
 1 

目次 

 

Chapter 1 ......................................................... 6 

はじめに ............................................................ 6 

1.1.  緒言 ....................................................................................................... 6 

1.2. データ解析 ............................................................................................. 9 

1.3. 使用試薬 ................................................................................................ 9 

1.4. 略語 ..................................................................................................... 11 

Chapter 2 ....................................................... 14 

培養骨芽細胞及び骨組織における Pax ファミリー

の発現解析 ...................................................... 14 

2.1. 序文 ..................................................................................................... 14 

2.2. 培養骨芽細胞における Pax ファミリーの発現解析 ............................. 16 

2.2.1. 方法 .................................................................................................. 16 

2.2.1.1. マウス頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞の培養 ............................... 16 

2.2.1.2. Real-time quantitative RT-PCR 法 ........................................... 17 

2.2.1.2.1. 逆転写反応............................................................................... 17 

2.2.1.2.2. Real-time PCR 法 ................................................................... 18 

2.2.1.3. Western blotting 法 ................................................................... 18 

2.2.2. 結果 .................................................................................................. 20 

2.2.2.1. マウス初代培養骨芽細胞における Pax ファミリー遺伝子の発現20 

2.3. 骨組織における Pax5 の発現解析 ........................................................ 22 

2.3.1. 方法 .................................................................................................. 22 

2.3.1.1. マウス脛骨組織切片作製 ............................................................ 22 

2.3.1.2. 免疫組織染色法(Immunohistochemistry) ................................. 22 

2.3.2. 結果 .................................................................................................. 24 

2.3.2.1. マウス骨組織における Pax5 の発現 ........................................... 24 

2.4. 考察 ..................................................................................................... 25 

Chapter 3 ....................................................... 26 

Pax5 遺伝子ノックダウンを用いた骨芽細胞機



 2 

能解析 ............................................................. 26 

3.1.  序文 ..................................................................................................... 26 

3.2. 方法 ..................................................................................................... 27 

3.2.1.  Reverse 法による MC3T3-E1 細胞への一過的 siRNA 導入と分化

誘導条件での培養 ...................................................................................... 27 

3.2.2. Real-time quantitative RT-PCR 法 .............................................. 27 

3.2.2.1. 逆転写反応.................................................................................. 27 

3.2.2.2. Real-time PCR 法 ...................................................................... 27 

3.2.3. Western blotting 法 ...................................................................... 28 

3.2.4. Alkaline phosphatase staining .................................................... 28 

3.2.5. BrdU 取り込みによる細胞増殖 assay .......................................... 28 

3.2.6. TUNEL 染色による細胞死 assay .................................................. 29 

3.3.  結果 ..................................................................................................... 30 

3.3.1. MC3T3-E1 細胞への Pax5 siRNA 導入による解析 ...................... 30 

3.3.2. MC3T3-E1 細胞への Pax5 siRNA 導入による細胞増殖、細胞死へ

の影響 ........................................................................................................ 32 

3.4.  考察 ..................................................................................................... 34 

Chapter 4 ....................................................... 35 

骨芽細胞特異的分化マーカー遺伝子、転写制御

因子に対する Pax5 の影響 ............................. 35 

4.1.  序文 ..................................................................................................... 35 

4.2.  方法 ..................................................................................................... 35 

4.2.1. Pax5 siRNA を用いた Reporter assay ......................................... 35 

4.2.2. Pax5 発現ベクターを用いた Reporter assay ................................ 35 

4.2.3. Reporter assay .............................................................................. 36 

4.2.4. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay .......................... 36 

4.2.4.1. マウス前骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞の培養 ............................. 36 

4.2.4.2. ホルマリンによる細胞固定 ........................................................ 36 

4.2.4.3. Immunoprecipitation ................................................................ 37 

4.2.4.3. 固定の解除と DNA の回収 ......................................................... 37 

4.3. 結果 ....................................................................................................... 39 

4.3.1. Pax5 siRNA に対する骨芽細胞分化マーカー遺伝子、転写因子の転

写活性への影響 .......................................................................................... 39 



 3 

4.3.2. Pax5 過剰発現に対する骨芽細胞分化マーカー遺伝子、転写制御因

子の転写活性への影響 ............................................................................... 39 

4.3.3. in silico 解析を用いた骨芽細胞分化マーカー遺伝子、転写制御因

子プロモーター領域への Pax5 結合部位の探索 ........................................ 40 

4.3.4. deletion construct レポーターベクターを用いた転写活性の解析 41 

4.3.5. ChIP assay .................................................................................... 42 

4.4. 考察 ....................................................................................................... 43 

Chapter 5 ....................................................... 45 

Pax5 安定発現細胞株を用いた解析................ 45 

5.1.  序文 ..................................................................................................... 45 

5.2.  方法 ..................................................................................................... 45 

5.2.1. Pax5 安定発現細胞株の作製 ......................................................... 45 

5.2.2. Pax5 安定発現細胞株の培養 ......................................................... 46 

5.2.3.  Real-time quantitative RT-PCR 法 ............................................ 46 

5.2.3.1. 逆転写反応.................................................................................. 46 

5.2.3.2. Real-timePCR 法 ....................................................................... 46 

5.2.4. ALP 活性の測定 ............................................................................ 47 

5.2.5. Ca2+蓄積量の測定 .......................................................................... 47 

5.2.5. 細胞の von Kossa 染色 ................................................................. 47 

5.2.6. Western blotting 法 ...................................................................... 47 

5.3. 結果 ..................................................................................................... 48 

5.3.1. Pax5 安定発現細胞株の作製 ......................................................... 48 

5.3.2. Pax5 安定発現細胞株における骨芽細胞分化マーカーの変動解析 48 

5.3.3. Pax5 安定発現細胞株における骨芽細胞分化マーカー遺伝子、転写

制御因子の発現解析 ................................................................................... 50 

5.4. 考察 ..................................................................................................... 52 

Chapter 6 ....................................................... 53 

骨芽細胞特異的 Pax5 トランスジェニックマウ

スの作製と骨表現型解析 ................................ 53 

6.1. 序文 ..................................................................................................... 53 

6.2. 方法 ..................................................................................................... 53 

6.2.1. Pax5 トランスジェニック(Tg)マウスの作製 ................................. 53 



 4 

6.2.2. RT-PCR 法 ..................................................................................... 54 

6.2.2.1. 逆転写反応.................................................................................. 54 

6.2.2.2. PCR 法 ....................................................................................... 54 

6.2.3. カルセイン投与 ............................................................................. 54 

6.2.4. 脊椎と脛骨切片の作製 ................................................................... 55 

6.2.5. von Kossa 染色 .............................................................................. 55 

6.2.6. Toluidine blue 染色 ...................................................................... 55 

6.2.7. TRAP 染色 .................................................................................... 55 

6.2.8. 骨形態計測 .................................................................................... 56 

6.2.9. TRAP 染色 .................................................................................... 56 

6.3. 結果 ..................................................................................................... 57 

6.3.1. 骨芽細胞特異的 Pax5 Tg マウスの作製 ........................................ 57 

6.3.2. Pax5 Tg マウスの骨表現型解析 ................................................... 57 

6.3.3. Pax5 Tg マウスの骨形態計測 ........................................................ 59 

6.4. 考察 ..................................................................................................... 60 

Chapter 7 ....................................................... 62 

骨粗鬆症モデル処置を行った Pax5 トランス

ジェニックマウスの骨表現型解析 .................. 62 

7.1. 序文 ..................................................................................................... 62 

7.2. 方法 ..................................................................................................... 62 

7.2.1.  卵巣摘出術(OVX) .......................................................................... 62 

7.2.2. 17-エストラジオール投与 ........................................................... 63 

7.2.3. カルセイン投与 ............................................................................. 63 

7.2.4. 脊椎切片の作製 ............................................................................. 63 

7.2.5. von Kossa 染色 ............................................................................. 63 

7.2.6. Toluidine blue 染色 ...................................................................... 64 

7.2.7. TRAP 染色 .................................................................................... 64 

7.2.8. 骨形態計測 .................................................................................... 64 

7.2.9. Real-time quantitative RT-PCR 法 .............................................. 64 

7.2.9.1. 逆転写反応.................................................................................. 64 

7.2.9.2. Real-time PCR 法 ...................................................................... 64 

7.3. 結果 ..................................................................................................... 65 

7.3.1. 子宮重量の測定 ............................................................................. 65 

7.3.2. 脛骨組織における Pax5 発現変動解析 .......................................... 65 



 5 

7.3.3. OVX 処置を行った Pax5 Tg マウスの骨表現型解析 .................... 66 

7.3.4. OVX 処置を行った Pax5 Tg マウスの骨形態計測......................... 67 

7.4. 考察 ..................................................................................................... 69 

Chapter 8 終わりに ..................................... 70 

Chapter 9 結語 ............................................ 72 

謝辞 ................................................................. 73 

引用文献 .......................................................... 74 



 6 

Chapter 1 
 

はじめに 
 

1.1.  緒言 

 

 骨格系は、脊椎動物の最も基本的な特徴であり、その構造は力学的にも適

応した形態を持ち、器官の保護、生体の支持、運動機能の維持に必須の役割を

果たしている。また、その他にも造血機能や、生体のカルシウムの貯蔵庫とし

て血中 Ca2+の濃度維持にも不可欠である。骨は軟骨内骨化により新生し、その

成長が停止した後も、骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収が絶えず

繰り返され、再構築(リモデリング)を営むことにより骨の形態や機能を維持し

ている(Teitelbaum SL et al., 2003、Harada S et al., 2003) 。この骨リモデリ

ングは組織学的にいくつかの相に分類されており活発な骨吸収や骨形成を営

んでいない骨表面は、lining cell と呼ばれる扁平な骨芽細胞に覆われている(静

止相)。これに骨吸収を促進するホルモン、サイトカインが作用すると、lining 

cell が活性化される(活性化相)。また、骨芽細胞からは骨細胞系への情報伝達

により、破骨細胞の分化と遊走が生じ、骨吸収が起こる(吸収相)。その後、骨

吸収が起こった部位にマクロファージが出現する逆転層を経て新たに骨芽細

胞による骨形成が行われ、骨形成が完了すると骨表面は再び lining cell に覆わ

れ、静止相に入る(Fig.1.)。また、骨リモデリングは、1D、PTH、

カルシトニンなどのカルシウム調節ホルモンや IL-1、TNF-、PGE2などの炎

症性サイトカイン、接着分子、また、各細胞内の情報伝達機構や転写因子、そ

して骨局所内に加わる力学負荷因子などによる調節を介して緻密に制御され

ると理解される。 

通常の骨リモデリングでは、骨格系の質及び量は骨吸収と骨形成の間に平衡

関係が保たれることにより維持されるが、閉経や加齢など様々な要因から、一

旦これらのバランスが破綻すると骨粗鬆症に代表される様々な骨代謝性疾患

が発症する(Feng X et al., 2011)。骨粗鬆症では、骨吸収が骨形成よりも相対的

に優位となることで骨密度の異常な低下が起きる。またこれとは対照的に、大

理石骨病では骨形成が骨吸収よりも過剰に亢進し、成長障害、視覚障害、免疫

系の障害などが起こる。骨粗鬆症には、骨吸収が亢進した高回転型骨粗鬆症と、

骨形成が低下した低回転型骨粗鬆症の二種類がある。女性は閉経後、エストロ
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ゲンが低下することで破骨細胞が活性化し、骨吸収が相対的に亢進するため高

回転型となり、その結果、骨密度の異常な低下が起きる。一方、老人性骨粗鬆

症は低回転型骨粗鬆症であり、骨形成が低下することが主な病因と考えられて

いる。現在、日本における骨粗鬆症患者数は 1,100 万人を超えると推定されて

おり、超高齢化社会を迎えた我が国においては医療費高騰の大きな原因の一つ

にもなっている。また、高齢者の骨折は、運動機能の低下のみならず、自発性

の運動の低下や、寝たきり状態、さらには鬱、痴呆状態を招く恐れがある。し

かしながら、現在の治療方針は予防的、対症的あるいは抑制的な域を出ない。

そのため、患者の QOL 向上のためにも新規の作用機序を有する治療薬の開発

が骨粗鬆症対策の早急な課題である(Rachner TD et al., 2011、Center JR et al., 

1999)、。 

Bone remodeling

osteoblast

lining cell

osteoclast

macrophage

quiescent phase

activation phase

bone resorption phasereversal phase

bone formation phase

bone resorption

stimulation factor

 

Fig.1. Schematic drawing of the bone remodeling. 

 

一方、我々はこれまで、「骨代謝を調節する新規転写制御因子」の探索を行

ってきた。これまでにいくつかの転写制御因子が、骨代謝を担う細胞である骨

芽細胞のコミットメント・分化・成熟を調節する重要な因子として同定されて

いる(Karsenty G et al., 2009)。その中でも特に Runt-related transcriptional 

factor-2(Runx2)や Osterix は骨芽細胞の分化に必須の転写因子としてよく知
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られている。Runx2 は Runt 転写因子ファミリーの一つであり、その発現は骨

芽細胞の分化に必要不可欠であり、Osteocalcin や Type I Collagen といった

様々な骨芽細胞に特徴的な遺伝子の発現を惹起し骨芽細胞の分化を前期では

促進し、分化後期では抑制する。また Runx2 全身欠損マウス胎児骨格標本は、

完全に硬骨が欠損することも知られている(Ducy P et al., 1997、Komori T et 

al., 1997、Otto F et al., 1997)。Osterix は骨形成及び骨芽細胞分化に必須とし

て比較的新しく同定された転写因子で zinc フィンガードメインを分子内に有

しており、骨芽細胞特異的に発現し Runx2 の下流で作用して骨芽細胞分化を

促進することが明らかとなっている(Nakashima K et al., 2002)。また Osterix

全身欠損マウス胎児骨格標本は骨組織の顕著な低形成を示し、生後間もなく死

亡する。特に頭蓋骨などの膜性骨化部位において石灰化は著しく低下する

(Nakashima K et al., 2002)。 

今回我々が特に着目したのは Paired box(Pax)ファミリー転写制御因子であ

る。Pax ファミリーはこれまでに Pax1 から Pax9 の 9 種類が同定されており

その分子内には N 末端に存在するペアードドメイン、C 末端に存在するホメオ

ドメイン、そしてオクタペプチドが存在することが知られている。Pax ファミ

リーには、完全な、あるいは C 末端が欠けたホメオドメインを持つものやホメ

オドメインを持たないものがあり、さらにオクタペプチドの有無、アミノ酸配

列の相同性などから、その構造の差異により 4 種類のサブグループに分類され

ており、これらの Pax ファミリータンパク質は胎児期の器官形成に重要な役割

を担うという報告がなされている(Balczarek KA et al., 1997、Lang D et al., 

2007)(Fig.2.)。これまでに、いくつかの Pax ファミリー全身欠損マウスにおい

て明らかな骨格異常が見られるという報告がなされてきた。具体的には Pax1

全身欠損マウスにおける脊椎の異常(Wilm B et al., 1998)、Pax5 全身欠損マウ

スにおける破骨細胞数の増加と骨量減少(Horowitz MC et al., 2004)、Pax7 遺

伝子欠損マウスにおける顎の欠損(Mansouri A et al., 1996)、Pax9 遺伝子欠損

マウスにおける歯の欠損が報告されている(Peters H et al., 1998)。しかしなが

らこれらの報告においては、骨リモデリングにおける Pax ファミリーの詳細な

役割についてはほとんど言及されていない。 

そこで本研究では in vitro と in vivo の実験手技を用いて、骨形成と骨リモ

デリングに関与する骨芽細胞に特に着目し、骨芽細胞における Pax ファミリー

の詳細な役割を明らかにすることを目的とした。 
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Fig.2. Classification of paired box containing genes. 

