM20C 以外のメカニズムも DMP1 や

MEPE などの SIBLING タンパクのリン

酸化に関わっていることが示唆され

た。一方、脱リン酸化酵素による DMP1

や MEPE の脱リン酸化は ASARM と呼ば

れるペプチド部分の分離が起こり、タ

ンパクの安定性も低下した。このこと

から、DMP1 や MEPE のリン酸化が、タ

ンパク質の安定性に関与している可

能性が示唆された。最近、Fam20cの欠

損マウスの表現型が発表され、Dmp１

欠損マウスと同様、FGF23 レベルの亢

進と低リン血症様表現型となること

が示された。 

【結論】FAM20C はリン代謝に関わる

DMP1 や MEPE のリン酸化酵素である可

能性が示された。



竹下 淳、松岡和彦、鈴木三恵  

カップリング因子 Cthrc1 の破骨細胞における遺伝子発現制御機構の

解明と病態との関連性 

 

【研究の背景】骨粗鬆症をターゲット

とした創薬をめざして、活性化破骨細

胞が特異的に分泌する遺伝子を検索

し、骨形成に対して促進的に働く骨カ

ップリング因子 Cthrc1 を同定するこ

とに成功した。マウスでカップリング

活性を検出する新しいアッセー系を

確立し、Cthrc1 コンディショナル KO

マウスを解析することで Cthrc1 がマ

ウスの生体内でカップリング因子と

して機能することを実証した。そこで、

破骨細胞における Cthrc1 の遺伝子発

現制御メカニズムの解析を行った。 

【目的】Cthrc1 の遺伝子発現制御機

構を解明し、病態との関連性を調べる。 

【方法】破骨細胞を種々の条件で培養

し、Cthrc1 の発現が上昇する因子を

見出した。マウスに破骨細胞分化因子

である RANKL、骨吸収促進因子 PTH、

骨吸収抑制薬アレンドロネートを投

与した時の骨での Cthrc1 の発現を、

加齢変化とともに解析した。 

【結果】破骨細胞をハイドロキシアパ

タイト(HA)上で培養すると象牙片上

で培養するよりさらに３倍以上発現

上昇することが分かった。そこで、HA

の主成分であるカルシウムを添加し

て破骨細胞を培養すると発現上昇す

ることを突き止めた。また、弱いなが

らマグネシウムやリン酸にも発現上

昇する活性があることが分かった。 

HA上での Cthrc1の発現上昇は、ア

レンドロネート、プロトンポンプを抑

制するバフィロマイシンや NEN、カル

シトニンの全てで抑制されたことか

ら Cthrc1 の発現は骨吸収により制御

されることが明らかとなった。さらに、

マウスに RANKL を投与すると骨での

Cthrc1の発現は上昇し、PTHでも上昇

し、アレンドロネート投与で抑制する

ことが明らかとなった。卵巣摘除によ

っても Cthrc1 の発現は上昇した。一

方、マウスの加齢に伴う変化を見ると、

２ヶ月齢までは発現が高く、その後

徐々に発現低下することが分かった。

【結論】骨での Cthrc1 の発現は、骨

turnover の変化とよく一致すること

が明らかとなった。今後、Cthrc1 遺

伝子の発現制御メカニズムを分子レ

ベルで解明する予定である。 

  



研究業績（運動器疾患研究部） 

I. 論文発表 

1.原著 
Kaneko K,
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Shakor AB, Taniguchi M, Kitatani K, Hashimoto M, Asano S, Hayashi A, Nomura K, 
Bielawski J, Bielawska A, Watanabe K, Kobayashi T, Igarashi Y, Umehara H, Takeya H, & 
Okazaki T: SMS1-generated sphingomyelin plays an important role in transferring 
trafficking and cell proliferation.  J. Biol. Chem. 286, 36053-62, 2011. 

 

Mouri A, Sasaki A, Watanabe K, Sogawa C, Kitayama S, Mamiya T, Miyamoto Y, Yamada 
K, Noda Y, & Nabeshima T: MAGE-D1 regulates expression of depression-like behavior 
through serotonin transporter ubiquitylation. 
J. Neurosci. 32, 4562-4582, 2012. 

