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緒言 

骨芽細胞は軟骨細胞や脂肪細胞，筋細胞，腱細胞などの多様な細胞に分化する

能力を有する未分化間葉系細胞から生じる．一度骨芽細胞への分化が運命づけ

られると，I 型コラーゲンが 90%以上を占める豊富な細胞外基質（Extracellular 

Matrix：ECM）の分泌が始まる．この ECM は類骨の基本構造としての役割を持

ち，ビトロネクチンやフィブロネクチンなどの非コラーゲン性タンパクと協調

し将来の骨の外形を作っていく（Qin et al., 2004）．類骨は規則正しく配列した網

状のコラーゲン線維の間に散在するヒドロキシアパタイト結晶の成長を通じて

徐々に石灰化する．骨の細胞外基質は破骨細胞のような移動能をもつ多くの細

胞に対して接着部位を提供すると同時に遊走のための足場となる．また，これ

ら細胞とECMの相互作用はインテグリンを介した細胞内シグナリングと細胞骨

格のリモデリングを制御する（Alexander et al., 2008）．一度破骨細胞前駆体が骨

表面に接着すると，細胞融合により多核破骨細胞に成熟し，sealing zone と呼ば

れる接着構造が発達する（Miyamoto et al., 2000）．ECM により作られた環境下に

おけるこれらの連続的な過程は，正常な骨リモデリングにおける適切な破骨細

胞の吸収能獲得にとって重要である（Lee et al., 2006，Yagi et al., 2005）．骨モデ

リング・リモデリングの際，破骨細胞は骨形成を行う骨芽細胞と呼応しながら

骨量と形を制御し，この相互の連関は「カップリング」と呼ばれている（Bucay 

et al., 1998，Dougall et al., 1999，Negishi-Koga et al., 2011， Zhao et.al., 2006）．  

軟骨細胞は骨芽細胞と同様に豊富に ECM を分泌し，一般的に軟骨の乾燥重量

において ECM は約 90%を占めるという報告もある（Knudson et al., 2001）．内軟

骨骨化の過程で軟骨細胞は主役を演じ，骨芽細胞と同様に未分化な間葉系細胞

から SRY ファミリーに分類される Sox5/6/9 の作用により軟骨細胞に分化する

（Lefebvre et al., 1998）．軟骨は基質に存在する線維により硝子軟骨，弾性軟骨，
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線維軟骨に分類され，関節軟骨や骨端軟骨は硝子軟骨に分類される．一般的に

軟骨は間質成長と付加成長により成長するが，関節軟骨や骨端軟骨は間質成長

により成長する．間質成長とは軟骨細胞の分裂や軟骨細胞が分泌する基質によ

り軟骨細胞が互いに押しのけられることで成長する様式である．関節軟骨と骨

端軟骨は同じ硝子軟骨であり，成長様式も同じだが，関節軟骨は軟骨のまま留

まる永久軟骨であるのに対し，骨端軟骨は成長期終了まで内軟骨骨化がおこる

暫間的な軟骨である．関節軟骨は軟骨基質を豊富に含み，軟骨細胞はあまり認

めない．一方で，骨端軟骨は軟骨細胞を比較的多く含む．このことは軟骨の物

性に影響し，骨端軟骨に比べ関節軟骨は固く，透過性が悪い．熱伝導性も異な

るという報告もある（Iwamoto et al., 2013）．永久軟骨である関節軟骨においても

ゆっくりではあるが，軟骨基質の分解・新生が繰り返されている．しかし，変

形性関節症やリウマチ性関節炎ではこの動的平衡が崩れ，軟骨破壊が進行し，

ほぼ摩擦のない滑らかな関節運動を行うことが困難になる． 

Krüppel-Like Factor 4（KLF4/GKLF）は zinc finger タイプの転写因子で表層外

胚葉や腸管内胚葉で顕著に発現が見られる（Shields et al., 1996，Ton-That et al., 

1997）．KLF4 は場面によって促進的にも抑制的にも働く因子であり，乳癌にお

いて腫瘍抑制因子である p53 の発現を抑制する（Rowland et al.,2005）が，一方

で，細胞周期を停止する働きを持つサイクリン依存性キナーゼ阻害因子である

p21 を発現誘導することが報告されている（Zhang et al., 2000）．また，Klf4 欠損

マウスは周産期致死を示し，Klf4 が正常発生に必須の因子であることが知られ

ている（Segre et al., 1999）．骨格発生期において，Klf4 は未成熟な骨芽細胞に強

く発現し，骨芽細胞の成熟につれこの発現は次第に減弱する（Garrett-Shinha et al., 

1996，Ton-That et al., 1997）．以前我々は，全ての骨芽細胞で恒常的に Klf4 を発

現するトランスジェニックマウスを作製した（Col1a1-Klf4 マウス; Michikami et 
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al., 2012）．この Col1a1-Klf4 マウスは膜性骨化と軟骨内骨化の異常に起因した骨

格発生異常を示した．膜内骨化により生じる頭蓋冠では石灰化不良が，軟骨内

骨化により生じる長管骨では石灰化領域の短縮，血管侵入の大幅な遅延が観察

された．このことは，胎生後期における一部の骨芽細胞での生理的な Klf4 の発

現減弱が正常な骨格発生にとって極めて重要であることを示唆している．  

本研究では，骨格系の正常な発生ならびに恒常性維持に KLF4 が関与する可能

性をさらに検討するために KLF4 を発現させた骨芽細胞の影響下での破骨細胞

分化の詳細な分析を in vivo，in vitro で行い，さらに軟骨細胞と KLF4 の関連に

ついても検討した． 
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材料ならびに方法 

実験動物 

① Col1a1-Klf4 マウス 

大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の審査・承認（承認番号：動歯

-21-003-0）， 大阪大学遺伝子組換え実験安全委員会の審査・承認（承認番号：

#2715）のもと実験を行った．我々が以前作成したマウス （Michikami et al., 2012）

を用いた．このマウスはマウス I 型コラーゲンの 2.3kb プロモーター配列を利用

しており全ての骨芽細胞で恒常的に Klf4 を発現する．1 対 1 交配法を用い，膣

栓を認めた日の昼を胎生 0.5 日（E 0.5）とした． 

妊娠マウス由来の胎仔の回収は母獣を 4%抱水クロラールを用い安楽死させ，

胎生 14.5 日齢から 18.5 日齢の胎仔を摘出した．尾や皮膚を用いて遺伝子型判定

を行い，導入遺伝子が認められたマウスを変異型（TG），同腹で導入遺伝子が認

められないマウスを野生型（WT）とした．リン酸緩衝生理食塩水（PBS）内で

頭部を解剖し，実体顕微鏡下で後頭部の皮膚を取り除き 4％パラホルムアルデヒ

ド（PFA）溶液を用い 4℃で固定した．メタノールにより脱水，キシレンにより

透徹，パラフィン包埋後 7μm 厚の切片を作製した． 

② D1CC マウス（関節リウマチモデルマウス） 

名古屋市立大学 金澤智先生から生後 16 週の D1CC マウスの正常部位なら 

びに炎症部位を含む足指関節パラフィン切片の提供をうけた． 

③ 生後 0 日，2 か月，6 か月正常マウス 

各時期のマウスを 4%抱水クロラールを用いて安楽死させ，PBS 内で実体顕微

鏡を用い膝関節を含む脚部を摘出、4%PFA を用い 4℃で固定した．生後 0 日マ

ウスからは 7μm 厚のパラフィン切片を作製した．生後 2 か月，6 か月マウスは

脱灰の後，凍結切片を作製した． 固定後 10%EDTA 溶液を使用し 4℃にて 1 週
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間脱灰を行った．脱灰液は 3 日に 1 度交換した．脱灰後 20%スクロース溶液に

浸漬，OCT compound（サクラ精機，東京）に包埋後 14μm 凍結切片を作製した． 

 

培養細胞 

① 骨芽細胞 

Michikami らの方法（Michikami et al., 2012）に従い調製した．すなわち，出 

生後 5 日以内の野生型マウスより頭蓋冠を実体顕微鏡下で採取， 1mg/ml コラゲ

ナーゼ（Wako，大阪），2mg/ml ディスパーゼ（Invitrogen Life Techonologies，Carlsbad，

CA，USA）を滅菌 PBS に加え調製したコラゲナーゼ溶液にて 5 回処理し，後半

3 回の処理で得た溶液から細胞を回収した．回収した細胞は 10%ウシ胎仔血清

（FBS，Gibco Life Techonologies）および 10mg/ml ペニシリン/ストレプトマイシ

ン（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）添加 10%α-MEM（Invitrogen Life 