 

1.2. データ解析 

 

 タンパク質定量は、Bradford法により行った。Total RNA量は260 nmの吸

光度より算出した。各種解析で得られた値は、平均値±標準誤差で表示した。

統計学的有意差は、一元配置分散分析(One-factorANOVA)後の結果認められた

水準間の差を、多重比較検定のうちのBonferroni post hoc testを用いて検定し

た。また、独立した2群間の差の検定にはStudent’s t-testを用いた。 

 

1.3. 使用試薬 

 

2.3-kb マウス1(I)Collagen プロモーターベクター(Dacqulin R et al., 2002)

は Karsenty 博士(Columbia University, New York, NY, USA)より提供してい

ただいた。Osterix と Osteocalcin プロモーターのデリーションコンストラク

トベクター(Lu X et al., 2006、Xiao G et al., 1997)は Nane 博士(Emory 

University School of medicine, Atlanta, GA, USA)と Franceschi 博士

(University of Michigan School of Dentistry, Ann Arbor, MI, USA)よりそれ

ぞれ提供していただいた。Runx2 プロモーターベクター(Zambotti A et al., 
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2002)は Ducy 博士(Columbia University, New York, NY, USA)より提供して

いただいた。異なる長さの Pax5 発現ベクター(Emelyanov AV et al., 2002)は

Birshtein 博士(Albert Einstein College of Medicin, New York, NY, USA)より

提供していただいた。Dithiothreitol (DTT)、5×First strand buffer、M-MLV 

Reverse transcriptase、Ultra-Pure agarose、Plus reagent、Lipofectamine 

2000、Lipofectamine LTX、Lipofectamine RNAiMAX、StealthTM RNAi 

Negative Control 及び Pax5 RNAi は Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.) より

購入した。Pax5 及び-actin 抗体は Thermo Scientific(Waltham, MA, USA)

と Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)よりそれぞれ購入した。

MC3T3-E1 細胞は ATCC(Manassas, VA, USA) より購入した。 Cell 

Proliferation 5-bromo-2’-deoxyuridine(BrdU) ELISA Kit は Roche Aoolied 

Science(Indianapolis, IN, USA)より購入した。Dual luciferase assay system

と RNase-free DNase は Promega(Madison、WI、USA)より購入した。

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix は TOYOBO(大阪 )より購入した。

Chromatin immunoprecipitation(ChIP) assay kit は Millipore(東京)より購入

した。VECTASTAIN Elite ABC Reagent は Vector Laboratories(Burlingame, 

CA, USA) より購入した。 ISOGEN 、カルシウム C-TEST 、 sodium 

-glycerophosphate、ascorbic acid、Methyl methacrylate monomer(MMA)、

N,N-Dimethyl-p-toluidine(DMPT) 、 3,3’-diaminobenzidine(DAB) 、

isopropanol、N,N-dimethyl formamide、1-Acetoxy-2-methoxyethane(AME)、

10% Formalin はいずれも和光純薬工業株式会社(大阪)より購入した。bovine 

serum albumin (BSA)、Naphthol AS-MX phosphate、Fast red violet LB salt、

Calcein 及び Toluidine blue は Sigma Chemical Company (St.Louis, MO, 

U.S.A.)より購入した。FBS は、Equitech-Bio (Ingram, TX, U.K.)より購入し

た。Trypsin は、DIFCO(Detroit, MI, U.S.A.)より購入した。Bio-Rad protein 

assay reagent 及び Molecular Biology Certified Agarose は、Bio-Rad 

Laboratories (Hercules, CA, U.S.A.)より購入した。10×Dulbecco’s PBS、

Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM)、Minimum Essential Medium 

Alpha Medium (α-MEM)、Opti-MEM Reduced-serum Medium 及び ethidium 

bromide solution は Gibco BRL(Gaithersburg, MD, U.S.A.)より購入した。

ECLTM 検出用試薬、Hybond N+ positive charged membrane 及び Peroxidase

標 識 抗 Rabbit IgG 抗 体 は い ず れ も Amersham Life Science 

(Buckinghamshire, England) より購入した。Taq polymerase 及び各種制限酵

素は、宝酒造株式会社（滋賀）より購入した。Oligonucleotide はシグマジェ

ノシスジャパン(北海道) より購入した。99% EtOH は日本アルコール販売株式

会社(東京)より購入した。Pentobarbital は共立製薬株式会社(東京)より購入し
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た。Entellan new 及び Aluminiumoxid 60 は Merck(東京)より購入した。

Benzoyl peroxide はナカライテスクより購入した。C57BL/6J 系マウスは三協

ラボサービス(東京)より購入した。その他の化合物は市販の特級品を用いた。 

 

1.4. 略語 

 

本論文に使用した略語は以下の通りである。 

 

ALP alkaline phosphatase 

AME  1-acetoxy-2-methoxyethane 

AML-1 Acute myeloid leukemia-1 

AMPSF (p-amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride 

MEM -modified eagle medium 

1,25(OH)2D3 1,25-dihydroxyvitamin D3 

BFR bone formation rate 

-GP -glycerophosphoric acid 

BMMs bone marrow macrophages 

BMP bone morphogenetic protein 

BMSCs bone marrow stromal cells 

BPB bromophenol blue 

B.Pm bone perimeter 

BrdU bromodeoxyuridine 

BS bone surface 

BSAP B-Cell lineage specific activator protein 

BV bone volume 

ChIP chromatin immunnoprecipitation  

Cbfa1 core binding factor alpha-1 

cbfb core binding factor beta 

cDNA complementary DNA 

ColⅠ type I collagen 

DAB 3,3’-diaminobenzidine 

DEPC diethylpyrocarbonate 

DIV day in vitro or days in vitro 

DTT dithiothreitol 
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EV empty vector 

FBS fetal bovine serum 

GPBS PBS containing glucose 

HD homeo domein 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

IL interleukin 

M-CSF macrophage colony-stimulating factor 

MMA methyl methacrylate monomer 

MNCs multinucleated cells 

mRNA messenger RNA 

NaF sodium fluoride 

NBT/BCIP 
nitro blue tetrazolium chloride/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate 

N.Ob osteoblast number 

N.Oc osteoclast number 

Oc.S osteoclast surface 

OP octapeptide 

OPG osteoprotegerin 

OVX ovariectomy 

Pax paired box 

PBS phospho buffered saline 

PD paired domain 

PGE2 prostaglandin E2 

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor  

PTH parathyroid hormone 

PVDF polyvinylidene difluoride 

QOL quality of life 

RANK receptor activator of nuclear factor-B 

RANKL RANK ligand 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 

Runx2 runt-related transcription factor-2 

SDS sodium dodecyl sulfate 

siRNA short interfering RNA 

Sox SRY-related HMG box-containing genome 

TBS tris buffered saline 
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TBST 0.05% Tween 20 in TBS 

Tg transgenic 

TGF- transforming growth factor- 

TNF- tumor necrosis factor- 

TRAP tartrate resistant acid phosphatase 

Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol 

TUNEL 
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate biotin nick end 

labeling 

TV tissue volume 

WT wild type 
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Chapter 2  
 

培養骨芽細胞及び骨組織における Pax ファミリーの発現

解析 

・ 

2.1. 序文 

 

骨リモデリングには主に骨芽細胞と破骨細胞が関与していることについては

先にも述べた通りであるが、今回の研究においては骨芽細胞において特に焦点

を当てて解析を行った。 

骨芽細胞は、軟骨細胞(chondrocyte)、筋芽細胞(myocyte)、脂肪細胞(adipocyte)

と共通の前駆細胞である未分化間葉系幹細胞(mesnchymal stem cell)から分化

するが(Aubin et al., 1993)、それぞれの細胞の分化調節機構には特異的な転写因

子が関与することが知られている。軟骨細胞では Sox5、6、9、脂肪細胞では

PPAR、筋芽細胞では MyoD、そして骨芽細胞では先にも述べたように、Runx2

や Osterix が常用な役割を担っている (Friedenstein AJ et al., 1987、 

Yamaguchi A et al., 2000、Weintraub H. 1993)。骨形成誘導タンパク質である

BMP はRunx2 への細胞内シグナルの上流に存在しBMP→Smad→Runx2 とい

うカスケードを介して骨芽細胞分化を誘導する(Ducy P et al., 1997、Tsuji K et 

al., 1998)。Runx2 は Osteocalcin のプロモーターに結合する転写因子として発

見されたが、Osteocalsin 以外にも Type I コラーゲン、オステオポンチン、骨

シアロタンパク質の発現を調節している(Harada H et al., 1999、Ducy P at al., 

1997)。これらのタンパク質の発現により骨芽細胞は骨形成細胞としての機能を

示すようになる。 

また骨芽細胞は、培養骨芽細胞を用いた研究によりその分化過程において段

階的に骨基質タンパクを発現し、経時的にその表現型が変化することが知られ

ている。未分化間葉系幹細胞はRunx2の働きにより前骨芽細胞へと分化するが、

成熟骨芽細胞へ向かう際にさらに増殖期、分化期(Type I コラーゲンを合成し、

盛んに細胞外マトリックスを分泌するとともにアルカリフォスファターゼ

(ALP)やオステオポンチンなどを強く発現する)、成熟期(石灰化が亢進し、カル

シウムの蓄積が見られ、石灰化に応じてOsteocalcinの発現が見られる)を経る。

この各段階で骨芽細胞特異的タンパク質が発現してくることから、これらのタ
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ンパク質発現は骨芽細胞の分化マーカーとして用いられている。骨芽細胞の終

末期に関しては、成熟骨芽細胞を過ぎると、骨芽細胞の骨基質形成能は次第に

低下し、骨芽細胞は骨基質に埋め込まれた骨細胞(osteocyte)、あるいは骨表面を

覆う bone lining cell となる(Fig.3.)。 

先にも述べたように、Pax ファミリー欠損マウスにおいて骨格異常が見られ

るマウスがいくらか見られるが、Pax ファミリーがそもそも骨芽細胞において

発現しているかどうかといった報告は皆無なことから、今回はまず始めにマウ

ス由来初代培養骨芽細胞を用いて Pax ファミリーの発現解析を行った。 

 

 

Fig.3. Schematic model of osteoblast differentiation. 
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2.2. 培養骨芽細胞における Pax ファミリーの

発現解析 

 

2.2.1. 方法 
 

2.2.1.1. マウス頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞の培養 

 

生後 2-6 日齢の C57BL/6J 系野生型(WT)新生仔マウスを断頭し、頭蓋骨皮膚

を剥離したのち、頭蓋骨前頭部を摘出して phosphate buffered saline (PBS)中

に回収した。頭蓋骨に付着した血球や髄膜をきれいに取り除いた後、PBS で洗

浄した。頭蓋骨を 4 mM EDTA を含む PBS 中で 10 分間反応させた。さらにこ

の操作を 2 回繰り返し、EDTA 溶液を PBS で完全に取り除いた。続いて頭蓋骨

を酵素溶液(0.2% collagenase を含むMEM )20 mL 中で 37 ºC、15 分間攪拌さ

せ細胞を分散後、細胞浮遊画分を吸引除去した。次いで、新しい酵素溶液 10 mL

を添加し 37 ºC で 10 分間攪拌後、細胞浮遊画分を 10 % FBS を含むMEM 中

に回収した。同様の攪拌操作をさらに 2 回繰り返し、それぞれの細胞浮遊画分

を回収した。回収画分を細胞ろ過用フィルターで濾過し、濾液を 250 g、5 分間

遠心分離後、得られた沈渣をMEM-10 % FBS で懸濁したのち、1.0104 

cells/cm2の密度で各プレートに播種した。細胞調製の翌日に、メディウムを 50 

g/mL ascorbic acid、5 mM -glycerophosphate を含む MEM-10 % FBS に

交換し、この時点を培養 0 日目とした。培養メディウムは 3 日おきに交換し、

最大 28 日目まで細胞を培養した(方法は Takahata Y et al ., 2011 に準じてい

る) (Fig.4.)。 

また、取り扱う実験動物に関しては、日本薬理学会実験動物倫理規定を順守

するとともに、金沢大学動物実験施設において独自に制定された金沢大学宝町

地区動物実験指針に則り実験計画を策定した。 
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Fig.4. Procedures for preparation of primary cultures of osteoblasts. 