 

2. 総説 

池田恭治：Sclerostin と骨形成、内分泌・糖尿病・代謝内科  32: 301-304, 2011 

 

池田恭治：骨吸収・骨形成とミトコンドリア機能、日本臨床 特集/骨粗鬆症 69: 

1203-1208, 2011 

 

池田恭治（運動器疾患研究部）：目で見る Bone Biology“メカニカルストレスと骨”、骨

粗鬆症治療 10: 1-4, 2011 

 

池田恭治（運動器疾患研究部）：破骨細胞分化のメカニズム、 “運動器疾患の予防と治

療” p 127-132, 長寿科学振興財団 2011 

 

4. その他 
Watanabe K: Classical models of senile osteoporosis.  Duque G, Watanabe K. Eds. 
Osteoporosis Research: Animal Models. Springer-Verlag London Ltd., 2011 

 

5. 新聞・報道,等 



なし 

 

6.特許申請、取得状況 

なし 

 

II. 学会・研究会等発表 

1. シンポジウム、特別講演 

池田 恭治：Between bone resorption and formation  第８回 Bone Biology Forum ８

月１９日 三島 

 

池田恭治：運動器の加齢と対策 健康医療介護ビジネス研究委員会（三井業際研究所）、

11月 18日、名古屋市 

 

竹下 淳：骨代謝の基礎と最近のトピックス、創薬生命科学特別講義 II、6 月 2 日、名

古屋市立大学 

 

2. 国際学会発表 

Takeshita S: An osteoclast-derived coupling factor.  2nd Asia-Pacific Osteoporosis and 

Bone Meeting.  9月 7日 Gold Coast, Australia 

 

Watanabe K, Ikeda K: An In Vitro Model for Osteocyte Differentiation.  The 33rd Annual 

Meeting of the American Society for Bone & Mineral Research.  9月 18日 San Diego, 

USA 

 

Watanabe K, Sakai Y, Niida S, Harada A: Pax9, a transcription factor that is expressed in 

ligament cells derived from ligamentum flavum of patients with lumbar spinal canal 

stenosis. The 33rd Annual Meeting of the American Society for Bone & Mineral Research.  

9月 19日 San Diego, USA 

 

3. 国内学会発表 

兼子佳子、伊東昌子、石田純治、深水昭吉、池田恭治：アンジオテンシン受容体の骨代

謝における生理機能、第 84回日本生化学会大会 9月 24日 横浜 

 

Ⅲ.公的研究費  

1. 厚生労働省 

渡邉 研（代表）393.8万円 (総額 393.8 万円) 



創薬基盤推進研究事業 H23長寿科学研究者支援事業 

歯周病治療薬と歯槽骨再生方法の開発 

 

2. 文部科学省 

池田 恭治（代表） 2,106万円 (総額 2,106万円) 

新学術領域 

造血細胞から破骨細胞への分化転換のメカニズム 

 

池田 恭治（代表） 624 万円 (総額 624万円) 

基盤研究(B) 

骨代謝のおけるRANKL遺伝子の機能解明 

 

渡邉 研（分担） 130万円 

基盤研究(A) 

スフィンゴミエリン KO マウスを用いた自己免疫疾患の発症機序の解明と免疫抑制剤の開

発 

 

竹下 淳（代表） 169万円 (総額 169万円) 

基盤研究(C) 

骨吸収特異的転写制御機構の解明 

 

3. 財団、その他 

池田 恭治（代表） 112 万円 (総額 112万円) 

バイエル薬品株式会社受託研究 

腎不全に伴う低代謝回転型の骨異常モデル動物の作製 

 

池田 恭治（代表） 726 万円 (総額 726万円) 

バイエル薬品株式会社受託研究 

腎機能低下に伴う骨ﾐﾈﾗﾙ異常ﾓﾃﾞﾙﾗｯﾄにおける炭酸ﾗﾝﾀﾝの効果 

 

渡邉 研（代表）250万円 (総額 250万円) 

長寿科学振興財団 H23長寿科学研究者支援事業 

変形性膝関節症関連遺伝子の同定 

 

竹下 淳（代表）250万円 (総額 250万円) 

長寿科学振興財団 H23長寿科学研究者支援事業 

骨再生を促進する因子の同定 