Techonologies）に加え，37℃でインキュベート，サブコンフルエントまで培養後

冷凍保存した． 

② 軟骨細胞 

Gosset（2009）らの方法（Gosset et al., 2008）に従い調製した．出生後 5 日以

内の野生型マウスより実体顕微鏡下で採取した膝関節を 3mg/mlコラゲナーゼ溶

液にて 2 回処理後，10mg/ml ペニシリン/ストレプトマイシン（Sigma-Aldrich）

を加えた 0.5mg/mlコラゲナーゼ溶液を使用し 37℃にて一晩インキュベートした．

溶液を BD Falcon Cell Strainers （BD Biosciences，San Jose，CA ，USA）にて濾

過，バンバンカー（日本ジェネティックス，東京） を加え-80℃にて保存した． 

③ 骨髄由来マクロファージ様細胞（BMMs） 

Itoh らの方法（Itoh et al., 2009）に従い調製した．出生後 6~8 週の野生型マウ

スより大腿骨を実体顕微鏡下で採取，シリンジを用いて PBS 中に大腿骨から骨
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髄を排出し BMMs を回収，0.165M NH4Cl にて赤血球を溶解させた． 

 

組織学的観察 

① ヘマトキシリンーエオジン（HE）染色 

パラフィン切片をキシレンにて脱パラフィン後，マイヤーヘマトキシリン液

（武藤，大阪）で 7 分間染色後，15 分間流水にて水洗，エオシン液（Merck，

Darmstradt，Germany）で 1 分間染色した．その後エタノールによる脱水，キシ

レンによる透徹を行い，封入した． 

② von Kossa 染色 

パラフィン切片を脱パラフィン後，照明下にて 1%硝酸銀水溶液で 1 時間反応

させ染色，数回の水洗後 5%チオ硫酸ナトリウム水溶液により反応を停止させた．

その後脱水，透徹を行い封入した． 

③ 酒石酸耐性酸性 フォスファターゼ（TRAP）染色 

0.5mgナフトールAS-MSリン酸と 0.25mg Fast red violet LB salt（Sigma-Aldrich）

を 50μl N,N ジメチルアミドで溶解，50mM 酒石酸ナトリウム添加 0.1M 酢酸ナ

トリウム緩衝液を加え TRAP 反応液とした．脱パラフィンを行ったパラフィン

切片をエタノール・アセトン（1:1）で再固定し，TRAP 反応液にて染色後，脱

水，透徹を行い封入した． 

TRAP 陽性細胞数と大きさの定量には第一臼歯胚ならびに眼原基を同側に含

む切片を使用した．画像は Axioskop Z plus microscope（Carl Zeiss Meditec, 東京）

に取り付けた AxioCam HRc デジタルカメラ（Carl Zesiss）で撮影し，解析は，

Adobe Photoshop software（Adobe Systems，San Jose,CA，USA）を用いた拡大像

で行い（解像度 300dpi），TRAP 陽性細胞の大きさは ImageJ software（NIH，

Bethesda，MD， USA）を用いて計測した．それぞれの切片において染色された
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細胞の大きさは area tool を用いて計測した．TRAP 陽性細胞数の計測は野生型な

らびに変異型マウスともに各胎生期から少なくとも 4 匹の胎仔を用いた．核を 3

個以上認める細胞を多核細胞とした．TRAP 陽性細胞の大きさの分析は胎生 15.5

日齢の野生型ならびに変異型マウス胎仔を各 2 匹ずつ用いた． 

④ van Gieson 染色 

van Gieson F 液（1% 酸性フクシン液）（Wako）と van Gieson P 液（ピクリン

酸飽和液）（Wako）を 15:100 で混合調和した反応液を作製し，脱パラフィンし

たパラフィン切片を 3 分染色，脱水，透徹し封入した． 

⑤ in situ hybridization 

55℃で 15 分間温めた後に脱パラフィンしたパラフィン切片を 4%PFA 溶液に

て 10 分間前固定， PBS にて数回洗浄後，Tris-HCl と EDTA を加え調製した 1

μg/ml プロテアーゼ K（タカラバイオ，滋賀）で 5 分間処理した．その後 PFA

溶液にて再固定，PBS にて数回洗浄後，HCl と無水酢酸を加え調製したトリエ

タノールアミンにてアセチル化処理を行い，再び PBS にて数回洗浄した．さら

に，ホルムアルデヒド，yeast tRNA（Sigma-Aldrich），ヘパリン（Sigma-Aldrich）

を含むハイブリダイゼーションバッファーを用い 55℃にてインキュベートした．

次に Table1 に示す各種 cRNA プローブを用いて，70℃にて一晩ハイブリダイゼ

ーションを行った．ハイブリダイゼーション後， 5 倍濃度クエン酸ナトリウム

（5×SSC）溶液，0.2×SSC 中で 70℃にてインキュベーション，室温にて 0.2×

SSC，マレイン酸緩衝液（MAB）中でそれぞれ 5 分間静置した．次に，10%ヤギ

血清（Vector Laboratories，Burlingame，CA，USA），Blocking 試薬（Roche，Basel，

Switzerland）を含むブロッキング溶液にて 1 時間処理し，抗 DIG 抗体（Roche）

をブロッキング溶液で 1/4000 に希釈し，4℃で一晩反応させた．その後，Tween20

（Wako）を加えた MAB にて数回洗浄後，0.1%Tween20 にて洗浄，0.1%Tween20
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を加えた BM Purple（Roche）を反応させ，10%中性緩衝ホルマリンにて固定，

50%グリセロールで封入した． 

⑥ 免疫染色 

パラフィン切片は脱パラフィン，凍結切片は 10%中性緩衝ホルマリン液 

（NBF; Wako）にて 10 分固定後，クエン酸緩衝液を 60℃にて 30 分間，室温に

て 30 分間処理した．その後，0.05%Tween20，5%ヤギ血清を含むブロッキング

溶液にて 1 時間ブロッキングを行い， 1/50 希釈の抗 Klf4 抗体（H-180; Santa Cruz 

Biotechnology，CA，USA）を 4℃で一晩反応させた．切片を 0.05%Tween20 添加

トリス緩衝生理食塩水（TBS-T）で洗浄後，  1/250 希釈の BIOTINYLATED 

ANTI-RABBIT IgG（H+L）（Vector Laboratories）を室温にて 2 時間反応させ，PBS，

TBS-T にて洗浄後，1/250 希釈の horseradish-peroxidase-conjugated streptavidin 

（Invitrogen Life Techonologies）を 1 時間反応させた．その後，ジアミノベンジ

ジン（DAB; DOJINDO，熊本）にて発色させ，エオジンで対比染色を行った． 

  

培養細胞実験 

① レトロウイルス作製と導入 

緑色蛍光タンパク（green fluorecent protein：GFP）および KLF4 タンパクを発

現するレトロウイルスは pMXs-GFPならびに pMx-HuKLF4（Addgene，Cambridge, 

Mass，USA）を使用した．Runx2 および Sp7/Osterix を発現するレトロウイルス

の作製は，pcDNA-3xFLAG Runx2 と image clone no.40054399（ATCC, Manassas，

Va，USA）を利用して attB-attached full-length cDNAs を作製し，gateway system

（Invitrogen Life Technologies）により pMxs-gw vector（Addgene）にサブクロー

ニングを行った．骨芽細胞および軟骨細胞にポリブレン（4μg/ml）を 4 時間作

用させ GFP，KLF4，Runx2 および Sp7 をそれぞれ単独，または組み合わせて感
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染させた．48時間後，培養上清を 0.45μm Millex-HAフィルター（Merck Millipore，