 

2.2.1.2. Real-time quantitative RT-PCR 法 

 

2.2.1.2.1. 逆転写反応 

 

各日数培養した細胞を、GPBS を用いて 2 回洗浄した。その後 ISOGEN を用

いて細胞から total RNAを抽出した。細胞及び組織から抽出した total RNA 1 g

に対し、DNase (1 unit/L、Promega) 1 L、10×DNase buffer 1 L を加え、

全量が 10 L になるように DEPC water を加え、37 ºC で 20 分間反応させた。

その後 RQ1 DNase stop solution(Promega)を 1 L 加え反応を停止させた。続

いて Oligo (dT)18 Primer (50 M、sigma genosys) 1 L、10 mM dNTP mix 

(Takara Bio) 3.6 L、DEPC water 4.4 L を加え、65 ºC、5 分間加熱しすぐに

氷令した。そこに 5×First-Strand Buffer (invitrogen) 6 L、0.1 M DTT 

(invitrogen) 3 L、M-MLV Reverse Transcriptase (200 unit/L、invitrogen) 

0.5 L、DEPC water 0.5 L を加え、37 ºC、60 分間反応させた。続いて 70 ºC、

15 分間加熱することにより、逆転写酵素を失活させた。 
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2.2.1.2.2. Real-time PCR 法 

 

2.2.1.2.1.の方法で得られた cDNA を Real-time PCR に用いた。Real-time 

PCR 用プレ－ト (日本ジェネティクス; FG-1742)に THUNDERBIRDTM SYBR 

qPCRmix (TOYOBO より購入)を 5 L、滅菌精製水により 3 倍希釈した cDNA 

2.5 L、2.5 Mの sense primer及び antisense primer をそれぞれ 0.5 L 加え、

総量 10 L になるよう滅菌精製水を加えて 1 sample あたり duplicate で

Real-time PCR を行った。PCR 反応は MX3005P(Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA)を用いて行った。得られた Ct 値から内部標準 36b4 の Ct 値を

減じてCt を得て、Ct 法にて定量化し PCR 産物の量を算出した。用いた

Primer は Table.1. の通りである。 

 

Table.1. Primer (for Real-time PCR) 

Gene name Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3') 

Pax1 CCGCCTACGAATCGTGGAG CCCGCAGTTGCCTACTGATG 

Pax2 AAGCCCGGAGTGATTGGTG CAGGCGAACATAGTCGGGTT 

Pax3 TTTCACCTCAGGTAATGGGACT GAACGTCCAAGGCTTACTTTGT 

Pax4 GAGTACCCTGCTGTTTTTGCC ACTCGATTGATAGAGGACACACT 

Pax5 CCATCAGGACAGGACATGGAG GGCAAGTTCCACTATCCTTTGG 

Pax6 GCAGATGCAAAAGTCCAGGTG CAGGTTGCGAAGAACTCTGTTT 

Pax7 TCTCCAAGATTCTGTGCCGAT CGGGGTTCTCTCTCTTATACTCC 

Pax8 ATGCCTCACAACTCGATCAGA ACAATGCGTTGACGTACAACTT 

Pax9 AGTTTCGTCTCAGCATCCAGC ACCCATGTCCAGCCACATAAC 

Osteocalcin CTTGGTGCACACCTAGCAGA ACCTTATTGCCCTCCTGCTT 

α1(I)Collagen GCTCCTCTTAGGGGCCACT CCACGTCTCACCATTGGGG 

 

2.2.1.3. Western blotting 法 

 

培養した細胞を、冷 GPBS で 1 回洗浄後、冷 GPBS 中でセルスクレーパーを

用いて細胞を回収し、2000 g、5 分間遠心した。上清を除去し、沈殿に各種

phosphatase inhibitors (5 mM dithiothreithol (DTT)、10 mM sodium fluoride 

(NaF)、10 mM -glycerophosphoric acid (-GP))及び 1 g/mL の各種 protease 
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inhibitors ((p-amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride (APMSF)、leupeptin、

antipain、benzamidine)、そして 0.6% NP-40 を含む Buffer A(10 mM 

HEPES-NaOH(pH 7.9)、1 mM EDTA、1 mM EGTA、10 mM KCl) を加え、

ボルテックスして懸濁後、ソニケーター(Taitec 社、VP-5S)を用いて細胞を超音

波破砕し、12000 g 、5 分間遠心して上清を全細胞抽出液とした。全細胞抽出液

を、sodium dodecyl sulfate(SDS)処理液 (10% glycerol、2% SDS、0.01% 

bromphenol blue(BPB)、5% 2-Mercaptoethanol を含む 10 mM Tris-HCl 緩衝

溶液(pH6.8))と 4:1 の割合で混合し、これを 95℃で 10 分間煮沸し変性させ、使

用直前まで-20 ºC で凍結保存した。実験当日に凍結した標品を室温にて融解し、

Western blotting 法に用いた。各標品を 10% polyacrylamide gel (濃縮用ゲル濃

度 4.5%)を用いて室温で 2 時間電気泳動(15 mA/plate)後、あらかじめ 100% 

methanol で活性化処理を行ったタンパク質ブロッティング用 PVDF 膜に、30

分間ブロッティング(1.6 mA/cm2)を行った。ブロッティング終了後、膜を

TBST(137 mM NaCl 及び 0.05 % Tween 20 を含む 20 mM Tris-HCl buffer(pH 

7.5))で洗浄したのち、5% skim milk を含む TBST 中で 1 時間ブロッキングを行

った。この膜を 1% skim milk を含む TBST で適当濃度に希釈した 1 次抗体と 4 

ºC で約 16 時間反応させ、反応後 TBST で 10 分間 3 回洗浄した。次に、1% skim 

milk を含む TBST で希釈した peroxidase 標識 2 次抗体と室温で 1 時間反応さ

せ、反応後 TBST で 10 分間 3 回洗浄した。続いて、ECL 検出用試薬と反応さ

せたのち、化学発光を Light-Capture を用いて感光させ、抗体陽性タンパク質

を検出した。 
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2.2.2. 結果 
 

2.2.2.1. マウス初代培養骨芽細胞における Paxファミリー

遺伝子の発現 

 

 骨芽細胞における Pax ファミリーの発現を解析するために、マウス頭蓋骨由

来初代培養骨芽細胞を培養し、分化誘導開始後、培養 0、7、14、21、28 日目

において RNA を回収し Pax ファミリーを特異的に認識する primer を用いて

Real-time PCR を行った。 

 培養 7 日目における mRNA 発現を調べた結果、初代培養骨芽細胞において

Pax ファミリーのうち Pax3、Pax5、Pax9 の発現が認められたが、Pax1、Pax2、

Pax4、Pax6、Pax7、Pax8 のは認められなかった(Fig.5(A).)。また発現が認め

られた Pax3、Pax5、Pax9 の mRNA 発現プロファイルを培養 28 日目まで解析

した結果、Pax3 は培養日数の経過とともにその発現量は徐々に低下し

(Fig.5(C).)、Pax5 は逆に培養日数の経過とともにその発現が上昇することが確

認された(Fig.5(B).)。一方で Pax9 はどの培養日数においても一定の発現量を示

すことが確認された(Fig.5(D).)。この際、骨芽細胞の分化マーカー遺伝子である

Osteocalcin 及び(I)Collagen の mRNA 発現量も同時に解析したが、骨芽細胞

の培養日数の経過と共にその発現量の増加が認められたので、今回の初代培養

骨芽細胞は問題なく分化していることが確認できた(Fig.5(B).)。 

今回、初代培養骨芽細胞で mRNA 発現が認められた Pax3、Pax5、Pax9 の

うち、骨芽細胞の分化に伴い、その mRNA 発現の上昇が認められた Pax5 に今

後は特に着目することとした。 

分化誘導開始後培養 0、7、14、21、28 日目においてタンパク質を回収し、

western blotting 法により Pax5 タンパク質の発現を解析した。その結果、骨芽

細胞の分化に伴い Pax5 タンパク質の発現が上昇することが認められた。 
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Fig.5. Expression profiles of Pax family in primary osteoblasts. 
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2.3. 骨組織における Pax5 の発現解析 
 

2.3.1. 方法 

 

2.3.1.1. マウス脛骨組織切片作製 

 

妊娠 17.5 日目の C57BL/6J 系統 WT マウスを屠殺後、開腹し胎生 17.5 日齢

マウスを取り出した。取り出したマウスを断頭後、皮膚を剥離し脛骨を摘出し

た。摘出した脛骨は 10%中性緩衝ホルマリン溶液にて 24 時間固定した。その後

1 回 PBS で洗浄し、1 日おきに 70%エタノールを計 3 回交換した。その後、12

時間おきに 80%エタノール、90%エタノールに置換し、12 時間おきに 100%エ

タノールを計 2 回交換した。さらにその後キシレンに置換し脱水後パラフィン

にて組織包埋を行った。包埋した脛骨組織を、マイクロトームを用いて 5 m に

薄切しシランコーティングスライドガラスに乗せ、ホットプレート上でスライ

ドガラスを乾かし脛骨組織を完全に貼り付けた。組織を貼り付けたスライドガ

ラスをその後の染色に用いた。 

 

2.3.1.2. 免疫組織染色法(Immunohistochemistry) 

 

脛骨組織のパラフィン切片を、キシレンを用いて脱パラフィン処理を行いア

ルコール系列で水和(100%エタノールで 2 回、95%、80%、70%、蒸留水の順)

後、0.1M PBS で 5 分間洗浄した。次いで、切片を 0.3% hydrogen perioxide 

(H2O2)を含む methanol で 30 分間処理した後、0.1 M PBS で 5 分間、3 回洗浄

した。blocking reagent (3% normal gost serum、0.1% Triton X-100 を含む 0.1 

M PBS)で室温、1 時間反応させた後、抗 Pax5 抗体を 1 次抗体として、blocking 

reagent で適当な濃度に希釈し、4ºC で約 12-16 時間抗原抗体反応を行った。1

次抗体反応後、0.1 M PBS で 5 分間、3 回洗浄し、続いてこの切片を、ビオチ

ン標識した 2 次抗体（0.1 M PBS で希釈）と室温で 30 分間反応させた。反応後

の切片を 0.1 M  PBS で 5 分間 3 回洗浄した後、VECTASTAIN Elite ABC 

Reagent (Vector laboratories)で室温、1 時間反応させた。0.1 M PBS で 5 分間

3 回洗浄後、切片を 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)に 5 分間浸した。次いで、切片を

DAB 発色試薬[0.5 mg/mL 3,3’-diaminobenzidine(DAB)、0.01% H2O2を含む 50 
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mM Tris-HCl (pH 7.5)]と1~10分間反応させた後、50 mM Tris-HCl (pH 7.5) で

10 分間洗浄した。発色後の切片は蒸留水で洗浄後、アルコール系列で脱水しキ

シレンに置換し透徹を行い、エンテランニューを用いて封入した。 
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2.3.2. 結果 

  

2.3.2.1. マウス骨組織における Pax5 の発現 

 

 初代培養骨芽細胞において、mRNA 及びタンパク質レベルで Pax5 の発現が

認められたことから、マウス胎生期の骨組織における Pax5 の発現分布を調べる

ため抗 Pax5 抗体を使用して免疫組織化学的解析を行った。その結果海綿骨周囲

に付着した骨芽細胞において DAB染色での強いシグナルが観察された(Fig.6.)。 

 

 

Fig.6. Immunohistochemical analysis on tibial sections for Pax5. 
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2.4. 考察 

 

 本章において明らかとなったことは、①マウス初代培養骨芽細胞において

Pax3、Pax5、Pax9 の mRNA が発現していて、特に Pax5 は骨芽細胞の分化が

進むにつれその発現が上昇すること、②Pax5 タンパク質の発現が認められ、骨

芽細胞の分化が進むにつれその発現が上昇すること、③マウス骨組織において、

海綿骨周囲に存在する骨芽細胞で Pax5 のタンパク質発現が認められることで

ある。 

これまでに Pax5 と骨代謝に関しての報告としては既述の通り Pax5 全身欠損

マウスにおいて破骨細胞数の増加と骨量減少が見られるといったものがあるが、

骨芽細胞に関しては詳細な解析がなされていなかった。したがって Pax5 の発現

が in vitro 及び in vivo の両方において確認されたということが今回の実験結果

の目新しい点であると言うことができる。Pax3 や Pax6 に関しても初代培養骨

芽細胞において Pax5 とは異なる発現変動を示していることから、骨芽細胞にお

いて何らかの機能を有している可能性は考えられるが、今回の検討では Pax5 に

特に焦点を当てて、次章以降で骨芽細胞において機能的に発現しているかを検

討することとする。 
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Chapter 3  
 

Pax5 遺伝子ノックダウンを用いた骨芽細胞機

能解析 

 

3.1.  序文 

  

 第 2 章において初代培養骨芽細胞においては Pax ファミリーのうち Pax3、

Pax5、Pax9 の mRNA 発現が確認され、骨芽細胞の分化に応じて Pax5 のタン

パク質発現が上昇することも確認された。またマウス脛骨骨組織において Pax5

の免疫組織染色を行ったところ骨芽細胞においてその発現が認められるという

結果が得られた。 

Pax5自体は最初にBリンパ球で同定された遺伝子として知られている。Pax5

遺伝子は B-Cell lineage specific activator protein(BSAP)と呼ばれるタンパク

質をコードすることが知られており、造血幹細胞が pro-B 細胞、pre-B 細胞,、

未熟 B 細胞、成熟 B 細胞へと分化する際に必要であり、これらの細胞において

発現することが分かっている(Cobaleda C et al., 2007、Medvedovic ey al., 

2011)。Pax5 欠損 pro-B 細胞を用いた検討から、Pax5 欠損 pro-B 細胞はその後

の分化が起こらず、運命決定がなされない細胞となり、種々の刺激によりマク

ロファージやナチュラルキラー細胞へとミスリードされて分化してしまうこと

が分かった。また Pax5 欠損 pro-B 細胞は種々の細胞系列への運命決定に必要な

遺伝子を発現してしまうことから、Pax5 は pre-B 細胞への分化に必要な転写因

子以外の転写因子の発現を抑制することにより B 細胞系列への運命決定に重要

な役割を果たすということが報告されている(Nutt SL et al., 1999)。上述の通り

Pax5 は B リンパ球でその機能の詳細な解析が行われている遺伝子ではあるが、

造血系幹細胞の系列とは由来が異なる間葉系幹細胞由来の骨芽細胞においては

どのような機能を果たしているかは全く報告がない。 

 そこで本章ではまず、Pax5 siRNA を用いて内在性の Pax5 の発現を骨芽細胞

においてノックダウンした際に、ぞの分化にどのような影響が見られるのか、

更に詳細な解析を行った。マウス初代培養骨芽細胞は遺伝子導入が難しいこと

から、今後は遺伝子導入が簡便であり、骨芽細胞の細胞株として頻繁に用いら

れるマウス前骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞を用いて実験を行うこととした。 
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3.2. 方法 

