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研究成果の概要（和文）：転写因子Fra-1を発現するトランスジェニックマウスでは、骨を作る細胞である骨芽細胞が
活性化され、骨形成が促進されている。このFra-1マウスにおいて、骨形成が促進するメカニズムを様々な仮説に基づ
き解析したところ、内軟骨性骨化で骨化する耳小骨（ツチ骨）において、血管周囲に骨形成を起こす「骨形成性毛細血
管」が増生していることが見出された。すなわち転写因子Fra-1が、細胞非自律的に骨形成性毛細血管の増生を促すこ
とで、骨形成が全身で促進されている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Transgenic mice overexpressing the transcription factor Fra-1 (Fra-1 mice) 
exhibit activation of bone-forming osteoblasts leading to enhanced bone formation. We therefore analyzed 
mechanisms by which bone formation is enhanced in Fra-1 mice. We found that "osteogenic capillaries" form 
bone matrix around the capillaries in the auditory ossicle malleus during endochondral ossification. We 
propose that Fra-1 overexpression enhances systemic bone formation by employing osteogenic capillaries in 
a cell-non-autonomous manner.

研究分野： 骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 骨を作る細胞は骨芽細胞と呼ばれ、骨を溶
かす細胞は破骨細胞と呼ばれる。骨粗鬆症に
代表されるように、骨を溶かす（吸収する）
方が過多になると骨量が減少して骨がもろ
くなり、骨折をしやすくなる。多くの骨粗鬆
症の治療薬は、破骨細胞による骨吸収を抑制
するものであり、骨形成の増加にはつながら
ない。そこで、骨形成を増強する薬物治療を
目指した新規薬物の開発・臨床試験が進めら
れており、骨形成を促す医療が発展するもの
と考えられた。そのためには、骨芽細胞を活
性化して骨形成を促進する様々なメカニズ
ムを明らかにしていくことが必要である。 
 研究代表者らは、AP-1 ファミリーの転写因
子について長年研究を重ねてきた。AP-1 は
Fos ファミリーと Jun ファミリーの分子のヘ
テロダイマー(ヘテロ 2 量体)か、Jun ファミ
リーのホモダイマーである。全身で Fos ファ
ミリーの転写因子 Fra-1 を発現する、初期の
トランスジェニックマウスでは、骨芽細胞に
よる骨形成活性が亢進し、骨髄腔が骨梁で
徐々に満たされていった(Jochum et al, 2000, 
Nature Medicine)。しかしこのマウスにおけ
る骨形成亢進の分子メカニズムは、トランス
ジェニックマウスが作製されてから 10 年以
上経っても不明のままであった。 
 それまでに、Fra-1 トランスジェニックマ
ウス（Fra-1 マウス）でわかっていたことは、
炎症性サイトカインなどの免疫系の遺伝子
応答が低下していること、組織の線維化が起
こること、骨折時に軟骨性化骨の形成が低下
すること（成長板には異常は認められないこ
とに注意）などであった。Fra-1 マウスにお
ける骨形成亢進のメカニズムの解析が進ま
ない最大の理由は、Fra-1 マウスから調製し
た頭蓋骨由来の骨芽細胞や、Fra-1 を強制発
現した骨芽細胞株において、試験管内では骨
形成促進が十分に再現されなかったことで
あった。つまり、骨芽細胞以外の細胞が介在
することが、骨形成亢進に必要であると考え
られた。そこで、骨芽細胞に関して、細胞非
自律的な現象である可能性を追究すること
にした。 
 米国 Baron 研では、Fra-1 マウスが作製さ
れたのとほぼ同じ時期にFosファミリーのΔ
FosB（デルタフォス B）を発現するトランス
ジェニックマウスが作製され、このマウスも
Fra-1 マ ウ ス と 同 様 に 骨 が 増 加 し た 
(Sabatakos et al, 2000, Nature Medicine)。
彼らは中枢神経系におけるΔFosB の発現が
骨を増加させると考えており、現在もそれを
支持するデータを蓄積してきている。 
 Fra-1 の強制発現による骨芽細胞活性化の
メカニズムはわかっておらず、ΔFosB による
骨芽細胞活性化と同じ現象かどうかも不明
である。このような状況で、Fra-1 の非細胞
自律的な（cell autonomous でない）作用を
中心に仮説を立てることが必要になってい
た。 

 
２．研究の目的 
 研究の目的は、Fra-1 マウスで骨形成が亢
進しているメカニズムを明らかにすること
である。複数の作業仮説に基づいて実験をお
こない、骨髄形成（抑制）因子の探索、細胞
外基質の異常、血管内皮細胞の骨形成におけ
る役割などを中心に実験を進めた。これらに
より、どの細胞における Fra-1 が、どのよう
な細胞メカニズムで骨形成を促進している
かを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）コンディショナルトランスジェニック
マウスの作製 
ドキシサイクリンという無害の薬剤を餌