Billerica，MA，USA）にて濾過し、ウイルス液として利用した． 

② short interfering RNA（siRNA）導入による遺伝子ノックアウト 

コントロール siRNA ならびに Klf4 に対する siRNA は Santa Cruzu 

Biotechonology（Dallas，Tex，USA）より購入した．骨芽細胞への siRNA 導入に

は Lipofectamine RNAiMAX（Invitrogen Life Techonologies）を用いた．siRNA

（60pmol）の導入は 24 穴培養プレートを用い，導入の効率は FITC 標識したコ

ンロトール siRNAでまず確認後，発現変化はリアルタイム PCRにより確認した． 

③ 骨芽細胞―BMMs 共培養 

Jimi らの方法に従い行った（Jimi et al., 1996）．BMMs（1×10
6
/well）と GFP

もしくは KLF4（1×10
4
/well）を導入した頭蓋冠由来骨芽細胞を 48 穴プレート

に播種し，10％ウシ胎仔血清（FBS），プロスタグランジン E2（PGE2; 10
-6

M）

を添加したα-MEM にて培養した．培養 7 日目に細胞を固定し TRAP 反応液に

て染色を行い，TRAP 陽性多核細胞数を計測した． 

④ アリザリンレッド染色 

GFP，KLF4，Runx2，Sp7 をそれぞれ単独もしくは共発現させた培養骨芽細胞

を 10%NBF にてプレート上に固定後，2 回蒸留水にて洗浄．2%Alizarin Red S

（Wako）を 30 分間反応させ，2 回蒸留水にて洗浄，アルコール脱水後乾燥させ

た． 

⑤ アルシアンブルー染色 

GFP，KLF4 をそれぞれ発現させた培養 8 日目の培養軟骨細胞を 10%NBF にて

プレート上に固定後，PBS にて洗浄，3%酢酸水溶液にて前処理後，3%酢酸水溶

液にて調整した 1% Alcian Blue 8Gx（Sigma-Aldrich）を 2 時間反応させ，3%酢酸

水溶液ならびに PBS にて数回洗浄，アルコール脱水後乾燥させた． 
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また Mmp 阻害剤を用いた実験では，Mmp 阻害剤である GM-6001（FOCUS 

Biomolecules，Plymouth，PA，USA）を dimethyl sulfoxid（DMSO）にて 10mM に

調整した．GFP，KLF4 をそれぞれ発現させた培養軟骨細胞にコンフルエント後

0 日，2 日，4 日，6 日に 10μM GM-6001 ならびにコントロールとして DMSO

を加えた．コンフルエンﾄ 8 日後にアルシアンブルー染色を行った． 

⑥ Gelatin zymography 

軟骨細胞はコンフルエント 2 日後もしくは 7 日後に無血清培地に交換した．

さらに 24 時間培養後，培養上清を回収し等量の 2-メルカプトエタノール不含 2x

サンプルバッファーを加えたのちに使用するまで-80℃にて保存した．1mg/ml ゼ

ラチンを含む 7.5％，10％のポリアクリルアミドゲルを作製し，GFP，KLF4 を

感染させた軟骨細胞上清を等量泳動した．泳動後，SDS 除去のためにリンス後，

プロテアーゼの高次構造をゲル内で復元した．ゲル内でゼラチン消化を行った

後に Coomassie Brilliant Blue G250（Bio-Rad）にて染色を行った．脱染色後，ゲ

ルを透過光下で撮影した．泳動タンパク量を比較するために同様に泳動し，通

法に従いタンパクの銀染色を行った後，透過光下にてゲルを撮影した． 

⑦ リアルタイム PCR 

計測ならびに解析は Abe らの方法（Abe et al., 2010）に従い行った．Mini Opticon 

Real-Time PCR System（BIO-RAD Laboratories，Hercules，CA，USA）を使用し，

蛍光検出のために iQ SYBER Green Supermix（BIO-RAD）を用い，PCR 反応後は

融解曲線分析を行った．また，本研究で使用したプライマーは Table2 に示す． 

 

統計分析 

結果は，平均値±標準誤差として示す．統計学的検定には Student
,
s t 検定を用

いた．有意水準は P<0.05 とした． 
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結果 

Col1a1-Klf4 マウスにおいて破骨細胞成熟の異常が観察される 

胎生 15.5 日齢の WT マウス胎仔において広範囲に及ぶ下顎の石灰化が認めら

れ（Fig. 1A，B），形成中の下顎骨内ならびにその周囲の組織に多核の TRAP 陽

性細胞が位置していた（Fig. 1C，2A）．それに対して胎生 15.5 日齢の TG マウス

胎仔の下顎骨の石灰化部位は密に凝集していた（Fig. 1D，E）．また，単核の TRAP

陽性細胞は形成中の下顎骨周囲に配列し，石灰化部位内部ではほぼ認めなかっ

た（Fig. 1F）．胎生 15.5 日齢の TG マウスの下顎骨において TRAP 陽性細胞を計

測すると 173.4±39.3 個認められ，WT マウスの 100.3±5.2 個と比較して有意に

多かった（Fig. 2A-C）．しかし，それぞれの細胞の面積は TG マウスのほうが狭

い傾向がみられ，胎生 15.5 日齢マウス下顎骨における TRAP 陽性細胞の面積分

布は，WT マウスでは 2-10 ピクセルが 30.3%，11-20 ピクセルが 18.9%，21-31

ピクセルが 13.1%，32-61 ピクセルが 14.5%，62-91 ピクセルが 8.1%，92 ピクセ

ル以上が 14.5%を占め，TG マウスでは 2-10 ピクセルが 35.0%，11-20 ピクセル

が 26.4%，21-31 ピクセルが 12.1%，32-61 ピクセルが 12.9%，62-91 ピクセルが

7.9%，92 ピクセル以上が 5.7%を占めた（Fig. 2D）．胎生 18.5 日齢 WT マウスで

は成熟破骨細胞は下顎骨に広汎に観察されたが（Fig. 1G-I），TGマウスではTRAP

陽性細胞は形成中の歯胚周囲ならびに異常が見られる下顎骨周囲に認められた

（Fig. 1J-L）．また，TRAP 陽性細胞は胎生 17.5 日では WT マウス下顎骨で 164.3

±29.0 個，TG マウス下顎骨で 92.2±41.0 個認められ，18.5 日齢では WT マウス

下顎骨で 278.0±42.5 個，TG マウス下顎骨で 137.3±19.3 個認められ，両日齢と

もTGマウスの下顎骨におけるTRAP陽性細胞の数は有意に少なかった（Fig. 2C）． 
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KLF4 を過剰発現させた骨芽細胞と骨髄間質細胞の共培養において破骨細胞成

熟が抑制される 

TG マウス胎仔において単核の TRAP 陽性細胞が観察されるが，破骨細胞の成

熟は抑制されていることが示唆された．そこで，骨芽細胞と BMMs の in vitro 共

培養系を用いて，KLF4 を過剰発現させた骨芽細胞が BMMs の破骨細胞分化を

同様に抑制しうるかを検討した．コントロールとして GFP 産生レトロウイルス

を感染させた骨芽細胞と野生型マウスの BMMs を 7 日間共培養した後， TRAP

染色を行った（Fig. 3A，B）．KLF4 を過剰発現させた骨芽細胞を野生型マウスの

BMMs と共培養させるとコントロールとは対照的に大部分の TRAP 陽性細胞は

小さく，多核の TRAP 陽性細胞は有意に少なかった（Fig. 3B，C）．これらの結

果から骨芽細胞に発現する KLF4 が非細胞自律的に破骨細胞の成熟を抑制する

ことが in vivo，in vitro 両方で示された．  

 

Klf4 は骨芽細胞における ECM 発現に影響を与える 

胎生 15.5 日齢 TG マウスにおいて，小型の TRAP 陽性細胞は石灰化部位から

少し離れた場所に位置していた（Fig. 1E，F）．そこで組織の連続切片を van Gieson

液にて染色し，類骨や骨基質に豊富なコラーゲンの局在を検出した．van Gieson

陽性領域は WT マウスおよび TG マウスともに観察された．しかし，染色が濃い

領域に関しては，WT マウスでは下顎骨周囲全体で観察されたが（Fig. 4 A），TG

マウスでは下顎骨周囲に散在していた（Fig. 4B）．TG マウス下顎骨においてこ

の van Gieson強陽性部位と小型の TRAP 陽性細胞が同様な分布を示すことから，

未熟な破骨細胞は類骨の表面に留まっていると考えられた． 

そこで，初代頭蓋冠骨芽細胞において KLF4 が ECM の遺伝子発現に影響を与

えるかを調べた．コンフルエント時，Secreted phosphoprotein 1 （Spp-1），
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Tenascin-C（TnC），Fibronectin 1（Fn1），Integrin-binding sialoprotein（Ibsp）で

KLF4 による有意な発現抑制を認めたが， Vitronectin（VN）では発現の変化を認

めなかった（Fig. 5A）．次に siRNA を用いて内因性 Klf4 をノックダウンした時

の変化を検討した．コントロール siRNA もしくは Klf4 に対する siRNA を細胞に

導入し，48 時間後に遺伝子発現の変化を調べた．内因性の Klf4 は Klf4 siRNA

によりおよそ 80％抑制された（Fig. 5B）．Spp-1，Fn1，Ibsp には Klf4 のノック

ダウンによる変化は見られなかったが，TnC ではノックダウンにより有意な発

現増加が見られた（Fig. 5B）．In vivo にてこれらの ECM 分子の発現が同様に Klf4

の影響を受けるか調べるため，胎生 15.5 日齢 TG マウスの下顎骨切片において

in situ hybridization を行った（Fig. 6）．WT マウスでは Spp-1（Fig. 6A），Ibsp（Fig. 