 

3.2.1.  Reverse 法による MC3T3-E1 細胞への一過的

siRNA 導入と分化誘導条件での培養 

 

 Lipogectamine RNAiMAX を Opti-MEM 中に添加し、5 分間室温で放置した。

その後、導入する Pax5 siRNA を最終濃度 5 nM になるように Opti-MEM 中に

希釈し、Opti-MEM で希釈していた Lipofectamine RNAiMAX と混和後、20

分間静置した。この間に、MEM-10%FBS 中、1×105 cells/mL の密度で

MC3T3-E1 細胞の懸濁液を調整し、siRNA-Lipofectamine RNAiMAX 混合液と

細胞懸濁液を同時に 90 mm 細胞培養ディッシュに播種し、37℃、5% CO2条件

下で 24 時間培養した。その 24 時間後、細胞にトリプシン処理を施し、適当な

dish に播種した。翌日メディウムを 50 g/ml ascorbic acid、 5 mM 

-glycerophosphate を含むMEM-10% FBS へ交換し、この時点を培養 0 日目

とした。メディウムは 3 日おきに交換し、7 日間培養した(方法は Nakamura Y et 

al ., 2011 に準じている)。 

 なお、今回用いた Pax5 siRNA の塩基配列は以下の通りである。 

 

Pax5 siRNA #1 ACACUAUGCUGUACUGGAAGCUGG 

Pax5 siRNA #2 CCAGCUUCCAGUCACAGCAUAGUGU 

 

3.2.2. Real-time quantitative RT-PCR 法 

 

3.2.2.1. 逆転写反応 

 

2.2.1.2.1.の方法に準じて行った。 

 

3.2.2.2. Real-time PCR 法 
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2.2.1.2.2.の方法に準じて行った。用いたPrimerはTable.1.に加えTable.2. の

通りである。 

 

Table.2. Primer (for Real-time PCR) 

Gene name Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3') 

Osterix ATGGCGTCCTCTCTGCTTG TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT 

Runx2 CCAACCGAGTCATTTAAGGCT GCTCACGTCGCTCATCTTG 

Rankl TGTACTTTCGAGCGCAGATG CCACAATGTGTTGCAGTTCC 

Osteoprotegerin ACCCAGAAACTGGTCATCAGC CTGCAATACACACACTCATCACT 

 

3.2.3. Western blotting 法 

 

2.2.1.3.の方法に準じて行った。 

 

3.2.4. Alkaline phosphatase staining 

 

各日数培養した MC3T3-E1 細胞の培養メディウムを取り除き、GPBS で 2 回

洗浄後、4% paraformaldehyde で 15 分間固定した。固定後、細胞を超純水で 2

回洗浄し、0.1 M Tris-buffer (pH=9.5) (0.05 M MgCl2及び 0.1 M NaCl を含む) 

で 50 倍希釈した NBT/BCIP Stock Solution を添加し、軟骨細胞内のアルカリ

フォスファターゼ (ALP) と 37℃で 30 分間反応させた。染色後の細胞は超純水

で 2 回洗浄した後、30% glycerol solution で封入した。 

 

3.2.5. BrdU 取り込みによる細胞増殖 assay 

 

 MC3T3-E1細胞のBrdU取り込みは、Cell Proliferation BrdU ELISA Kitを用

いて測定した。詳細には、96 well plateに各細胞を1 ×104 cells/mLの濃度で最

終容積が100 μL/wellになるように3.2.1.に準じてsiRNA導入と同時に播種し、

37ºC、5% CO2条件下で48時間培養した。48時間培養後、100 μM BrdU標識溶

液を最終濃度が 10 μM になるように培養メディウム中に添加し、37ºC、5% 
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CO2条件下で2時間培養した。2時間後、標識メディウムを除去し、FixDenat溶

液を用いて室温で30分間固定した。固定液を除去した後、100 μL/wellの抗

BrdU-POD反応液を添加し、室温で90分間反応させた。抗体反応後、抗体溶液

をしっかり取り除き、洗浄液でwell内を3回洗浄した。洗浄液を除去後、100 

μL/wellの基質液を加え、適当な発色が得られるまで室温で反応させた。室温で

40分間反応後、405 nm (対照波長490 nm)の吸光度をマイクロプレートリーダ

ーで測定した。 

 

3.2.6. TUNEL 染色による細胞死 assay 

 

MC3T3-E1 細胞の細胞死評価は、In Situ Cell Death Detection kit を用いて

測定した。3.2.1.の方法に準じて培養した細胞から Medium を除去し、GPBS

で 2 回洗浄後、4% paraformaldehyde で室温、1 時間固定した。続いて、GPBS

で 1 回洗浄後、浸透化溶液(0.1% クエン酸ナトリウム)中で、氷上で 2 分間イン

キュベートした。GPBS で 2 回洗浄後、風乾した。その後、TUNEL 反応液を

適量加え、37℃、1 時間インキュベートした。その後 GPBS で 3 回洗浄後、蛍

光顕微鏡(KEYENCE)で観察した。 
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3.3.  結果 

 

3.3.1. MC3T3-E1 細胞への Pax5 siRNA 導入による解析 

 

 MC3T3-E1 細胞に 3.2.1.の方法により、Contol siRNA または、配列の異なる

2 種類の Pax5 siRNA#1 と#2 を導入した。siRNA 導入後に細胞を播き替え、分

化誘導を開始し、siRNA 導入後 72 時間の時点で Pax5 の mRNA の発現を 3.2.2.

の方法により Real-time PCR で、タンパク質の発現を 3.2.3.の方法により

Western blotting 法により検討した。その結果、Control siRNA 導入群に比べ、

Pax5 siRNA #1及び#2導入群のいずれにおいても明らかなPax5 mRNA発現の

有意な減少が認められた(Fig.7(A).)。また Pax5 タンパク質の発現は Control 

siRNA 導入群に比べ、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにおいてもその発

現の減少が観察された(Fig.7(B).)。 

 さらに骨芽細胞の分化の指標として用いられる ALP 染色を 3.2.4.の方法によ

り分化誘導開始後 7日目の時点で行ったところ、Control siRNA導入群に比べ、

Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにおいても明らかな ALP 陽性を示す青

紫色の染色強度の低下が観察された(Fig.7(C).)。 

 続いて、分化誘導開始後 7 日目の時点で RNA を回収し、骨芽細胞分化マーカ

ー遺伝子である Osteocalcin、(I)Collagen 及び転写制御因子である Osterix、

Runx2 の mRNA の発現を 3.2.2.の方法により Real-time PCR で解析したとこ

ろ、Control siRNA 導入群に比べ、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにお

いても Osteocalcin、(I)Collagen、Osterix の mRNA 発現の有意な減少が認め

られた(Fig.7(D).)。一方で、Control siRNA 導入群と比較して、Pax5 siRNA #1

及び#2 導入群のいずれにおいても骨芽細胞分化のマスターレギュレーターであ

る Runx2 においては、その発現に有意な変化は認められなかった(Fig.7(D).)。

また、分化誘導開始後 7 日目の時点でタンパク質を回収し Runx2 タンパク質の

発現を 3.2.3.の方法により Western blotting 法により検討した。その結果

Control siRNA 導入群と比較して、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにお

いても Runx2 発現量の変化は観察されなかった(Fig.7(E).)。 

 更に、骨吸収を担う破骨細胞の分化に影響を及ぼすことが知られている、骨

芽細胞が発現するサイトカインである Rankl 及び RANKL のデコイ受容体であ

る Osteoprotegerin(Opg)の mRNA 発現量に関しても解析した結果、Control 

siRNA 導入群と比較して、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにおいても

Rankl、Opg の発現に有意な変化は認められなかった(Fig.8.)。 
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Fig.7. Effect of Pax5 knocked down on osteoblast differentiation in MC3T3-E1 cells. 
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Fig.8. Effect of Pax5 knocked down on expression of molecules involved in osteoclast 

differentiation in MC3T3-E1 cells. 

 

3.3.2. MC3T3-E1 細胞への Pax5 siRNA 導入による細胞

増殖、細胞死への影響 

 

MC3T3-E1 細胞に 3.2.1.の方法により、Contol siRNA または、配列の異なる

2 種類の Pax5 siRNA#1 と#2 を導入した際の細胞増殖への影響を 3.2.5.の方法

により BrdU 取り込みを指標として解析を行った。その結果 Control siRNA 導

入群と比較して、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにおいても BrdU 取り

込み量に有意な変化は認めらなかった(Fig.9(A).)。 

また Pax5 siRNA 導入による細胞死への影響を 3.2.5.の方法により

transferase-mediated deoxyuridine triphosphate biotin nick end 

labeling(TUNEL)染色を指標として解析を行った。その結果 Control siRNA 導

入群と比較して、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにおいても全細胞数に

おける TUNEL 染色陽性の細胞数の割合に有意な変化は認められなかった

(Fig.9(B).)。 
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Fig.9. Effect of Pax5 knocked down on cell proliferation and viability in MC3T3-E1 cels. 
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3.4.  考察 

  

本章で明らかとなったことは骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞において Pax5 をノ

ックダウンすることにより①骨芽細胞分化が抑制されること、➁骨芽細胞分化

マーカー遺伝子 Osteocalcin、(I)Collagen 及び転写制御因子 Osterix の mRNA

発現が減少したこと、③Runx2 の mRNA 発現は変化しないこと、④破骨細胞

分化関連遺伝子 Rankl、Opg の mRNA 発現は変化しないこと、⑤細胞増殖と細

胞死には影響を及ぼさないことである。 

今回、Pax5 ノックダウンにより骨芽細胞の分化が抑制されたが、細胞増殖及

び細胞死に変化は認められなかった。このことから、Pax5 ノックダウンによる

骨芽細胞の分化抑制は、細胞増殖抑制や細胞死の惹起によって起こった現象で

はなく、Pax5 が骨芽細胞の分化成熟化の過程に影響を与えて起こった現象と推

察できる。 

また特に着目すべき点として、Pax5 ノックダウンにより骨芽細胞の分化は抑

制されるが、骨芽細胞分化のマスターレギュレーターである Runx2 の mRNA

及びタンパク質の発現には全く変化が見られなかったということである。この

ことから Pax5 は Runx2 とは異なる機構で骨芽細胞の分化を調節している可能

性が示唆される。一方で、Osteocalcin、(I)Collagen、Osterix の mRNA 発現

は Pax5 ノックダウンにより減少したことから、骨芽細胞分化抑制は、これらの

遺伝子の発現を Pax5 が調節することにより起こった可能性が考えられる。

Osterix は骨芽細胞分化に重要な転写因子として知られているが、実際に in 

vitro で培養骨芽細胞において Osterix をノックダウンすることにより骨芽細胞

分化が抑制されること(Zhu F et al., 2012)や、逆に Osterix 過剰発現により骨芽

細胞分化が促進するといった報告(Matsubara T et al., 2008、Shrivats AR et al., 

2014)があることから今回 Pax5 ノックダウンにより見られた骨芽細胞分化抑制

は Osterix の発現が減少したことに原因があるかもしれない。 

従って、次の検討として、Pax5 と骨芽細胞分化マーカー遺伝子、転写制御因

子がどのように関連するかを明らかにすることとした。
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Chapter 4  
 

骨芽細胞特異的分化マーカー遺伝子、転写制御

因子に対する Pax5 の影響 

 

4.1.  序文 

  

第 3 章において前骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞において Pax5 をノックダウン

した際に ALP 染色性の低下や、Osteocalcin、Osterix、(I)Collagen といった

骨芽細胞分化マーカー遺伝子、転写制御因子の mRNA 発現の有意な低下が認め

られたことから、Pax5 は骨芽細胞の分化を促進的に調節している可能性が示唆

された。本章ではどのようなメカニズムで Pax5 がこれらの分化マーカー遺伝子、

転写制御因子と関連しているのかを、Pax5 自体も転写制御因子であることに着

目し、遺伝子のプロモーター活性を中心に更に詳細な解析を行った。 

 

4.2.  方法 

 

4.2.1. Pax5 siRNA を用いた Reporter assay 

 

 MC3T3-E1 細胞をMEM-10%FBS 中、1×105 cells/mL で 24 well プレート

に播種した。その際に Lipofectamine 2000 を用いたリバース法により、siRNA(5 

pmol/well)及び各種骨芽細胞特異的分化マーカー遺伝子、転写制御因子のレポー

ターベクター(0.4 g/well)を同時にトランスフェクションした。トランスフェク

ション 24 時間後にMEM-10%FBS に交換し、その 48 時間後に Luciferase 活

性の測定を行った(方法は Nakamura Y et al ., 2011 に準じている)。 

 

4.2.2. Pax5 発現ベクターを用いた Reporter assay 
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MC3T3-E1 細胞をMEM-10%FBS 中 5×104 cells/mL の濃度で 24 well プレ

ートに播種し、37ºC、5 % CO2条件下で 24 時間培養後、トランスフェクション

に用いた。トランスフェクションでは導入するプラスミド DNA(Pax5 発現ベク

ター及び Osteicalcin あるいは Osterix レポーターベクター)を Opti-MEM で希

釈し、Plus reagent と混和後、5 分間室温で静置した。その後、Lipofectamine 

LTX と混和し、30 分間室温で静置した。前日に播種した細胞の培養液にプラス

ミド DNA-Lipofectamine 複合体を添加し、24 時間トランスフェクトした。そ

の後MEM-10%FBS に置換し、さらに 24 時間培養後に Luciferase 活性の測定

を行った(方法は Nakamura Y et al ., 2011 に準じている)。 

 

4.2.3. Reporter assay 

 

4.2.1.及び、4.2.2.に準じて遺伝子導入を行った細胞を、PBS で 2 回洗浄後、

Passive lysis buffer (Promega)を用いて回収し、測定まで -80 ℃で保存した。

ルシフェラーゼ活性は、Dual Luciferase reporter assay system (Promega) を

用いて測定した。アッセイシステムでは、遺伝子発現の測定値(ホタルルシフェ

ラーゼの値)を内部コントロール(-ガラクトシダーゼの値)で補正して定量した。 

 

4.2.4. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay 

 

4.2.4.1. マウス前骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞の培養 

 