に混ぜてマウスを飼育すると、Fra-1 遺伝子
に誘導がかかり、全身の細胞で Fra-1 が発現
するマウス（Rosa-rtTA; Fra-1 マウス）を作
製した（スペイン国立がん研究所との共同研
究）。これとは別に、あらかじめドキシサイ
クリンを摂取させておき、摂取をやめたとき
に骨芽細胞特異的（Osx-tTA; Fra-1 マウス）
および血管内皮細胞特異的（Cdh5-tTA; Fra-1
マウス）に Fra-1 を発現する細胞特異的トラ
ンスジェニックマウスを作製した。これらの
マウスから長管骨や耳小骨を摘出して解析
した。 
 
（2）マイクロアレイによる解析 
Fra-1 マウスと対照マウスの長管骨や、

Fra-1 を強制発現した培養細胞とその対照細
胞からRNAを回収してマイクロアレイを用い
て遺伝子の発現解析を行った。 
 
（3）組織学的解析 
パラフィン切片、凍結切片を用いた免疫染

色を行った。特に非脱灰骨の凍結切片の作製
のために「川本法」を導入した。これは、切
片を作製する際に、特殊なフィルムを張り付
けて薄切するもので、組織の破損が少ない優
れた方法であることが分かった。クエン酸や
プロテアーゼ処理などの抗原賦活化法を抗
体ごとに最適化し、またパラホルムアルデヒ
ド固定液の濃度を調整するなどして、Fra-1、 
骨芽細胞マーカーとしてオステオカルシン、
血管内皮細胞マーカーとしてエンドムチン
などの免疫染色を確立した。 
 
（4）光シート顕微鏡による解析 
従来の共焦点レーザー顕微鏡と異なり、励

起光を面で入れ、その光シートの中をサンプ
ルを横切らせて撮像することで立体画像を
得るものであり、複数の角度で得られた画像
を 合 わ せ た 立 体 再 構 成 を お こ な っ た
（LightSheet 顕微鏡、Zeiss）。組織の透明化
法が複数報告されているが、骨の透明化は容
易ではない。脱灰操作との組み合わせを試み、
Scale 試薬と脱灰法を用いて骨の透明化を行
うこととした。 



 
 
４．研究成果 
（1）研究の主な成果 
 ① 細胞特異性について： 
まず全身性にFra-1発現が誘導されるマウス
を用いて様々な期間でFra-1の誘導をかけて
骨への影響を解析した。その結果、生後 21
日目からわずか 5日間 Fra-1 発現を誘導した
場合にでも骨量の増加を観察できることが
明らかとなった。 
骨芽細胞特異的、あるいは血管内皮細胞特

異的に Fra-1 を、希望する時期に発現するマ
ウスを作製して、どの細胞で Fra-1 が過剰発
現することが骨量増加につながるかを検討
した。その結果、骨芽細胞特異的 Fra-1 マウ
スで有意な骨量増加が認められた一方、血管
内皮細胞特異的Fra-1マウスでは骨量増加が
再現されなかった。これらのことは、血管内
皮細胞自律的なFra-1発現が骨形成促進の原
因ではないことを示唆している。しかし、②
に記述するように、Fra-1 マウスにおける血
管異常が見出され、それが次の突破口となっ
た。 
 

② Fra-1 マウスにおける毛細血管異常 
 高解像度 X線顕微鏡の 300ミクロン以内と
いう狭い視野を最大限に活用するために、小
さい骨（耳小骨と腓骨）を用いた解析法を以
前から開発してきた。今回、Fra-1 トランス
ジェニックマウスの耳小骨（ツチ骨）の中の
毛細血管が野生型マウスに比べて直径が大
きいことに着目し、骨形成と毛細血管の関係
を解析した。その結果、ツチ骨の短突起とよ
ばれる半球状の突起の解析で、骨芽細胞を周
囲に伴う「骨形成性毛細血管（osteogenic 
capillary）」が存在し、血管周囲に骨形成を
起こしていることを見出した。全身性 Fra-1
マウスでは、この骨形成性毛細血管が増生し
ていた。つまり、血管から骨基質の材料を受
け取った骨芽細胞が、血管周囲に骨基質を分
泌して骨を作っていること、転写因子 Fra-1
が、骨形成性毛細血管の増生を促進している
可能性が高い。 
 
（2）得られた成果の国内外の位置づけとイ
ンパクト 
 長管骨の成長板直下において血管と骨芽
細胞の関係に関する論文がAdams研から報告
された（Kusumbe et al, 2014 Nature）。す
なわち、骨の形態形成において、血管の果た
す役割の大きさが改めて示されたといえる。
本研究における骨形成性毛細血管は、耳小骨
という特殊な骨で見いだされたものであり、
その成果のインパクトは、耳小骨以外の「普
通の骨」へ拡張できたときにはじめて高まる
ものと考えらえる。  
 
（3）今後の展望 
 本研究では「骨形成性毛細血管」が、耳小

骨の短突起で見いだされた。耳小骨以外の骨
における普遍的な存在であるかどうかは今
後の実験で示す必要がある。さらに Fra-1 に
よる骨形成亢進が、骨形成性毛細血管の増生
によるものであるならば、その分子メカニズ
ムの詳細を明らかにする必要がある。 
 骨髄腔では通常、骨芽細胞と血管内皮細胞
とには距離があり、骨形成性血管は認められ
ないことから、いわば「骨髄形成性血管」に
変化するメカニズムの解明が重要であると
考える。 
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