6C），TnC（Fig. 6E）の発現が下顎骨骨芽細胞に認められた．Fn1 の発現は下顎

骨骨芽細胞とメッケル軟骨の軟骨細胞で認められた（Fig. 6G）．TG マウスでは，

下顎骨骨芽細胞における Spp-1（Fig. 6B），Ibsp（Fig. 6D），TnC（Fig. 6F）の発

現は減少した．変異型の骨芽細胞における Fn1 の発現も減少したが，メッケル

軟骨の軟骨細胞における発現は野生型の切片と同様であった（Fig. 6G,H）． 

 

Runx2 を KLF4 と共培養すると骨芽細胞の石灰化をレスキューし，破骨細胞成熟

を部分的に回復する． 

KLF4 を骨芽細胞に過剰発現すると骨芽細胞分化は著しく抑制される

（Michikami et al., 2012）．骨芽細胞分化の主要制御因子として Runx2（Komori et 

al., 1997）ならびに Sp7（Nakashima et al., 2002）が知られており，Runx2 に関し

ては KLF4 が Runx2 転写活性を抑制することも報告されている（Kim et al., 2014）．

骨芽細胞分化と破骨細胞生成は密接に関与しているという報告もあることから

（Samee et al., 2008），Runx2 もしくは Sp7 と KLF4 の共発現による破骨細胞誘導
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能の変化を検討した．まずはじめに頭蓋冠由来培養骨芽細胞に KLF4，Runx2，

Sp7 をそれぞれ単独か，KLF4 と共に Runx2 もしくは Sp7 を共発現させ，培養 8

日後にアリザリンレッド染色を行った（Fig. 7）． GFP 単独発現（Fig. 7A）に比

べ KLF4 の単独発現（Fig. 7B）では石灰化の低下が見られた．Runx2（Fig. 7C），

Sp7（Fig. 7E）はそれぞれ石灰化を亢進させたが，Sp7 に比べ Runx2 ではその度

合いが顕著であった．KLF4 と Runx2 の共発現（Fig. 7D）では KLF4 による石灰

化の低下からの回復が見られ，Runx2 単独（Fig. 7C）と同様の石灰化度合いが観

察されたが，Sp7 との共発現（Fig. 7F）では KLF4 単独（Fig. 7B）とほぼ同じで

あった．このことから，骨芽細胞の分化において KLF4 の作用を Runx2 の作用

が上回ることが示唆された． 

次に，破骨細胞成熟においても同様な回復が起こるか検討した．つまり KLF4

と共に Runx2 もしくは Sp7 を骨芽細胞に発現させ，これらの共発現が，KLF4

を過剰発現させた骨芽細胞と BMMs の共培養で見られた破骨細胞成熟の低下を

回復しうるかを検討した．GFP 単独発現（Fig. 8A）と比べ，KLF4 の単独発現（Fig. 

8B）では破骨細胞成熟の低下が見られたが，Runx2（Fig. 8C），Sp7（Fig. 8E）の

単独発現では見られなかった． KLF4 と Runx2 の共発現（Fig. 8D）では KLF4

単独発現での破骨細胞成熟低下からの回復が見られたが，Sp7 との共発現（Fig. 

8F）では見られなかった．多核の TRAP 陽性細胞を数えると同様の傾向が見ら

れた（Fig. 8G）．つまり，GFP 単独発現と比べ，KLF4 の単独発現では有意に少

なく，KLF4 と Runx2 の共発現では KLF4 単独発現での細胞数減少からの有意な

回復が見られたが，Sp7 との共発現では見られなかった．さらに，Runx2 との共

培養による破骨細胞成熟の回復が RANKL もしくはオステオプロテグリン

（OPG/Tnfrsf11b;Wada et al. 2006）の発現量の変化に起因しているか検討した．

RANKL/OPG 値の相対発現量は，KLF4 単独では GFP と比べて有意に減少し，
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Runx2あるいは Sp7をKLF4と共発現させた場合はともにKLF4単独と比べ有意

な変化は見られなかった（Fig. 9）．次に Runx2 と KLF4 を骨芽細胞に導入した際

にコンフルエント後 6 日目における ECM の発現が回復するかどうかを調べた．

TnC（Fig. 10A），Fn1（Fig. 10B），Ibsp（Fig. 10C），Spp-1（Fig. 10D）の発現は

KLF4 によって減少し，Runx2 との共発現でそれら ECM の発現は部分的な回復

が見られた．Sp7とKLF4との共発現でも一部のECM発現の回復が見られたが，

Runx2 の場合に比べ Sp7 による回復の程度は低かった． 

 

KLF4 は関節軟骨に発現し，ECM の発現に影響を与える 

関節軟骨における KLF4 の局在部位を同定するため生後 0 日（Fig. 11A），2 か

月（Fig. 11B），6 か月（Fig. 11C）の正常マウス膝関節において抗 Klf4 抗体を用

い，免疫染色を行った．いずれの時期も関節軟骨表層における軟骨細胞の核に

陽性反応を認めた（Fig. 11A，B，C）．しかし，月齢がすすむにつれ核に陽性反

応を認める軟骨細胞を認める範囲が狭くなっていき，生後 6 か月ではほぼ関節

軟骨表層に限局していた（Fig. 11C）． 

次に，関節軟骨に Klf4 の局在を認めたことから培養軟骨細胞において KLF4

が ECM に及ぼす影響について調べた．GFP あるいは KLF4 を導入したコンフル

エント後 8 日の培養軟骨細胞にアルシアンブルー染色を行った．GFP を導入し

た培養軟骨細胞に比べ KLF4 を導入した培養軟骨細胞においては染色の低下が

認められ（Fig. 12A），KLF4 によりプロテオグリカンの蓄積が抑制されることが

示唆された．また関節軟骨基質に最も多く含まれるECMである II型コラーゲン，

アグリカンの発現量をコンフルエント 8 日の培養軟骨細胞を用いて調べると，

KLF4 存在下で共に発現は有意に減少した（Fig. 12B）． 

関節軟骨全体では II 型コラーゲン，アグリカンが軟骨基質の大部分を占める
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が，関節軟骨表層では IX 型コラーゲン，デコリン，バイクリカンの占める割合

が大きいという特徴をもつ．また，関節軟骨表層や滑膜液に特徴的なプロテオ

グリカン 4（PRG4）の存在を認める（Knudson et al., 2001）．関節軟骨表層に KLF4

の局在を認めたことから，表層で見られる ECM の発現が KLF4 により影響を受

けるかどうかをコンフルエント後 8 日の培養軟骨細胞を用いて調べた（Fig. 13）．

表層で特徴的な ECM の中では IX 型コラーゲンが KLF4 存在下で発現減少した

が，デコリン，バイクリカン，Prg4 の発現は増加，もしくは増加傾向を示し，

特に Prg4 はコントロールに比べ 100 倍以上の発現増加を認めた（Fig. 13）．他の

ECM では XI 型コラーゲン，フィブロモジュリンで有意な発現低下を認めた．

これらのことから KLF4 によって関節軟骨基質の大部分を占める ECM の発現は

減少するが，表層に特徴的ないくつかのECMの発現は増加することがわかった． 

次に，ECM の発現量低下以外に先述した KLF4 による軟骨培養細胞のアルシア

ンブルー染色低下の原因があるかどうか調べた（Fig. 14）．Mmp 阻害剤である

GM6001 あるいはコントロールとしてジメチルスルホキシド（DMSO）を GFP

あるいは KLF4 を導入した培養軟骨細胞にそれぞれ加え，アルシアンブルー染色

を行った．GFP を導入した培養軟骨細胞（GFP+DMSO：Fig. 14A）に比べ，KLF4

を導入した培養軟骨細胞（KLF4+DMSO：Fig. 14C）では明らかな染色の低下が

見られた． GM6001 を添加すると  ， GFP を導入した培養軟骨細胞

（GFP+GM6001：Fig. 14B）では GM6001 添加による影響は見られなかったが，

KLF4 を導入した培養軟骨細胞（KLF4+GM6001：Fig. 14D）では，KLF4 による

染色低下からの部分的な回復が見られた．このことから，KLF4 によるプロテオ

グリカン蓄積量低下にプロテアーゼ活性増加が関与していることが示唆された． 
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KLF4 は軟骨破壊の病態に関与し，軟骨細胞においてプロテアーゼの発現を制御

する 

軟骨破壊を示す疾患に KLF4 が関与しているか検討するため，関節リウマチモ

デルマウス切片を用い Klf4 の局在部位の同定を試みた．D1CC マウスは関節リ

ウマチ様病態の発症・進行ともに緩やかであり，ヒトの疾患の経過と極めて近

いことが特徴である（Kanazawa et al., 2006）．生後 16 週の D1CC マウスの足の正

常部位ならびに炎症部位を含む指関節切片を用い Klf4 免疫染色を行った．炎症

部位では軟骨破壊が起きており，その周囲には滑膜細胞の増殖により形成され

たパンヌスが観察された（Fig. 15B，D）．拡大像では正常部位（Fig. 15C），炎症

部位（Fig. 15D）ともに関節軟骨表層の軟骨細胞ならびに滑膜細胞に茶褐色の陽

性反応を認めた．正常部位では滑膜細胞に比べ軟骨細胞で反応が弱いが（Fig. 