MC3T3-E1 細胞を 10% FBS を含むMEM 中、1.0×104 cells/mL の密度で各

プレートに播種し、37 ºC、5% CO2条件下で培養した。数日後細胞がサブコン

フルエントになったことを確認後、メディウムを 50 g/ml ascorbic acid、5 mM 

-glycerophosphate を含むMEM-10% FBS へ交換し、この時点を培養 0 日目

とした。メディウムは 3 日おきに交換し、数日間培養した。 

 

4.2.4.2. ホルマリンによる細胞固定   

 

4.2.4.1. に準じて、細胞を培養した。分化誘導 7 日間培養した細胞の培地に 

1% formaldehyde を添加し、37 ℃、5% CO2 条件下にて 10 分間固定を行っ
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た。その後、1 g/mL protease inhibitors {(p-amidinophenyl) methanesulfonyl 

fluoride (APMSF), leupeptin, antipain, benzamidine}を加えた PBS で洗浄し

た後に回収し、得られた細胞を SDS Lysis Buffer [1% SDS, 10 mM EDTA, 50 

mM Tris-HCl (pH 8.1), 1 g/mL protease inhibitors]に可溶化させ、氷中で 10 

分間順化させた。その後、ソニケーターを用いて 10 秒間超音波処理を行った

後に 20 秒間氷中で静置し、合計 10 回超音波処理を行った。 

 

4.2.4.3. Immunoprecipitation 

 

得られたサンプルを ChIP Dilution buffer [0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 

1.2 mM EDTA (pH 8.0), 16.7 mM Tris-HCl (pH 8.1), 167 mM NaCl, 1 g/mL 

protease inhibitors]で 10 倍希釈した後、TE buffer [10 mM Tris-HCl (pH 8.1), 

1 mM EDTA (pH 8.0)]で 2 倍希釈した protein A agarose[1.5 mL beads with 

600 g sonicated salmon sperm DNA, 1.5 mg BSA, 4.5 mg recombinant 

protein A / 1.5 mL buffer; 10 mM EDTA, 0.05% sodium azide]を 75 L 加え、

4 ℃、30 分間反応させた。1500 rpm で 15 秒間、4 ℃で遠心を行った後、上

清を回収し抗Pax5抗体あるいはNormal mouse IgGを2 g 分加え、4 ℃で 24 

時間反応させた。翌日、60 L protein A agarose を加え、4 ℃で 1 時間反応

させた後、Low Salt buffer [0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM 

Tris-HCl (pH 8.1), 150 mM NaCl]、High Salt buffer [0.1% SDS, 1% Triton 

X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl (pH 8.1), 500 mM NaCl]、LiCl buffer 

[0.25 M LiCl, 1% NP 40, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl (pH 

8.1)]の順に各 Buffer で洗浄を行い、さらに TE buffer [10 mM Tris-HCl (pH 

8.1), 1 mM EDTA (pH 8.0)]で 2 回洗浄を行った。 

 

4.2.4.3. 固定の解除と DNA の回収 

 

 洗浄終了後、250 L の Elution buffer (10 mM DTT, 1% SDS, 0.1 M 

NaHCO3)を用い、常温、15 分で溶出した。遠心で上清を回収したのち、レジ

ンに再び 250  L Elution buffer を加えてもう一度繰り返した。得られた上清

に 5 M NaCl を 20 L 加え、65 ℃で 6 時間処理した。その後、0.5 M EDTA 

10 L、1 M Tris-HCl (pH 6.5) 4 L、10 mg/mL Proteinase K 2 L を加え、

45 ℃で 1 時間処理した。その後、phenol-chloroform 法により DNA を抽出

し、30 L の滅菌精製水で溶解し、使用時まで -20 ℃で保存した。なお、PCR 
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に用いたプライマーは Table.3. の通りである。それぞれの primer は(Fig.12.)

に示すOsteocalcin及びOsterixのプロモーター領域を認識するように設計され

た。 

 

Table.3. Primer (for ChIP assay) 

Fragments Forward primer (5'→3') Reverse primer (5'→3') 

Osteocalcin (a-b) GGCTCAGCAGTTAAGAGCCA AGCGCCTCAGGCTGCGATGA 

Osteocalcin (c-d) CCGAGCCCCCGCAGGTTTTT CTTGTGGTTGGTGGGGAAGA 

Osteocalcin (e-f) ATTACTGAACACTCCCTCCC TCTGACATGGCCCCAGACCT 

Osteocalcin (g-h) GGAGTGGTGGAGCAGCCCCT GCACCCTCCAGCATCCAGTA 

Osterix (a-b) ATACATATACATACATTCAC TGTGTGTATGTGTGAGTGTG 

Osterix (c-d) ACGCACACTGCCACCCTGAA CTCTGCTACCCACATGGGGA 

Osterix (e-f) GGCAGCCTCGGTGGTAGCAG TGGCTGTCCCGTCTCCTCTC 

Osterix (g-h) ATTGCCAGTAATCTTCAAGC GGAGAGAAGAAAAGGGGGTG 

Osterix (i-j) CATATTCCTGTTTCCCACCC GGGAGAGAAGAGATCTAAAG 
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4.3. 結果 

 

4.3.1. Pax5 siRNA に対する骨芽細胞分化マーカー遺伝子、

転写因子の転写活性への影響 

 

 MC3T3-E1 細胞に 4.2.1.の方法で Contol siRNA、Pax5 siRNA#1 または#2

と同時に Osteocalcin、Osterix、(I)Collagen、Runx2 のプロモーター領域全

長をコードする Lucifarase レポーターベクターを導入し、内在性 Pax5 遺伝子

をノックダウンした際の各種遺伝子の転写活性を測定した。その結果、Control 

siRNA 導入群に比べ、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のいずれにおいても

Osteocalcin、Osterix プロモーター転写活性の有意な減少が認められた(Fig.10.)。

一方で、Control siRNA 導入群と比較して、Pax5 siRNA #1 及び#2 導入群のい

ずれにおいても(I)Collagen、Runx2 プロモーターの転写活性に有意な変化は

認められなかった(Fig.10.)。 

 

 

Fig.10. Effect of Pax5 knocked down on promoter activities in MC3T3-E1 cells. 

 

4.3.2. Pax5 過剰発現に対する骨芽細胞分化マーカー遺伝

子、転写制御因子の転写活性への影響 
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 MC3T3-E1 細胞において Pax5 siRNA 導入時に Osteocalcin と Osterix の転

写活性が減少することが見いだされたので、これら 2 つの遺伝子に今後は特に

着目して更に解析を進めることとした。MC3T3-E1 細胞に 4.2.2.の方法で

Empty vector(EV)、Pax5 遺伝子全長をコードする発現ベクターあるいは Pax5

遺伝子内の遺伝子結合領域であるペアードドメイン領域を欠損させた Pax5 

delta PD 発現ベクターと同時に Osteocalcin あるいは Osterix の Luciferase レ

ポーターベクターを導入し、Osteocalcin と Osterix プロモーターの転写活性を

測定した。その結果、EV 導入群に比べ、Pax5 発現ベクター導入群において

Osteocalcin 及び Osterix の転写活性の有意な上昇が認められた。一方、EV 導

入群と比較して、Pax5 delta PD 発現ベクター導入群では転写活性の有意な上昇

は認められなかった(Fig.11.)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.11. Effect of Pax5 on promoter activities of osteocalcin and osterix. 

 

4.3.3. in silico 解析を用いた骨芽細胞分化マーカー遺伝

子、転写制御因子プロモーター領域への Pax5 結合部位の探

索 

 

 MC3T3-E1 細胞において Pax5 ノックダウン及び過剰発現系を用いた実験に

より Osteocalcin と Osterix の転写活性が Pax5 により正に制御されている可能

性が示唆されたので、in silico 解析を用いて Osteocalcin と Osterix のプロモー

ター領域に Pax5 結合配列が存在する可能性があるのかを探索した。Web 上の
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遺伝子 database である VISTA tools(http://genome.lbl.gov/vista/imdex.shtml) 

を用いて解析を行った結果、(Fig.12.)に模式的に示すように Osteocalcin 及び

Osterix プロモーター上の黒い太線の箇所に putative Pax5 binding site が存在

する可能性が示唆された。一方で Runx2 プロモーター上には putative Pax5 

binding site は存在しないことが明らかとなった(data not shown)。 

 

 

Fig.12. Putative Pax5 binding sites on mouse osteocalcin and osterix promoter. 

 

4.3.4. deletion construct レポーターベクターを用いた転

写活性の解析 

 

 続いて、Osteocalcin 及び Osterix プロモーター全長を徐々に短くした

deletion construct レポーターベクターを作製した。Osteocalcin に関しては 4

種類(転写開始点上流-1316 bp~、-657 bp~、-147 bp~、-34 bp~)、Osterix に関

しては 5 種類(転写開始点上流-1269 bp~、-665 bp~、-471 bp~、-304 bp~、-121 

bp~)作製した。MC3T3-E1 細胞に 4.2.2.の方法で EV あるいは Pax5 遺伝子全長

をコードする発現ベクターと同時に、作製した Osteocalcin 及び Osterix の

deletion construct レポーターベクターを導入し転写活性を測定した。その結果、

Osteocalcin に関しては EV 導入群に比べ、Pax5 発現ベクター導入群において

転写開始点上流-1316 bp~と-657 bp~の Osteocalcin deletion construct レポー

ターベクターを導入した際に転写活性の有意な上昇がみとめられたが、転写開

始点上流-147 bp~と-34 bp~のベクターを導入した際には有意な変化は認められ

なかった。Osterix に関しては、EV 導入群に比べ、Pax5 発現ベクター導入群

においてどの Osterix deletion construct レポーターベクターを導入した際で

も転写活性の有意な上昇が認められたが、短くなるにつれ転写活性は減弱して

いくことが明らかとなった。実際、Pax5 発現ベクター導入群において転写開始

点上流-665 bp~と-471 bp~間では転写活性の有意な減少が認められ、また転写
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開始点上流-304 bp~と-121 bp~間でも転写活性の有意な減少が認められた

(Fig.13.)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.13. Promoter activities of osteocalcin or osterix with deleted reporter constructs. 

 

4.3.5. ChIP assay 

 

 4.2.4.の方法で ChIP assay を行った。その結果 Osteocalcin では(Fig.12.)で示

すような Pax5 putative binding site 1、2、3 を挟むように設計した c-d 領域と

e-f 領域を増幅するような primer によりシグナルが検出された。Osterix では

(Fig.12.)で示すような Pax5 putative binding site 5、6、7、8 を挟むように設

計した e-f 領域、g-h 領域そして i-j 領域を増幅するような primer によりシグナ

ルが検出された。しかしながら、Pax5 putative binding site 1、2、3、4 を挟

むように設計した c-d 領域と e-f 領域を増幅するような primer ではシグナルは

検出できなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.14. ChIP assay. 
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4.4. 考察 

  

本章で明らかとなったことは骨芽細胞において①Pax5 をノックダウンする

ことにより Osteocalcin、Osterix の転写活性が低下したこと、②Pax5 過剰発現

によりOsteocalcin、Osterixの転写活性が上昇し、その転写活性の上昇にはPax5

分子内のペアードドメインが関与すること、③in silico 解析により Osteocalcin、

Osterix 遺伝子のプロモーター上に Pax5 結合サイトの存在が示唆されたこと、

④ChIP assayにより実際にOsteocalcinとOsterixのプロモーター上へのPax5

の結合が確認されたことである。 

Pax ファミリータンパク質は分子内のペアードドメインと他のモチーフ部位

を用いて他のタンパク質と相互作用を行い、転写活性を制御していることが知

られている(Fitzsimmons D et al., 1996、Eberhard D et al., 2000、He T et al., 

2011)。Pax5 においても実際に相互作用するタンパク質に関していくらか報告

が あ り 、 Pax5 ペ ア ー ド ド メ イ ン は 、 Acute myeloid 

leukemia-1(AML1=Cbfa2/Runx1)の runt-DNA 結合ドメインと相互作用して。

B 細胞特異的 B リンパ球キナーゼ(BLK)プロモーターの転写活性を協調的に促

進する作用がある(Libermann TA et al., 1999)。 

第 3 章において Pax5ノックダウンによりOsteocalcin、Osterix、(I)Collagen

の mRNA 発現の減少が認められたが、今回の検討でプロモーター活性の抑制が

認められたのは Osteocalcin と Osterix のみであったため、Pax5 は Osteocalcin

と Osterix の転写活性を直接的、あるいは間接的に制御している可能性が示唆さ

れた。(I)Collagen に関しては Pax5 ノックダウンにより転写活性の変化は認め

られなかったが、mRNA 発現量は減少していた。このことから、(I)Collagen

は Pax5 に間接的に転写を調節されていると考えられる。したがって Pax5 ノッ

クダウンによる(I)Collagen の mRNA 発現の減少は Osterix 等の発現の減少を

介した 2 次的な作用による可能性が示唆される。また Pax5 発現ベクターと、ペ

アードドメインを欠損したPax5発現ベクターを用いた実験により、Osteocalcin

とOsterixの転写活性がPax5発現ベクター導入時のみ顕著に上昇したという結

果は、Pax5 はペアードドメイン部分を介して Osteocalcin と Osterix のプロモ

ーターに結合し、直接各遺伝子の転写活性を調節する可能性があること示唆し

ている。そしてこの仮説は in silico 解析による Osteocalcin と Osterix 遺伝子プ

ロモーター上に Pax5 putative binding site が想定され、そこから設計した

primer を用いた ChIP assay での結果から、正しいと言えることができる。

Osteocalcin プロモーターの in silico 解析では Pax5 putative binding site が 3

ヶ所存在し、この予測は deletion construct プロモーターベクターの実験結果と
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ChIP assay の結果と完全に一致している。Osterix プロモーターの in silico 解

析では Pax5 putative binding site が 8 ヶ所存在したが、deletion construct プ

ロモーターベクターの実験結果と ChIP assay の結果から模式図 1、2、3、4 の

部分では Pax5 の結合は実際には認められず、模式図 5、6、7、8 の部分で Pax5

の結合が認められた。このように in silico 解析の結果と実際に転写因子が結合

するかどうかは ChIP assay 等で確かめないと分からないことではあるが、いず

れにせよ、Pax5 は Osteocalcin と Osterix プロモーター上に結合しその転写を

直接制御することが明らかとなった。 

 また前述で Pax5 は AML1=Cbfa2/Runx1 と相互作用しているが、骨芽細胞分

化のマスターレギュレーターであるRunx2も runt-DNA結合ドメインを有して

おり、他のタンパク質と相互作用することが知られている(Wastendorf JJ et al., 

2006)。このため、Pax5 と Runx2 の相互作用に関しても検討を行った。しかし

ながら、MC3T3-E1 細胞あるいは遺伝子導入が簡便なためよく用いられる

HEK293 細胞において Pax5 発現ベクターあるいは Runx2 発現ベクターを用い

て、本章で行った同様な手法で解析を行ったが、Pax5 と Runx2 が相互作用を

示すといった結果は得られなかった(data not shown)。 

 以上の結果を考え合わせると、Pax5 は Runx2 非依存的に Osteocalcin と

Osterix の転写活性を介して骨芽細胞分化を促進する可能性が示唆された。 
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Chapter 5  
 

Pax5 安定発現細胞株を用いた解析 

 

5.1.  序文 

  

前章の結果から Pax5 は骨芽細胞特異的分化マーカー遺伝子である

Osteocalcin 及び転写制御因子である Osterix のプロモーターに結合しこれら遺

伝子の転写を直接正に制御して、骨芽細胞分化成熟化を促進的に調節する可能

性が示唆された。本章においては前章までの Pax5 が骨芽細胞を促進的に調節す

るといった仮説を更に裏付けるために、Pax5 安定発現細胞株を作製し、骨芽細

胞分化過程へ Pax5 が及ぼす影響のより詳細な解析を行った。 

 

5.2.  方法 

 

5.2.1. Pax5 安定発現細胞株の作製 

 

MC3T3-E1 細胞を、MEM-10%FBS 中 5.0×104 cells/mL の密度で 3.5 mm

シャーレに播種し、37℃、5% CO2 条件下で 24 時間培養した。2 g/well の

pcDNA3.1-neo Pax5、及びコントロールとしてpcDNA3.1-neoをLipofectamine 

LTX によりトランスフェクションした。トランスフェクション 24 時間後、細胞

を 90 mm シャーレに継代し、37℃、5% CO2条件下で培養を行った。その際に

600 g/mL で G418 をメディウム中に転嫁し、2 日間おきに G418 を含む新し

いメディウムに交換して 2 週間培養してネオマイシン耐性遺伝子を発現する細

胞を選別した。その後、単一細胞からなるコロニーをピックアップして 24 well 

dish に播種し、徐々にスケールアップを行い 2~5 回までの継代数のものを、以

降の実験に用いた(Fig.15.)。 
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Fig.15. Procedures of Pax5 stable cell line. 

 

5.2.2. Pax5 安定発現細胞株の培養 

 

ピックアップにより得た Pax5 安定発現細胞株群を 4.2.4.1.に準じて培養を行

い、最大 28 日間培養を行った(Fig.15.)。 

 

5.2.3.  Real-time quantitative RT-PCR 法 

 

5.2.3.1. 逆転写反応 

 

2.2.1.2.1.の方法に準じて行った。 

 

5.2.3.2. Real-timePCR 法 

 

2.2.1.2.2.の方法に準じて行った。 
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5.2.4. ALP 活性の測定 

 

24 well プレートで培養した細胞を、GPBS で 2 回洗浄したのち、Lysis buffer 

[0.1 M Tris-HCl (pH7.5)、0.1% Triton X-100] 200 L 中で細胞を超音波破砕し

た 。 細 胞 破 砕 後 の 細 胞 溶 解 液 10 L と Assay buffer (0.05 M 

2-amino-2-methyl-1-propanol、10 mM p-nitorophenylphosphoric acid、2 mM 

MgCl2) 200 L を混合し、37ºC で 30 分間反応させた。反応後、直ちに 405 nm

の吸光度を測定した。また、細胞破砕液の蛋白量を protein assay reagent 

(Bio-Rad 社)を用いて測定し、 蛋白量及び反応時間あたりの活性を求めた(方法

は Hinoi E et al ., 2006 に準じている)。 

 

5.2.5. Ca2+蓄積量の測定 

 

24 well プレートで培養した細胞を、PBS で 2 回洗浄した後、Lysis buffer [0.1 

M Tris-HCl (pH 7.5); 0.1 % Triton X-100]で超音波破砕した。細胞溶解液に最終

濃度 2 M になるように HCl を加え、4℃で 16-24 時間静置し、Ca2+を遊離させ

た。細胞溶解液を 20,000 g で 5 分間遠心した後、得られた上清中の Ca2+量を

Calcium C Test Wako を用いて測定した(方法は Hinoi E et al ., 2006 に準じて

いる)。 

 

5.2.5. 細胞の von Kossa 染色 

 

各日数培養した MC3T3-E1 細胞の培養メディウムを取り除き、GPBS で 2 回

洗浄後、4% paraformaldehyde で 15 分間固定した。固定後、細胞を超純水で 2

回洗浄し、1% AgNO3溶液、sodafomal 溶液、5% sodium thiosulfate 溶液、von 

Gieson 溶液の順に各 1 分間室温で反応させた。それぞれの溶液に置換する際に

は超純水で 2 回洗浄した。染色後の細胞は超純水で 2 回洗浄した後、室温で乾

燥後、顕微鏡で観察した。 

 

5.2.6. Western blotting 法 

 

 2.2.1.3.の方法に準じて行った。 
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5.3. 結果 

 

5.3.1. Pax5 安定発現細胞株の作製 

 

 MC3T3-E1 細胞を用いて、Pax5 を安定発現させた細胞株を作製し、骨芽細胞

分化に与える Pax5 発現の影響を検討した。5.2.1.の方法により Pax5 安定発現

細胞株をクローニングし、5.2.3.の方法で Real-time PCR 法により Pax5 の

mRNA 発現量を解析した。その結果、Pax5 安定発現細胞株(MC3T3-E1-Pax5)

における Pax5 mRNA の発現量は、EV を用いて同様の操作を行って得た細胞

株(MC3T3-E1-EV)と比べると、MC3T3-E1-Pax5 Clone #1 では約 7 倍、Clone 

#2 では約 5 倍の有意な発現上昇が認められた(Fig.16.)。したがってこれら細胞

株 MC3T3-E1-Pax5 Clone #1、#2 は Pax5 を過剰に発現することが確認された

ので、この 2 つの細胞株を以降の実験、解析に用いることとした。 

 

 

Fig.16. Characterization of Pax5 stable cell line. 

 

5.3.2. Pax5 安定発現細胞株における骨芽細胞分化マーカ

ーの変動解析 

 

 Pax5 の骨芽細胞分化マーカーへの影響を検討するため Control として用いた

MC3T3-E1-EV 及び MC3T3-E1-Pax5 #1、#2 を 5.2.2.の方法で分化誘導開始後、

最大 28 日間培養し、7、14、21、28 日目において 5.2.4.の方法で ALP 活性を、
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5.2.5.の方法で細胞内 Ca2+蓄積量の解析を行った。その結果、骨芽細胞の分化に

応じて活性が高くなっていくことが知られている ALP 活性に関しては、

MC3T3-E1-EV に比べ、MC3T3-E1-Pax5 #1、#2 では 7、14、21、28 日目の

どの日数においてもその活性の有意な上昇が認められた(Fig.17(A).)。また骨芽

細胞分化後期で増加する細胞内 Ca2+蓄積量に関しては、分化初期である分化誘

導開始後培養 7、14 日目において MC3T3-E1-EV では検出は認められなかった

が MC3T3-E1-Pax5 #1、#2 いずれにおいても検出は認められた。また分化誘導

開始後培養 14、21 日目において MC3T3-E1-EV と比べ MC3T3-E1-Pax5 #1、

#2 では細胞内 Ca2+蓄積量の有意な増加が認められた(Fig.17(B).)。さらに、分化

誘導開始後培養 21 日目において、5.2.5 の方法で von Kossa 染色を行い骨芽細

胞の石灰化解析を行った結果、MC3T3-E1-EV と比べ MC3T3-E1-Pax5 #1 では

黒褐色で示される骨芽細胞石灰化部位の顕著な増加が観察された(Fig.17(C).)。

#2 においても黒褐色で示される骨芽細胞石灰化部位の顕著な増加が観察された

(data not shown)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.17. Effect of Pax5 overexpression on osteoblast differentiation in MC3T3-E1 cells. 
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5.3.3. Pax5 安定発現細胞株における骨芽細胞分化マーカ

ー遺伝子、転写制御因子の発現解析 

 

 Pax5 の骨芽細胞分化マーカーへの影響を検討するため Control として用い

た MC3T3-E1-EV 及び MC3T3-E1-Pax5 #1、#2 を 5.2.2.の方法で分化誘導開始

後、最大 28 日間培養し、7、14、21、28 日目において mRNA を回収し、5.2.3.

の方法で骨芽細胞分化マーカー遺伝子 Osteocalcin、(I)Collagen を、転写制御

因子である Osterix、Runx2 の mRNA 発現量の解析を行った。その結果、

Osteocalcin、Osterixに関してはMC3T3-E1-EVと比べ分化誘導開始後培養 7、

14、21、28 日目いずれの日数においても MC3T3-E1-Pax5 #1、#2 どちらとも

mRNA 発現量の有意な上昇が認められた(Fig.18(A),(B).)。(I)Collagen に関し

ては MC3T3-E1-EV と比べ分化誘導開始後培養 14、21、28 日目において

MC3T3-E1-Pax5 #1、#2 どちらにおいても mRNA 発現量の有意な上昇が認め

られた(Fig.18(C).)。一方、Runx2 に関しては MC3T3-E1-EV と比べ分化誘導開

始後培養 7、14、21、28 日目いずれの日数においても MC3T3-E1-Pax5 #1、#2

どちらにおいても mRNA 発現量の有意な変化は認められなかった(Fig.18(D).)。

また、培養 7 日目においてタンパク質を回収し、5.2.6.の方法で western blotting

法により Runx2 タンパク質の発現を解析した。その結果、MC3T3-E1-EV と比

べ MC3T3-E1-Pax5 ではその発現に有意な変化は認められなかった

(Fig.18.(E).)。 
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Fig.18. Effect of Pax5 overexpression on expression of osteoblastic marker genes in 

MC3T3-E1 cells. 
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5.4. 考察 

 

 本章では Pax5 を MC3T3-E1 細胞で過剰発現させることで、骨芽細胞分化成

熟化にどのような影響が見られるかを解析した。その結果、明らかとなったこ

とは Pax5 安定発現細胞株 MC3T3-E1 細胞では①骨芽細胞の分化が促進するこ

と、②骨芽細胞分化マーカー遺伝子 Osteocalcin、(I)Collagen、転写制御因子

Osterix の mRNA 発現が著明に上昇すること、③Runx2 の mRNA 発現及びタ

ンパク質発現は変化しないことである。 

 第 3 章では siRNA により一過性の Pax5 遺伝子ノックダウンの影響を解析し

たが、今回は安定発現細胞株を作製することにより長期間にわたって骨芽細胞

の分化成熟化に Pax5 過剰発現がどのような影響を与えるか解析することがで

きた。Pax5 ノックダウンの実験では培養 7 日目までといった短期間でしか骨芽

細胞の分化過程を観察できなかったが、安定発現細胞株では培養最大 28 日間と

骨芽細胞の後期分化過程までの実験系を用いることができた。そして、Pax5 ノ

ックダウン時に見られた骨芽細胞分化抑制及び各種遺伝子発現の減少とは、逆

の結果を過剰発現系の実験により概ね得ることができた。 

以上、第 2、3、4、5 章の in vitro における実験結果を考え合わせると、Pax5

は骨芽細胞に機能的に発現しており、骨芽細胞分化成熟化を促進的に調節して

いる可能性が考えられる。また、その直接的な要因としては、特に骨芽細胞分

化マーカー遺伝子である Osteocalcin、転写因子である Osterix のプロモーター

に Pax5 が直接結合することにより転写活性を正に制御していることだと考え

られる。 
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Chapter 6  
 

骨芽細胞特異的 Pax5 トランスジェニックマウ

スの作製と骨表現型解析 

 

6.1. 序文 

 

 3、4、5章においてPax5が骨芽細胞の分化成熟化を促進的に調節することが、

骨芽細胞を用いた in vitro における Pax5 ノックダウン解析、Pax5 の各種遺伝

子へのプロモーター結合解析、Pax5 過剰発現細胞の解析により明らかとなった。

そこで本章ではこの in vitro において得られた結果が生体レベルで見られるの

かを検討するために骨芽細胞特異的 Pax5 トランスジェニックマウスを作製し、

その骨表現型解析を in vivo での手法を用いて行った。 

 

6.2. 方法 

 

6.2.1. Pax5 トランスジェニック(Tg)マウスの作製 

 

 2.3 kb のマウス1(I)Collagen プロモーターを含む Pax5 cDNAをコードする

プラスミドベクターを作製し、C57BL/6J WT マウスに pronuclear injection 法

を用いて導入し、骨芽細胞特異的 Pax5 トランスジェニックマウス(以下、Pax5 

Tg マウス)を作製した。得られた雄性キメラマウスを雌性 C57BL/6J マウスと交

配させることにより Pax5(+/+)(=Wild type)、Pax5(Tg/+)(=Hemi)各遺伝子型の

マウスを得た。 

作製されたマウスの遺伝子型は sense primer KZD71#1-cDNA-F2:TCCAGT 

CACAGCATAGTGTCTACAG 及 び anti sense Primer 

KZD71#1-cDNA-R2:GTAGGGACTTCCAGAAAATTCACTC を用いた PCR 解

析により決定した。得られたマウスは 3-4 週令の時点で雌雄を分けて離乳を行

い、解剖日まで食餌及び水を自由に摂取できるように飼育した。また、取り扱

う実験動物に関しては、日本薬理学会実験動物倫理規定を順守するとともに、
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金沢大学動物実験施設において独自に制定された金沢大学宝町地区動物実験指

針に則り実験計画を策定した。 

 

6.2.2. RT-PCR 法 

 

6.2.2.1. 逆転写反応 

 