15A，C），炎症部位では滑膜細胞，軟骨細胞ともに強い反応を認めた（Fig. 15B，

D）．これらのことから軟骨破壊を示す病的な状態に軟骨細胞における KLF4 が

関与していることが示唆されたため，KLF4 と各種プロテアーゼの発現との関与

について調べた．KLF4 を導入したコンフルエント 0 日，8 日目の軟骨細胞を使

用し，リアルタイム PCR により各種プロテアーゼの発現を検討した．培養 8 日

では Mmp3，Mmp9，Mmp10，Mmp11，Mmp13，Mmp17，ADAMTS5 で有意な発

現上昇が，Mmp23，ADAMTS9，ADAMTS16で有意な発現減少が見られた（Fig. 16A）．

培養 0 日では Mmp3，ADAMTS5 で有意な発現上昇が見られた（Fig. 16B）．これ

らのプロテアーゼには軟骨破壊の主体となるプロテアーゼが含まれる（Wan et 

al., 2011）ことから，KLF4 が各種プロテアーゼの発現を制御することで軟骨破

壊に関与していることが示唆された．Mmp は潜在型 Mmp（pro Mmp）として分

泌され，プロセッシングを受けて活性型 Mmp になることで機能を発揮する

（Murphy et al., 1999）．よって，KLF4 がプロテアーゼの活性に及ぼす影響につ
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いても，ゼラチンザイモグラフィーによって調べた．Mmp9 は GFP，KLF4 存在

下でともに潜在型 Mmp ならびに活性型 Mmp のバンドを認めた．Mmp2 は KLF4

によって発現量に有意な発現上昇がみられなかったが（Fig. 16），活性型 Mmp2

のバンドが KLF4 を導入した細胞で観察された（Fig. 17）． 
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考察 

骨芽細胞の Klf4 は非細胞自律的に破骨細胞の成熟を制御する 

破骨細胞は石灰化した骨基質を吸収する能力をもつ唯一の細胞である．膜性

骨化では骨芽細胞が豊富な ECM を産生し，その後石灰化構造物の骨組みとして

利用される．また，破骨細胞は散在して認められる石灰化部位の隙間に血管，

神経，免疫細胞などとともに侵入する．本研究において，骨芽細胞での KLF4

が抑制する成熟破骨細胞の誘導能は，Runx2 の共導入により有意な回復が見られ

た． KLF4 を過剰発現させた骨芽細胞において Runx2 の発現に有意な変化を認

めないことから（Kim et al., 2014，Michikami et al., 2012），Runx2 との共発現に

よる回復は，KLF4 が Runx2 の転写ではなく，その転写活性に作用することに起

因すると考えられる．これまでに，Runx2 と Klf4 がオステオカルシンのプロモ

ーター配列において協働し（Michikami et al., 2012），KLF4 による Runx2 の活性

抑制が KLF4 を導入した細胞における骨形成抑制の原因となる（Kim et al., 2014）

という報告がある．また，マウス Mmp13 プロモーター配列に対して KLF4 は明

らかに Runx2 の転写活性を抑制した（データ未発表）．よって KLF4 と Runx2 の

相互作用の様式は各々のプロモーター配列特異的と考えられる．Runx2 と KLF4

の関係においては，破骨細胞形成を促進する因子を Runx2 は誘導するが KLF4

がその誘導を抑制し，Runx2 が過剰に発現することで KLF4 による抑制を凌駕す

るという可能性がある．逆に，KLF4 の発現により誘導される破骨細胞成熟を阻

害する因子の発現を Runx2 が抑制している可能性も考えられる．Runx2 による

回復の詳細なメカニズムの理解は更なる検討が必要である．一方，Runx2 の下流

で作用し骨芽細胞分化に必須の転写因子である Sp7 では KLF4 による破骨細胞

誘導能の低下をほとんど回復できなかった．この結果は，Runx2 によっては誘導

されるが Sp7 では誘導されない因子の存在を示唆しており，Sp7 が Runx2 の下
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流で作用しているという概念をサポートしている．また，Runx2 ノックアウトマ

ウスでは破骨細胞の形成が骨格においてほぼ見られないのに対して（Komori et 

al., 1997），Sp7 ノックアウトマウスでは破骨細胞が野生型マウスと同様に認めら

れる（Nakashima et al., 2002）．この点も今回の実験で見られた Runx2 と Sp7 の回

復能の違いと整合性がある． 

 

Klf4 は ECM の発現を制御する 

Col1a1-Klf4 マウスで TRAP 陽性細胞の分布は野生型と大きく異なり，ほとん

どが類骨の外縁に存在していた．胎生 15.5 日齢において野生型マウスよりも変

異型マウスの下顎骨で TRAP 陽性の前破骨細胞が多く観察されたことから，破

骨前駆細胞の下顎骨周囲への遊走異常により成熟破骨細胞が少ないということ

は考えにくい．前述したとおり，Runx2 ノックアウトマウスでは骨格に TRAP

陽性細胞がほとんど見られない（Komori et al., 1997）．Runx2 欠損マウスに分泌

型 RANKL を単独導入しても正常な成熟した破骨細胞は見られず，正常な内軟

骨骨化のプロセスは見られない（Enomoto et al., 2003）．これらの結果から破骨細

胞の低形成がRunx2欠損によるRANKLの発現の低下よりも ECMを含めた他の

分子の発現の変化により起こっている可能性が高いことが示唆される．本研究

における Col1a1-Klf4 マウスでの所見は骨形成に加え正常な破骨細胞形成には十

分な類骨の質が必要であり，類骨を構成する各種 ECM が骨芽細胞，破骨細胞成

熟のための環境作成に必須であることを示しているといえる．KLF4 により発現

の変化を検討したECMは全てインテグリンにより認識されるアルギニンーグリ

シンーアスパラギン酸（RGD）配列を含む．インテグリンを介しての接着は破

骨細胞の移動（Nakamura et al., 1998），融合（Kim et al., 2006，Nakamura et al., 1999），

成熟（Carron et al., 2000， Miyamoto et al., 2000）に必要であることが知られてい
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る．このことは大理石骨病の表現型がβ3 インテグリンを欠損させた Itgβ3
-/-マウ

スで見られる（McHugh et al., 2000）ことからも理解しうる．また，非接着状態

の破骨前駆細胞はインテグリンシグナリング依存的に RANKL の受容体である

RANK の発現が減弱することが報告されており（Mochizuki et al., 2012），ECM

発現抑制下ではさらに RANKL シグナル受容を低下させている可能性もある． 

 

関節軟骨における Klf4 の局在と ECM の関係 

関節軟骨は骨化せずに生涯軟骨のままでとどまる永久軟骨である（Knudson et 

al., 2001）．これは成長期が終わるまで骨端部に見られる軟骨成長板が内軟骨骨

化により骨化するのと対照的である．発生中の関節軟骨は軟骨細胞数を増やす

必要があるため ECM を産生するものの，まだその量自体は少ない．したがって

組織を観察すると各軟骨細胞間の隙間は狭い．この ECM の割合が少ない環境は

出生後もしばらく継続するが，発育の後期になると ECM の産生，蓄積が多くな

ることで，次第に隣り合う軟骨細胞間の距離は大きくなり基質の中に細胞が点

在するようになる．その後は荷重がかかる部位の関節軟骨が次第に薄くなるに

つれ，関節の前後，中央部で厚さの差が見られるようになる．関節軟骨の深部

の軟骨基質は石灰化し，そのさらに深部にある石灰化した骨と協調的に関節に

かかる荷重に対抗する（Schulz et al., 2007）． 

関節軟骨は発現する細胞外基質や転写因子，組織学的な性状の違いから大き

く 4 層に分けられ，関節表面から表層，中間層，深層，石灰化層と呼ばれる

（Havelka et al., 1984）．関節軟骨表層の細胞は扁平で一般的に軟骨細胞として認

識されている丸い形態をしていない（Wilusz et al., 2014）．軟骨に特徴的な基質

である II 型コラーゲンやアグリカンは中間層に豊富に見られ，表層には少ない

が，表層の軟骨細胞はデコリン，IX 型コラーゲン，ルブリシンなどを強く発現
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するという特徴をもつ（Knudson et al., 2001）．ルブリシンは PRG4 遺伝子の翻訳