 作製した Pax5(Tg/+)マウスを 8 週齢の時点で解剖し、脛骨、脳、白色脂肪、

肝臓などの各種組織を摘出しこれら組織を ISOGEN中に入れてホモジェナイザ

ーを用いてホモジェナイズした。脛骨に関してはハンマーで破砕を行ってから

ホモジェナイズした。これにより組織から RNA を回収した。また、マウス頭蓋

骨由来初代培養骨芽細胞及び、マウス骨髄由来初代培養破骨細胞の培養を行い、

ISOGEN を用いて RNA を回収した。以降の実験は 2.2.1.2.1.に準じて行った。 

 

6.2.2.2. PCR 法 

 

逆転写反応により得られた complementary DNA (cDNA)はそのまま PCR 法

に用いた。PCR 反応は、PCR 用チューブに 10×Buffer (500 mM KCl、15 mM 

MgCl2を含む100 mM Tris-HCl〔pH 8.3〕緩衝液、Takara) 2.5 μL、2.5 mM dNTP 

mix 2 μL、cDNA 1 μL、10 μM の sense primer 及び antisense primer をそれ

ぞれ 1 μL、5 unit/μL Recombinant Taq DNA ポリメラーゼ 0.125 μL 加えて総

量 25 μL になるよう超純水を加えて PCR を行った。PCR 産物は 1.5％ 

Agarose/TBE ゲルで電気泳動を行い、エチジウムブロマイドにより染色し、UV

で DNA を検出した。 

 

6.2.3. カルセイン投与 

 

 骨を摘出する4日前から48時間の投与間隔で2回、カルセイン (2.5 mg/mL)

を 200 L/mouse 腹腔内投与し、骨標識を行った。 
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6.2.4. 脊椎と脛骨切片の作製 

 

 生後 8 週令の時点で WT 及び Pax5 Tg マウスを解剖し、脊椎と脛骨を摘出

し、10%ホルマリンで固定した後、70%エタノール、80%エタノール、95%エタ

ノール、及び 100%エタノールで 2 回脱水し、浸潤溶液に 2 日間浸し Methyl 

Methacrylate Monomer (MMA) 樹脂で包埋した。マイクロトームを用いて厚さ

7 M の切片を作製し、スライドグラスに貼り付けた。これらの切片をプレスし

2 日間 50 度の恒温槽で、その後 2 日間室温に静置し乾燥させた後、染色に使用

した。 

 

6.2.5. von Kossa 染色 

 

1-Acetoxy-2-methoxyethane (AME)中で作製した切片の MMA 樹脂を除去し、

アルコール系列で水和後（100%エタノールで 2 回、95%、80%、70%、蒸留水

の順）1% AgNO3水溶液に 1 分間反応させた。スライドガラスを蒸留水で 1 回

洗浄し、Sodaformol 水溶液に 1 分間反応させた。その後、蒸留水で 1 回洗浄し、

5% sodium thiosulfate 水溶液に 1 分間浸けた。蒸留水で 1 回洗浄後、von Gieson

液に 1 分間反応させた。蒸留水で 2 回洗浄後、アルコール系列で脱水(70%エタ

ノール、80%、95%、100%で 2 回)し、キシレンに置換して有機溶媒系封入剤エ

ンテランニューを用いて封入した。 

 

6.2.6. Toluidine blue 染色 

 

AME 中で作製した切片の MMA 樹脂を除去し、アルコール系列で水和後、

0.01%トルイジンブルー溶液に 20 秒反応させた。蒸留水で洗浄後、アルコール

系列で脱水しキシレンに置換してエンテランニューを用いて封入した。 

 

6.2.7. TRAP 染色 

 

AME 中で作製した切片の MMA 樹脂を除去し、アルコール系列で水和後、

37℃で温めた 100 mL の Stock Basic Incubation Medium に 37℃で 30 分浸し

た。30 分後、Naphthol AS-BI Phosphate Substrate を 1 mL 混ぜ、さらに 37℃
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で 30 分浸した。Sodium Nitrite に Pararosaniline Dye を加えた液を常温の新

しい Stock Basic Incubation Medium に混ぜ、切片を 60～90 分間反応させた。

蒸留水で洗浄後、Carrazi’s hematoxylin で 1 分間反応させ、再度蒸留水で洗浄

し、50％グリセロール in TE で封入した。 

 

6.2.8. 骨形態計測  

 

Image J を用いて von Kossa 染色後の切片で単位骨量(組織全体の体積に占め

る骨梁全体の体積、Bone volume / Tissue volume : BV/TV)を計測した。 

Osteomeasure を用いて切片のカルセイン標識した 2 重ラベルの間隔から骨形

成率(単位骨梁面あたりの骨形成速度、Bone formation rate / Bone surface : 

BFR/BS)を計測した。また、7 M の切片で破骨細胞面(骨梁表面全体における

破骨細胞が付着している面の割合、Osteoclast surface / Bone surface : 

Oc.S/BS)、Toluidine blue 染色後の 4 M の切片で骨芽細胞数(単位骨梁周囲長

当たりの骨芽細胞数、Osteoblast number / Bone perimeter : N.Ob/B.Pm)を計

測した(方法は Kajimura D et al ., 2011、Parfitt AM et al., 1987 に準じている)。 

 

6.2.9. TRAP 染色 

 

所定の日数培養した細胞を PBS で洗浄した後、細胞を固定するために 4% 

paraformaldehyde で 10 分間、室温に静置した。固定液を除去後、PBS で洗浄

し EtOH : acetone = 1 : 1 の液に浸した後、溶液を除去し完全に風乾した。用時

調製した TRAP 染色溶液 (50 mM Acetate buffer [pH 5.0], 0.22 mM Naphthol 

AS-MX phosphate, 1.33 mM Fast red violet LBsalt, 0.11 M N,N-dimethyl 

formamide) を添加し、37 ºC で 5~10 分反応させた。染色され十分に赤紫色に

なったら、TRAP 染色液を除去し超純水で洗い PBS に置換後、顕微鏡下で観察

した。 
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6.3. 結果 

 

6.3.1. 骨芽細胞特異的 Pax5 Tg マウスの作製 

 

 6.2.1.の方法で得た Pax5 Tg マウスのうち同腹で生まれた WT と#10 及び#18

のマウスから DNA を回収し Southern blotting を行い、Pax5 トランスジェニ

ックマウスが正しく創出できているかの確認を行った。その結果、WT と比較し

て#10、#18 のマウスにおいて transgene の位置で強いシグナルが観察され、

更に endogenous の位置においても強いシグナルが観察された(Fig.19(B).)。更

に、6.2.2.の方法で Pax5 トランスジェニックマウスの脛骨、脳、脂肪、肝臓と

いった組織から RNA を回収し Pax5 transgene の発現を解析した。また Pax5

トランスジェニックマウス由来初代培養骨芽細胞及び、初代培養破骨細胞にお

いても RNA を回収し Pax5 transgene の発現を解析した。その結果、脛骨組織、

及び初代培養骨芽細胞においてのみ transgene のシグナルが観察された

(Fig.19(C).)。しかしながら初代培養破骨細胞、脳、脂肪、肝臓においては

transgene のシグナルは観察されなかった(Fig.19(C).)。このことから骨芽細胞

特異的 Pax5 トランスジェニックマウスは正しく創出できていることが確認で

きた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.19. Generation of Pax5 transgenic mice. 

 

6.3.2. Pax5 Tg マウスの骨表現型解析 

 

 Pax5 が生体レベルで骨組織において何らかの働きを行っているかを解析する
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目的で、8 週齢の雄性 WT と Pax5 Tg マウスの表現型解析を行った。外観にお

いては特に WT と Pax5 Tg マウスに明らかな差は認められなかった(data not 

shown)。また解剖時に体重と体長の測定を行ったが WT と Pax5 Tg マウスに明

らかな差は認められなかった(data not shown)。続いて脊椎を摘出し 6.2.4.の方

法により骨切片を作製することにより、骨表現型の解析を行った。作製した切

片を 6.2.5.の方法により von Kossa 染色で石灰化部位を黒色に染色し骨量

(BV/TV)測定を行った。その結果、WT マウスに比べ Pax5 Tg マウスでは von 

Kossa 染色により黒色で染まる脊椎組織内カルシウム沈着部位の明らかな増加

が観察された(Fig.20(A).)。脊椎骨量を測定したところ WT マウスに比べ Pax5 

Tg マウスでは BV/TV の有意な上昇が認められた(Fig.20(B).)。また同様に WT

と Pax5 Tg マウスの脛骨を摘出し、切片を作製し von Kossa 染色で石灰化部位

を黒色に染色し骨量(BV/TV)測定を行った。その結果、von Kossa 染色により黒

色で染まる脛骨組織内カルシウム沈着部位の明らかな増加が観察された

(Fig.20(C).)。また脛骨骨量を測定した結果、脊椎と同様で、WT マウスに比べ

Pax5 Tg マウスでは BV/TV の有意な上昇が認められた(Fig.20(D).)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.20. Bone phenotype of Pax5 transgenic mice. 
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6.3.3. Pax5 Tg マウスの骨形態計測 

 

 更に詳細な骨表現型の解析を行うために骨形態計測を行った。脊椎切片を

6.2.6.の方法で toluidine blue染色し、骨形成の指標としてBFR及びN.ob/B.Pm

を測定した。その結果 WT に比べ Pax5 Tg マウスにおいて、BFR と N.ob/B.Pm

の有意な上昇が認められた(Fig.21(B),(C).)。BFR が有意に上昇したという結果

は、カルセインで 2 重標識した新生骨の間隔が WT に比べ Pax5 Tg マウスにお

いて広くなっているということからも観察できる(Fig.21(A).)。、また脊椎切片を

6.2.7.の方法で TRAP 染色し、骨吸収の指標として Oc.S/BS を測定した。その

結果、WT に比べ Pax5 Tg マウスにおいて、Oc.S/BS の有意な上昇が認められ

た(Fig.21(D).)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.21. Bone histomorphometric analysis of Pax5 transgenic mice. 
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6.4. 考察 

 

 本章で得られた結果としては WT マウスと比較して Pax5 Tg マウスでは①脊

椎及び脛骨における骨量の増加(BV/TV の増加)が見られたこと、②脊椎におけ

る骨形態計測の結果骨形成パラメーター(BFR、N.Ob/B.Pm)の上昇が見られた

こと、③骨形成パラメーター(Oc.S/BS)の上昇が見られたことである。これらの

in vivo における実験結果から、Pax5 は定常状態のマウスにおいて骨形成及び骨

リモデリングを促進する可能性が示唆された。 

第 5 章までの in vitro の実験結果と今章の in vivo の実験結果である Pax5 Tg

マウス骨量上昇及び骨形成パラメーター上昇は整合性が取れた結果となった。

また、骨形態計測の結果から Pax5 Tg マウスにおいて骨吸収パラメーターの上

昇が認められた。この結果は Pax5 Tg マウス由来骨芽細胞と WT 由来の破骨細

胞の共培養系の実験において TRAP 陽性の破骨細胞数が著明に増加したという

結果から説明できる(data not shown)。 

破骨細胞は、CFU－GM を前駆細胞とする、CD11b 抗原タンパク質を特異的

に細胞膜上に発現する単球マクロファージ系の造血幹細胞から分化する

(Udagawa N et al., 1990)。その分化には M-CSF、RANKL といった種々の因

子が関与する。破骨細胞の前駆細胞は、骨芽細胞等によって生成される RANKL

の刺激によって骨吸収能を有する多核の成熟破骨細胞に分化する(Yasuda H et 

al., 1998)。成熟した破骨細胞は骨表面に貼り付き、タンパク質分解酵素である

Cathepsin K や MMP-9、プロトン(H+)を細胞外に分泌し、骨の無機質であるヒ

ドロキシアパタイトや、骨の有機成分であるコラーゲンを分解し骨吸収を行う。

RANKL とそのレセプターである RANK の機能を阻害すると破骨細胞の形成が

阻害されることから、RANK signaling は破骨細胞分化に必要不可欠であると考

えられる(Nakagawa N et al., 1998、Kong YY et al.,1999)。また RANK 

signaling 以外の経路である OSCAR signaling 経路や M-CSF signaling 経路が

抑制あるいは欠損しても破骨細胞の形成は抑制されてしまうことから、破骨細

胞分化にはこれらのシグナルが協調的に働くことが重要であると考えられる

(Kim N et al., 2004、Koga T et al., 2004、Wiktor-Jedrzejczak W et al., 1990)。 

共培養系の実験結果として考えられることは、Pax5 Tg 骨芽細胞において破骨

細胞の分化を促進する分子の発現が上昇したからだと推察できる。しかしなが

ら、破骨細胞分化成熟に非常に重要であると知られている分子の Rankl と Opg

の mRNA 発現は Pax5 Tg マウスにおいては変化が認められなかった(data not 

shown)。このことから、今回検討していないが、RANKL/RANK 経路以外の別

の破骨細胞活性化機構により TRAP 陽性多核細胞数の上昇が見られた可能性が
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考えられる。実際、破骨細胞内シグナル伝達機構の解明により RANKL/RANK

シグナル経路を介さない破骨細胞の活性化機構として新たに TNF-、TGF-及

び IL-1 等の存在が明らかとなってきているので、これらの因子が Pax5 Tg 骨芽

細胞において発現変動しているという可能性も考えられる(Matsuo K. 2012、

Hayashi M et al., 2012、Kobayashi K et al., 2000、Kim JH et al., 2008、

Itonaga I et al., 2004)。今後、破骨細胞分化の活性化に関してはより詳細な機

構を明らかにする必要はあるが、Pax5 Tg マウス由来骨芽細胞は、

RANKL/RANK 経路とは非依存的な別の経路で破骨細胞分化を正に制御してい

るということが重要な結果だと考えられる。また、今回骨形成パラメーター及

び骨吸収パラメーターの両方が上昇しており高骨代謝回転状態になっているが、

それにも関わらず骨量の上昇が認められた。その原因として、明確なことは現

在の時点では言えないが、骨形成と骨吸収のバランスが骨形成の方に傾いてい

るので骨形成優位となり骨量増加に繋がったと推察することができる。しかし

ながらそれを裏付ける根拠はないので今後の解析に期待される。 

以上をまとめると、Pax5 は生体内において骨形成及び骨リモデリングを促進

する可能性が示唆された。 
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Chapter 7 
 

骨粗鬆症モデル処置を行った Pax5 トランスジェニ

ックマウスの骨表現型解析 

 

7.1. 序文 

 

6 章において Pax5 Tg マウスは骨量が増加し、また骨形態計測の結果から骨

形成パラメーター及び骨吸収パラメーターが WT マウスと比較して増加してい

ることが判明した。本章では、続いて閉経後骨粗鬆症のモデルマウスとして用

いられる卵巣摘出処置マウスを Pax5 Tg マウスを用いて作製することにより、

骨粗鬆症病態時に Pax5 が骨代謝にどのような影響を与えるのかを明らかにす

ることとした。その為に 6 章と同様な in vivo 解析を行った。 

 

7.2. 方法 

 

7.2.1.  卵巣摘出術(OVX) 

 

6.2.1.と同様な手法で得た 8 週齢の C57BL/6J 系統の WT 及び Pax5 Tg 雌性

マウスを、ペントバルビタール麻酔下で腹部を切開し両側の卵巣を輸卵管ごと

摘出し切除したものを卵巣摘出(OVX)群、腹部を切開し縫合したものを偽手術

(Sham)群とした。手術後においても通常の固形飼料と水道水を自由に摂取させ

た。手術日を 0 日目とし、手術後 4 週間(28 日間)後に脊椎を摘出した(Fig.24.)。

また、卵巣を摘出し組織重量を測定した。更に脛骨を摘出し、脛骨から RNA を

回収した。取り扱う実験動物に関しては、日本薬理学会実験動物倫理規定を順

守するとともに、金沢大学動物実験施設において独自に制定された金沢大学宝

町地区動物実験指針に則り実験計画を策定した(方法は Yamamoto T et al., 

2012 に準じている)。 
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Fig.22. Procedure and protocol for ovariectomy (OVX) 

 

7.2.2. 17-エストラジオール投与 

 

Corn oil に溶解した 17-エストラジオールを OVX 処置後、1 週間に 1 回 5 

g/kg の容量でマウスに腹腔内投与した。 

 

7.2.3. カルセイン投与 

 

 6.2.3.の方法に準じて行った。 

 

7.2.4. 脊椎切片の作製 

 

6.2.4.の方法に準じて行った。 

 

7.2.5. von Kossa 染色 

 

 6.2.5.の方法に準じて行った。 
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7.2.6. Toluidine blue 染色 

 

6.2.6.の方法に準じて行った。 

 

7.2.7. TRAP 染色 

 

6.2.7.の方法に準じて行った。 

 

7.2.8. 骨形態計測 

 

6.2.8.の方法に準じて行った。 

 

7.2.9. Real-time quantitative RT-PCR 法 

 

7.2.9.1. 逆転写反応 

 

 回収した脛骨をハンマーで破砕し、破砕した骨を ISOGEN 中に入れてホモジ

ェナイザーを用いてホモジェナイズした。以降の実験は 2.2.1.2.1.に準じて行っ

た。 

 

7.2.9.2. Real-time PCR 法 

 

2.2.1.2.2.の方法に準じて行った。 
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7.3. 結果 

 

7.3.1. 子宮重量の測定 

 

 卵巣摘出術が成功しているかを確認する目的で、マウスの子宮重量を測定した。

その結果、WT と Pax5 Tg マウスいずれにおいても Sham 群と比べて OVX 群

では子宮重量の有意な減少が認められた(Fig.23.)。この結果から、OVX は正し

く成功していることが確認できた。 

 

 

Fig.23. Uterine weight after OVX. 

 

7.3.2. 脛骨組織における Pax5 発現変動解析 

 

 OVX 処置時における骨組織内での Pax5 の発現量に変化があるかを調べるた

め、7.2.9.の方法で Pax5 mRNA発現量をReal-time PCR法を用いて解析した。

その結果、WT-Sham 処置マウス群と比べて WT-OVX 処置マウス群では脛骨組

織での Pax5 に有意な変化は認められなかった(Fig.24(A).)。また、生体内にお

ける女性ホルモン量の変化が Pax5 の発現量に影響を与えるかを調べるため、

17-estradiol 溶液を WT-sham マウス及び WT-OVX マウスに 1 週間に 1 回投

与し、同様な方法で Pax5 mRNA 発現量の解析を行った。Control としては

WT-Sham マウス及び WT-OVX マウスに 17-estradiol 溶液の溶媒である Corn 

oil を投与したマウスを用いた。その結果、Corn oil を投与した群と比較して、
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17-estradiol 投与群では Sham マウス及び OVX マウスいずれの群においても

Pax5 発現量に変化は認められなかった(Fig.24(B).)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.24. Effect of OVX on Pax5 expression. 

 

7.3.3. OVX 処置を行った Pax5 Tg マウスの骨表現型解析 

 

 骨粗鬆症病態時に Pax5 が骨代謝に与える影響を調べるため、WT 及び Pax5 

Tg マウスに OVX を施し、骨粗鬆症病態が認められる術後 4 週間後のマウスか

ら脊椎を摘出し 7.2.4.の方法により骨切片を作製することにより、骨表現型の解

析を行った。作製した切片を 6 章と同様に von Kossa 染色で石灰化部位を黒色

に染色し骨量(BV/TV)測定を行った。その結果、WT マウスにおいて、Sham 処

置群と比べ、OVX 処置群では脊椎内の黒色染色部位の著明な減少が観察された。

一方、Pax5 Tg マウスにおいて、Sham 処置群と比べ、OVX 処置群では脊椎内

の黒色染色部位の減少は特に観察されなかった(Fig.25(A).)。 

続いて、この染色した切片を用いて BV/TV の測定を行った。まず、WT マウ

スと Pax5 Tg マウスの Sham 処置群においては、WT マウスに比べ Pax5 Tg マ

ウスでは BV/TV の有意な上昇が認められた。また WT マウスにおいては Sham 

処置群に比べ、OVX 処置群の BV/TV の有意な減少が認められたが、Pax5 Tg

マウスにおいては Sham 処置群と OVX 処置群では BV/TV に有意な変化は認め

られなかった(Fig.25(B).)。 
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Fig.25. Effect of Pax5 transgenic on OVX-induced bone loss. 

 

7.3.4. OVX 処置を行った Pax5 Tg マウスの骨形態計測 

 

骨粗鬆症様病態時に骨代謝を担う骨芽細胞、もしくは破骨細胞にどのような

変化が起きているかを調べるため、骨形態計測を行い更に詳細な骨表現型の解

析を行った。6 章と同様な手法で骨形成パラメーターと骨吸収パラメーターの測

定を行った。その結果、骨形成パラメーターである N.Ob/B.Pm 及び BFR に関

して、WT 及び Pax5 Tg マウスにおいて Sham 処置群同士、あるいは OVX 処

置群同士を比較すると、どちらの骨形成パラメーターも、WT と比較して Px5 Tg

マウスにおいて有意な上昇が認められた。しかしながら WT マウスあるいは

Pax5 Tg マウスのどちらのマウスにおいても Sham 処置群と OVX 処置群を比

較してもこれらのパラメーターに有意な変化は認められなかった

(Fig.26(A),(B).)。続いて骨吸収パラメーターである Oc.S/BS 及び破骨細胞数

(N.Oc/B.Pm)に関して、Sham 処置群においては、WT マウスと比べて Pax5 Tg

マウスでは有意な上昇が認められたが、OVX 処置群においては WT マウスと比

べて Pax5 Tg マウスでは有意な変化は認められなかった。また、これら骨吸収

パラメーターは、WT マウスにおいて Sham 処置群と比較すると OVX 処置群で

は有意な上昇が認められたが、Pax5 Tg マウスにおいては Sham 処置群と比較

すると OVX 処置群では有意な変化は認められなかった(Fig.26(C),(D).)。 
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Fig.26. Effect of Pax5 transgenic on histomophometric analysis of OVX mice. 
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7.4. 考察 

 

 本章で得られた結果は①OVX 処置によっては骨組織において Pax5 の mRNA

発現量に変化は認められないこと、➁女性ホルモン(17-estradiol)投与によって

は Pax5 の mRNA 発現量に変化は認められないこと、③Pax5 Tg マウスにおい

ては、WTマウスで認められたOVX処置による骨量の減少は認められないこと、

④WT マウス、Pax5 Tg マウスにおいて OVX 処置では骨形成パラメーター(BFR、

N.Ob/B.Pm)に変化は認められないこと、⑤Pax5 Tg マウスにおいては、WT マ

ウスで認められた OVX 処置による破骨細胞パラメーター (Oc.S/BS、

N.Oc/B.Pm)の上昇が認められないことである。 

 今回の実験に用いた OVX モデルは閉経後骨粗鬆症の原因が閉経によるエス

トロゲン欠乏であることに基づいて考案された動物モデルであり(Miller SC et 

al., 1991)、破骨細胞の活性化により骨吸収が亢進しているが、破骨細胞が活性

化する際には TRAP、Cathepsin K など破骨細胞特異的な様々なタンパク質の

発現が上昇することが知られている。 

今回、Pax5 Tg マウスにおいて OVX 処置による骨量の減少は起こらなかった

が、この原因として、WT マウスにおいては OVX 処置により骨吸収パラメータ

ーである Oc.S/BS、N.Oc/B.Pm が上昇したが、Pax5 Tg マウスでは OVX によ

るこの Oc.S/BS、N.Oc/B.Pm の上昇が認められなかったことによる可能性がま

ず考えられる。骨吸収パラメーターが Pax5 Tg マウスに OVX 処置を行っても

上昇しなかった原因に関しては詳細な検討を行ていないので明らかではない。

既に知られていることとして、エストロゲンは骨芽細胞の RANKL 発現を負に

調節しているので間接的に破骨細胞分化成熟化を負に調節していることや、

TNF-、IL-1、IL-6 などの破骨細胞活性化を惹起するサイトカインの発現を負

に制御していることから、エストロゲンが欠乏することによりこの破骨細胞分

化成熟に対する負の制御が外れてしまい骨粗鬆症が起こる。これらの反応が

Pax5 Tg 骨芽細胞においては何らかの機構により起こらないために破骨細胞パ

ラメーターの上昇が起こらなかったのかもしれないが、詳細な原因に関しては

今後の解析に期待したい。また、OVX 誘導性の骨量減少が Pax5 Tg マウスで起

こらなかった原因として他に考えられることとして、Pax5 Tg マウスは OVX 未

処置の定常状態でも常に骨形成パラメーター及び骨吸収パラメーターは WT マ

ウスと比べて高いので、OVX による骨粗鬆症病態の影響を受けづらかった可能

性も考えらえる。本章において重要な点は、骨芽細胞における Pax5 の発現上昇

により骨粗鬆症病態を防ぐことを今回初めて明らかにできたことである。この

ことから、Pax5 は骨粗鬆症病態の創薬ターゲットとして期待が持てる。 
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Chapter 8 終わりに 

 

 本研究結果より、転写制御因子 Pax5 は骨芽細胞に機能的に発現しており、

Runx2 非依存的な経路で、骨形成と骨リモデリングにおいて骨芽細胞分化・骨

芽細胞成熟化を促進的に調節することが明らかとなった。 

 Pax5以外に第 2章でPax3、Pax9の発現が初代培養骨芽細胞で認められたが、

Pax9 について言及すると、既報として Pax9 全身欠損マウスは歯の欠損が認め

られることから、Pax9 も骨芽細胞において重要な働きをするのではないかと考

えられた。しかしながら、Pax5 に関して行った転写活性や mRNA 発現の実験

に関して同様な解析を Pax3、Pax9 に関して行った結果、Osteocalcin、Osterix、

Runx2 の転写活性や mRNA 発現に関して Pax3、Pax9 はいずれも影響を及ぼ

さなかった(data not shown)。従って、Pax5 は Pax ファミリーの中で骨芽細胞

に唯一、機能的に発現している転写因子であることが分かった。 

 また、卵巣摘出術を行った Pax5 Tg マウスの骨表現型から、骨芽細胞特異的

な Pax5 の発現上昇は、病態時にも骨関連細胞において何らかの働きを行い、骨

粗鬆症における骨量減少を抑制することが判明した。現在、骨粗鬆症治療にお

いて骨形成促進剤と骨吸収抑制剤の 2 種類の治療薬が存在し、骨吸収抑制剤と

してはビスフォスフォネート製剤、エストロゲン製剤、カルシトニン製剤など

複数の作用機序を持つ薬剤が使用されている。しかしながら、骨形成促進剤と

しては副甲状腺ホルモン(PTH)製剤のたった 1 種類しか現在用いられていない

のが現状である(Canalis E et al., 2007)。 

骨芽細胞分化のマスターレギュレーターであるRunx2をターゲットとした薬

剤すら、骨形成促進剤としては現時点で存在しないという現状を考えると、骨

芽細胞において骨形成を制御する Runx2 以外の別の因子を発見することが、将

来骨形成促進剤の開発に役立つかもしれない。この観点から、骨芽細胞分化を

Runx2 非依存的に促進的に調節する可能性が今回の研究結果から示唆された

Pax5 は、今後もしかしたら骨粗鬆症治療薬開発においてターゲット分子と成り

得ると考えられる。しかしながら、骨芽細胞において、Pax5 の発現自体を制御

している因子やシグナルに関しては今回の検討では行っておらず、またそのよ

うな報告も全くないのが現状であるので、その点を明らかにしていくことが今

後期待される。今回の研究結果が、骨粗鬆症、あるいは骨芽細胞の異常分化や

成熟と関連している様々な代謝性骨疾患の新規治療の礎となり、新たな展望を

もたらすことを期待したい。 

 

 



 71 

 

Fig.27. Proposed model of this study.    
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Chapter 9 結語 
 

1. マウス初代培養骨芽細胞において、Pax ファミリーのうち Pax3、Pax5、Pax9

の mRNA 発現が認められる。またマウス骨組織において Pax5 のタンパク

質発現が認められる。 

 

2. Pax5 は直接的に Osteocalcin と Osterix のプロモーターに結合し、Runx2

非依存的に、骨芽細胞の分化・成熟化を正に制御する。 

 

3. 骨芽細胞特異的 Pax5 トランスジェニックマウスでは骨量が増加と、骨形成

パラメーターの上昇が認められる。 

 

4. OVX 処置を行った Pax5 Tg マウスでは OVX 誘導性の骨粗鬆症発症に抵抗

性を示す。 
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