産物の一つで，PRG4 の遺伝子変異は若年性の関節疾患の発症を特徴とするヒト

Campodactyly-arthropathy-coxa vara-pericarditis（CACP）症候群の原因として同定

されている（Rhee et al., 2005）． 

骨格形成過程において KLF4 は幼若な骨芽細胞に強く発現し種々の ECM の産

生を抑制した．検討した ECMの中で TnCはKLF4の過剰発現で発現が抑制され，

逆に KLF4 をノックダウンすると増加した．TnC は発生中に関節軟骨に発現を強

く認めるが，生後ほとんど認められなくなり，関節炎発生時に再び認められる

ようになる（Chockalingam et al., 2012）．また，TnC はアグリカネース等を誘導

し基質分解に関与することや関節炎発症時に炎症性サイトカイン産生を誘導す

ることが報告されている（Sofat et al., 2012）．ECM の厳密な発現調節は軟骨など

基質が大量に見られる組織においても必須であり，前述した背景をふまえて今

回，KLF4 が軟骨細胞にも発現するか免疫組織染色法を用いて検討した．KLF4

は関節軟骨と骨端軟骨成長板に発現しており，このことは KLF4 が骨芽細胞のみ

ならず，大量の基質を産生する軟骨細胞においても何らかの生理的な役割を担

うことを示唆している．今回試料に用いた生後 0 日のマウス関節軟骨において，

広い範囲の表層，中間層の細胞に KLF4 のシグナルが見られた．マウスにおいて

関節軟骨の基質は断乳後，活発に運動し始めたのちにその占める領域が増加す

る（Yamauti et al., 2013）．この知見に一致して，生後 2 か月，6 か月齢マウスの

関節では表層の軟骨細胞における KLF4 の発現が残り，中間層における発現は低

下した．よって，KLF4 は断乳前の関節軟骨細胞の基質産生を抑え，細胞数を増

加させる役割を担っていることが考えられる． 
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KLF4 によるプロテアーゼ発現制御メカニズム  

KLF4を恒常的に軟骨細胞に発現するとMmp3，Mmp13，ADAMTS4や ADAMTS5

などこれまでに生理的，病的な軟骨基質分解に関与することが知られているプ

ロテアーゼの発現が誘導された（Wang et al., 2011）．コンフルエント 0 日と 8 日

目でのプロテアーゼの発現を比較するとこれらの発現の誘導は大きく二つのパ

ターンに分けられた．すなわち，KLF4 により早期から発現が誘導される因子

（ADAMTS5）と培養日数の経過と共に発現が誘導される因子群（Mmp13）であ

る．このことは KLF4 によって直接的に近い経路で誘導される経路と，間接的に

誘導される経路があることを示唆している．間接的な誘導経路としてプロテア

ーゼの発現誘導を仲介する分子の発現（もしくはクロマチンの修飾の変化）を

KLF4 が誘導することが考えられる．ADAMTS5 はこれまでに関節破壊疾患に深

く関与することが報告されているが（Glasson et al., 2005），多くの炎症性サイト

カインによりその発現誘導が見られることが知られている．その時，同時に同

じファミリーに属する ADAMTS4 の発現も炎症性サイトカインにより誘導され

ることも知られている（Bondeson et al., 2008）．KLF4 による ADAMTS5 の発現

誘導が炎症性サイトカインの発現上昇による間接的な作用であるならば，

ADAMTS4 も同様に発現の上昇が見られるはずである．しかし，KLF4 により早

期，後期いずれの培養時期でも ADAMTS4 の発現上昇は見られなかった．今後

KLF4 が直接 ADAMTS5 のプロモーター領域に作用する配列の同定を検討する

必要がある． Mmp13 がやや遅れて発現誘導されるメカニズムとして，まず KLF4

が炎症性サイトカインを誘導することで間接的にプロテアーゼの発現を誘導す

るという可能性がある．しかし，前述したように ADAMTS5 が誘導されているに

もかかわらず ADAMTS4 の発現に影響が見られないことから炎症性サイトカイ

ンの発現誘導を介する作用である可能性は低いと思われる．他方で，KLF4 によ
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りプロテアーゼの発現を制御する遺伝子配列上にエピジェネティックな変化が

促される可能性が考えられる．様々なゲノムの修飾が存在する中で KLF4，プロ

テアーゼとともに関連が深いクロマチン修飾酵素にヒストン脱アセチル化酵素

が挙げられ，今後検討を要する． 

KLF4 が軟骨基質を分解する MMP や ADAMTS の発現を上昇させたことから，

軟骨破壊性の疾患において KLF4 の異所性の発現が見られるか，関節リウマチモ

デルマウスである D1CC マウスを用い検討した．D1CC マウスはラット II 型コ

ラーゲンのプロモーター，エンハンサーに MHC classII の発現制御を行う class II 

transactivator（CIITA）を導入し，軟骨特異的に MHC classII を発現誘導させたト

ランスジェニックマウスである．少量の II 型コラーゲンで約 90%という高い確

率でパンヌス形成，軟骨破壊，肉芽腫様病変，間質性肺炎などのリウマチ特有

の病態が惹起される．それらの進行は段階的であり慢性炎症の様子を呈する

（Kanazawa et al., 2006）．今回 D1CC マウスの指関節において，炎症がいまだ見

られない部位の関節表層の軟骨細胞の核で KLF4 の反応は認めるもののその反

応は弱かった．しかし滑膜細胞の腫瘍のような増殖により実際に軟骨破壊が起

こっている部位の残存する軟骨細胞の核では非常に強い KLF4 の反応が見られ

た．関節表層細胞の消失はパンヌスの形成により既に起こっているので，認め

られた軟骨細胞での KLF4 の発現は関節深部に相当し，異所性の KLF4 の発現と

いえる．KLF4 は核内で転写因子として作用すると考えられるが，様々な因子と

物理的に会合することが知られている．サイトカインの細胞内シグナル伝達を

つかさどる NF-κB のシグナル強度を KLF4 が制御することも報告されており

(Liao et al., 2011)，KLF4 と NF-κB の 3 次元的な接着位置の関係で個々のプロテ

アーゼの発現制御に違いが出てくる可能性は容易に考えられる．NF-κB 以外で

サイトカインの細胞内シグナルをつかさどる因子は AP-1，STAT，CREB，C/EBP
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など多岐にわたり（Fanjul-Fernandez et al., 2010），軟骨細胞における KLF4 のパ

ートナーを見出すことが重要である． 

培養軟骨細胞を用いた解析では KLF4 により誘導される因子の中で Prg4 が特

徴ある発現を示し，培養初期から培養期間を通じて KLF4 によりその発現は誘導

され，培養 8 日目ではコントロールに比べ 100 倍以上誘導された．リウマチ性

関節炎を発症している患者の関節腔内の細胞で変形性関節症を発症している患

者と比較して発現が上昇している因子に PRG4 が含まれることが報告されてお

り（Justen et al., 2000），リウマチ性関節炎の関節軟骨で KLF4 が誘導され，その

結果 PRG4 の発現が誘導されている可能性が考えられる．また，リウマチ性関

節炎が発症した関節軟骨における KLF4 誘導は種を超えた普遍的なものである

可能性があり，KLF4 がリウマチ性関節炎の関節破壊を防ぐ新たな創薬のターゲ

ットになりうることを示唆している． 
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結論 

 本研究では，Klf4 を発現させた骨芽細胞の影響下での破骨細胞分化の詳細な

分析を in vivo，in vitro で行い，また軟骨と KLF4 の関連についても検討したと

ころ以下の結果を得た． 

（1） 骨芽細胞における KLF4 は骨芽細胞が分泌する細胞外基質の発現を制御

し，間接的に破骨細胞成熟を抑制する． 

（2） Runx2 は細胞外基質に及ぼす KLF4 の作用を減弱させ，破骨細胞成熟を抑

制状態から回復させる． 

（3） KLF4 は関節軟骨表層に発現を認め，関節軟骨における各種 ECM の発現

を制御する． 

（4） KLF4 は軟骨破壊部の軟骨細胞において強い発現を示す． 

（5） KLF4 は軟骨細胞においてプロテアーゼの発現，活性を制御する． 

以上の結果から KLF4 は細胞外基質の発現や分解等様々な段階に作用するこ

とで，骨格系での生理的状態の維持・病的状態の進行に関与することが示唆さ

れた． 
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図表 

Table1：in situ hybridization に使用した cRNA プローブ 

cRNA プローブ GenBank accession No; nucleotide 

Integrin-binding sialoprotein 

(Ibsp) 
NM_008318; nt.401-1064 

Fibronectin 1 (Fn1) NM_010233; nt.60-850 

Tenascin-C (TnC)  NM_011607; nt.956-1516 

Secreted phosphoprotein 1 

(Spp-1) 

NM_009263; nt.436-455 

 

Table2：リアルタイム PCR に使用したプライマー 

hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1 

(Hprt1) 

5`-GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3` 

5`-AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA-3` 

Klf4 5`-GCGGGAAGGGAGAAGACACT-3` 

5`-GGTCGTTGAACTCCTCGGGTCT-3` 

Secreted phosphoprotein 1 

(Spp-1) 

5`-AAAGTGAAGGAAAGCGACGA-3` 

5`-GTTCCTTCTGCACCTGCTTC-3` 

Vitronectin 

(VN) 

5`-ATCCTCTGATGGAGCCAGAGAAC-3` 

5`-TGTGGTTCCTAGCCCACTCTCC-3` 

Tenascin-C  

(TnC) 

5`-AAAACAAGAGGAGCATCCCTGTC-3` 

5`-AGGAGGTCTCTGGTCTCCTCAGA-3` 

Fibronectin 1 

(Fn1) 

5`-GGTGACTCCTGGGAGAAGTTTGT-3` 

5`-GGTCAGGCCTTTGATGGTATAGG-3` 
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Integrin-binding sialoprotein 

(Ibsp) 

5`-AAAGTGAAGGAAAGCGACGA-3` 

5`-GTTCCTTCTGCACCTGCTTC-3` 

Receptor activator of nuclear 

factor-кB ligand  (RANKL) 

5`-CTATGATGGAAGGCTCATGGTTG-3` 

5`-ACTTGGGATTTTGATGCTGGTTT-3` 

Osteoprotegerin 

(OPG) 

5`-GTCCAGATGGGTTCTTCTCAGGT-3` 

5`-CTTGTGAGCTGTGTCTCCGTTTT-3` 

II 型コラーゲン α1 鎖 

(Col2a1) 

5`-GAAGGTGGAAAGCAAGGTGA-3` 

5`-CATCAGTACCAGGAGTGCCA-3` 

IX 型コラーゲン α1 鎖 

(Col9a1) 

5`-TGCCAATTCCATTTCTAATGGTG-3` 

5`-CATTTATCTTCACGCCAACTTGC-3` 

XI 型コラーゲン α1 鎖 

(Col11a1) 

5`-GAGTAGACGGCAGGGATTCTGAT-3` 

5`-GTAAACCATCAGCCCCTGGTAAG-3` 

アグリカン 

(Acan) 

5`-GGAATCCCTCGATGCTTCG-3` 

5`-ACTGCAGCGATGACCCTC-3` 

デコリン 

(Decorin) 

5`-CTGATCTGGGTTTGGACAAGTG-3` 

5`-CATTCTCATGGACACGAAGTTCC-3` 

バイグリカン 

(Biglycan) 

5`-AGGTCACAATCAGATTCGGATGA-3` 

5`-GGCAACCACTGCCTCTACTTCTT-3` 

フィブロモジュリン

(Fibromodelin) 

5`-AGAAGATCCCTCCTGTCAACACC-3` 

5`-GATCCCACCTAACTCTGCCTGTT-3` 

ルミカン 

(Lumican) 

5`-CCACGCTCCTCAGCTCTTGTAT-3` 

5`-TAGCTGTGGGGGCAGTTACATT-3` 

プロテオグリカン 4 

(Prg4) 

5`-TGGAGTGCTGTCCTGATTTCAAGAG-3` 

5`-GGTATTGGGTGAGCGTTTGGTA-3` 
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Mmp2 5`-GGAGATCTGCAAACAGGACATTG-3` 

5`-CTCCAGAACTTGTCTCCTGCAAA-3` 

Mmp3 5`-ACCTAGAAGGAGGCAGCAGAGAA-3` 

5`-GGTACTGAAGCCACCAACATCAG-3` 

Mmp8 5`-TTACAGGGAACCCAGCACCTATT-3` 

5`-TGCAGGTCATAGCCACTTAGAGC-3` 

Mmp9 5`-GGCTTCCCTCTGAATAAAGAGGA-5` 

5`-CTGCCGGACTCAAAGACTCTGTA-3` 

Mmp10 5`-TGATGTTGGTGGCTTCAGTACCT-3` 

5`-GGTGCAAGTGTCCATTTCTCATC-3` 

Mmp11 5`-CATGTCCCCTTTCTACACCTTCC-3` 

5`-TACCCAGTACTGAGCACCTTGGA-3` 

Mmp12 5`-AGTGCCCGATGTACAGCATCTTA-3` 

5`-GTTTCTGCCTCATCAAAATGTGC-3` 

Mmp13 5`-GCTTTTCCTCCTGGACCAAACT-3` 

5`-CGCCTGGACCATAAAGAAACTG-3` 

Mmp14 5`-AGAGAACTTCGTGTTGCCTGATG-3` 

5`-TTCGTCAAACACCCAGTGCTTAT-3` 

Mmp16 5`-ATGGAGACAGTTCCCCATTTGAT-3` 

5`-TTGTAGGTGGAGGGATCTTGTCA-3` 

Mmp17 5`-GGAGTGACATCACACCCTTGAAC-3` 

5`-GGTAGTACGGTTGCATGATGGAG-3` 

Mmp23 5`-ATGACAGCGAGTACTGGGTCTTG-3` 

5`-CCCTCTCTCACCAACCTTGTTTT-3` 
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Mmp27 5`-GGGTCATCAGGGGATATTCTGTC-3` 

5`-CTTGGGTGATATTTTTCGCCTTC-3` 

Mmp28 5`-GGCATTCCTGGAGAAGTATGGAT-3` 

5`-GGCATTCCTGGAGAAGTATGGAT-3` 

Adamts1 5`-GGTTCCACATGCAAGAAGATGTC-3` 

5`-GGCCTACCATAAGAACCTGGATG-3` 

Adamts2 5`-AATACAGGAACGAGGACGAGAGG-3` 

5`-TTTGAGTACAAGGCTCCCATTCA-3` 

Adamts4 5`-GCTAGGAGCTGTGCTATTGTGGA-3` 

5`-ATAGTCCTTGCCAGGAAAAGTCG-3` 

Adamts5 5`-GAGGAACTCCCAGGACAGACCTA-3` 

5`-ATTACAATGGCGGTAGGCAAACT-3` 

Adamts9 5`-AAGCCGCTAAAGGTATTCTGTGC-3` 

5`-GACTCCGTTAAAGACAGCCCAGT-3` 

Adamts12 5`-ACAAGAGCTACAGCGGGAGAAGT-3` 

5`-TCTGGTGATAAGGACAGCCACAT-3` 

Adamts14 5`-CTCCTGAGGACAGGATCTCAACA-3` 

5`-AACGCTTTAGGGCTTAGCATCTG-3` 

Adamts15 5`-CTGTACAAAGCTGTGGTGCACTG-3` 

5`-CTGTGGTTGTAGCCATTGAAAGC-3` 

Adamts16 5`-TGTCTGCCTTATTCAAGGATGGA-3` 

5`-CCAGTCCAAGTCCTGAGTCTTCA-3` 
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Fig. 1：胎生15.5日齢，胎生18.5日齢マウス下顎骨部前頭断染色像

野生型マウス（WT：胎生15.5日齢 A-C，胎生18.5日齢 G-I），Col1a1-Klf4マウ

ス（TG：胎生15.5日齢 D-F，胎生18.5日齢 J-L）のHE染色像（A，D，G，J)，

von Kossa染色像(B，E，H，K)，TRAP染色像(C，F，I，L)．スケールバー ；

200μm（A），400μm（G）
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Fig. 2：マウス下顎骨におけるTRAP陽性細胞の数および大きさの定量化

A，B：マウス胎生15.5日齢マウス胎仔前頭断TRAP染色像．メッケル軟骨（mc）

付近に野生型マウス（A）では多核TRAP陽性細胞（矢頭）を，Col1a1-Klf4マウス

（B）では単核TRAP陽性細胞を認める．スケールバー；50μm C：胎生14.5日齢

-胎生18.5日齢マウス胎仔下顎骨におけるTRAP陽性細胞数．*P< 0.05 D：胎生

15.5日齢マウス胎仔下顎骨におけるTRAP陽性細胞の面積分布．WT；野生型マウ

ス TG；Col1a1-Klf4マウス
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Fig. 3：骨芽細胞－マウス骨髄由来マクロファージ共培養系におけるTRAP陽性

細胞数定量化

GFP（A）もしくはKLF4（B）を発現した骨芽細胞と骨髄由来マクロファージ

を共培養し，培養7日目にTRAP染色を行い， TRAP陽性多核細胞数を計測した

（C）．*P< 0.05 スケールバー；50μm
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Fig. 4 ：胎生15.5日齢マウス下顎骨部前頭断 van Gieson染色像

野生型マウス（WT：A）， Col1a1-Klf4マウス（TG：B）ともにvan 

Gieson陽性領域を認める．mc；メッケル軟骨 スケールバー；200μm

mc mc

A B

WT TG
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Fig. 5：骨芽細胞におけるKLF4過剰発現時およびノックダウン時のECM発現解析

コンフルエント時のRNAを精製，逆転写を行い，リアルタイムPCRにより骨芽細

胞にKLF4を過剰発現させた際のECM（Spp-1：Secreted phosphoprotein 1 ，VN:：

Vitronectin ， TnC: ： Tenascin-C ， Fn1 ： Fibronectin 1 ， Ibsp ： Integrin-binding

sialoprotein）発現 （A）ならびにKlf4に対するsiRNA（siKlf4）を導入した際

（+：KLF4ノックダウン）の各種ECM発現（B）を測定した．G；GFP K；KLF4

*P< 0.05
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Fig. 6：胎生15.5日齢マウス下顎骨における遺伝子発現部位解析

胎生15.5日齢野生型マウス（A，C，E，G），Col1a1-Klf4マウス（B，D，F，H）

マウス前頭断におけるin situ hybridization像．Spp-1（A，B），Ibsp（C，D），

TnC（E，F），Fn1（G，H）の遺伝子発現を示す． mc；メッケル軟骨

スケールバー；200μm
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Fig. 7：Runx2，Sp7がKLF4の骨芽細胞分化に対する作用に及ぼす影響

骨芽細胞にKLF4（B），Runx2（C），Sp7（E）をそれぞれ単独発現させ，

KLF4とRunx2（D）もしくはKLF4とSp7（F）を共発現させ，骨芽細胞培養

8日目にアリザリンレッド染色を行った．コントロール（A）として緑色蛍

光タンパク質（GFP）を使用．

A B

C D

E F

KLF4
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Fig. 8： KLF4による破骨細胞成熟に対する作用にRunx2，Sp7が及ぼす影響

KLF4（B），Runx2（C），Sp7（E）をそれぞれ単独発現，KLF4とRunx2

（D）もしくはSp7（F）を共発現させた骨芽細胞をBMMsと共培養させ，培

養7日目にTRAP染色像を行った．コントロールとしてGFP（A）を使用．

（G；次項）それぞれのTRAP陽性細胞数を計測したもの．統計学的検定の

結果は GFP，KLF4，KLF4+Runx2，KLF4+Sp7の間のみを示す．*P< 0.01，

n.s.；有意差なし スケールバー；50μm
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Fig. 9：KLF4によるRANKL/OPG比に対する作用にRunx2，Sp7が及ぼす影響

KLF4，Runx2，Sp7をそれぞれ単独，KLF4とRunx2もしくはSp7を共発現させた

骨芽細胞の培養6日目におけるOsteoprotegerin(OPG) 発現量に対するRANKL発

現量をリアルタイムPCRにより測定した．統計学的検定の結果は GFP，KLF4，

KLF4+Runx2，KLF4+Sp7の間のみを示す．*P< 0.01，n.s.；有意差なし

* n.s.

n.s.
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Fig. 10： KLF4によるECM発現に対する作用にRunx2，Sp7が及ぼす影響

KLF4，Runx2，Sp7をそれぞれ単独発現，KLF4とRunx2もしくはSp7を共発現

させた骨芽細胞コンフルエント6日目におけるTnC（A），FN1（B），Ibsp

（C），Spp-1（D）の発現をリアルタイムPCRにより測定した．統計学的検

定の結果は GFP，KLF4，KLF4+Runx2，KLF4+Sp7の間のみを示す．*P< 0.05，

**P< 0.01， n.s.；有意差なし
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Fig. 11：マウス膝関節におけるKlf4の局在

生後0日（A），生後2か月（B），生後6か月（C）正常マウス膝関節Klf4免疫

染色像．拡大像における黒矢印は核に陽性反応を認める軟骨細胞を示す．

fe ；大腿骨 スケールバー；A-C：500μm，拡大図：10μm

生後
0日

生後
2か月

生後
6か月

A

B
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Fig. 12：軟骨細胞においてKLF4がECMに及ぼす影響

GFP，KLF4をそれぞれ発現させた軟骨細胞培養8日目における アルシアンブ

ルー染色像（A）．GFP，KLF4をそれぞれ発現させた軟骨細胞コンフルエン

ト後8日目におけるII型コラーゲン(Col2a1），アグリカン（Acan）の発現を

リアルタイムPCRにより測定した（B）．*P< 0.05 G；GFP K；KLF4
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Fig. 13：KLF4を発現させた軟骨細胞におけるECM

発現解析

GFP，KLF4をそれぞれ発現させた軟骨細胞コンフル

エント後8日目におけるIX型コラーゲン（Col9a1），

デコリン（Decorin），バイクリカン（Biglycan），

XI型コラーゲン（Col11a1），フィブロモジュリン

（Fibromodulin），ルミカン（Lumican），プロテオ

グリカン4（Prg4）の発現をリアルタイムPCRによ

り測定した． *P< 0.05，**P< 0.01

*

*
* *

Col9a1 FibromodulinDecorin Biglycan Col11a1 Lumican

G K G G G G GK K K K K

G K
Prg4

**
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Fig. 14：軟骨細胞におけるKLF4による軟骨基質生成量低下に対するMmp阻害剤

の影響

GFP，KLF4をそれぞれ発現させた軟骨細胞にMmp阻害剤であるGM6001を加えた

コンフルエント後8日目のアルシアンブルー染色像（B：GFP+GM6001，D：

KLF4+GM6001）．コントロールとしてジメチルスルホキシド（DMSO）を加えた

（A：GFP+DMSO，C：KLF4+DMSO）． スケールバー；50μm

DMSO GM6001GFP

KLF4

B

C D

A
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Fig. 15：関節リウマチモデルマウス指関節におけるKlf4の局在

関節リウマチモデルマウスであるD1CCマウスの生後16週指関節Klf4免疫染色

像．正常部位（A，C）では滑膜（sy）が，炎症部位（B，D）ではパンヌス

（pa）が見られる．正常部位の拡大像（C），炎症部位の拡大像（D）ともに

核に陽性反応を認める軟骨細胞（黒矢印）と滑膜細胞（白矢印）が，炎症部

位（D）では軟骨破壊部（星印）が見られる．スケールバー；200μm

正常部位 炎症部位

A B

C D
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Fig. 16：KLF4を発現させた軟骨細胞におけるプロテアーゼ発現解析

GFP（G），KLF4（K）をそれぞれ発現させた軟骨細胞コンフルエント8日

目（A），0日目（B）における各種プロテアーゼの発現をリアルタイム

PCRにより測定した．*P< 0.05
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Fig. 17：KLF4を発現させた軟骨細胞におけるMmp2，Mmp9の活性検出

GFP，KLF4をそれぞれ発現させた軟骨細胞培養8日目におけるMmp9、

Mmp2の活性をGelatin zymographyにより検出．Mmp9はGFP，KLF4存在

下ともに潜在型Mmp9（proMmp9），活性型Mmp9（act.Mmp9）のバン

ドを認め，Mmp2はGFP存在下では潜在型Mmp2（proMmp2）を，KLF4

存在下では潜在型Mmp2（proMmp2），活性型Mmp2（act.Mmp2）のバ

ンドを認める（geltain）．泳動タンパク量比較の為に銀染色を行った

（下図）．

GFP KLF4


