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緒言 

 

脊椎動物の骨格は、膜性骨形成と内軟骨性骨形成の二つの様式により形成される 1–3。膜

性骨形成は未分化間葉系細胞から分化した骨芽細胞によって直接的に骨が形成される過程

であり、鎖骨や頭蓋骨、上下顎骨の一部などを形成する 1,2。一方、内軟骨性骨形成は未分化

間葉系細胞が軟骨細胞に分化し、段階的に分化・成熟し、軟骨組織が骨組織へと置換される

多段階から成る複雑な過程であり、椎骨や肋骨、四肢の長管骨、脳頭蓋底などを含む大部分

の骨格形成を担っている 1–3。内軟骨性骨形成では、まず未分化間葉系細胞が凝集し、静止

軟骨細胞へと分化する 2,3。そして静止軟骨細胞は、増殖軟骨細胞、さらに肥大軟骨細胞へ

と分化・成熟し、軟骨基質であるアグリカンや 2型および 10型コラーゲンなどを分泌しな

がら軟骨組織を形成する 3。その後、軟骨基質の石灰化と分解、軟骨細胞のアポトーシスを

経て、軟骨組織に生じた間隙に血管が侵入する 3。侵入した血管に含まれる未分化間葉系細

胞が骨芽細胞へと分化し骨形成を進め、その結果、軟骨組織を骨組織に置換し、内軟骨性骨

形成は完了する 1–3。 

内軟骨性骨形成の過程は、様々なサイトカイン、シグナル伝達物質および転写因子により

緻密に制御されている。内軟骨性骨形成に関わるサイトカインとしては、骨形成因子（Bone 

morphogenetic protein：BMP）、線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factors：FGF）4,5、

インディアンヘッジホッグ（Indian Hedgehog：Ihh）6,7、血管内皮細胞増殖因子（Vascular 
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endothelial growth factor：VEGF）8,9、Wingless-type MMTV integration site family（Wnt）

10,11、副甲状腺ホルモン関連蛋白（Parathyroid hormone-related protein：PTHrP）12,13など

が知られている。その中でも、BMP2は内軟骨性骨形成過程に特に重要な役割を担っている

ことが示されている。BMP はもともと、脱灰骨基質をウサギの筋組織に埋入することで骨

組織が誘導されたことにより発見されたタンパク質である 14。その発見後、ウシの骨抽出液

から BMP1、BMP2、BMP3が抽出され、その一次構造を解析した結果、BMP1がメタロプ

ロテアーゼであり、BMP2、BMP3がトランスフォーミング増殖因子（Transforming growth 

factor ：TGF-）スーパーファミリーに属することが示された 15。現在に至るまで約 15種

の BMPが存在し、BMP1以外が TGF-スーパーファミリーに属していることが報告されて

いる 16,17。ヒト骨髄由来の未分化間葉系細胞に BMP2 を作用させると、軟骨細胞へと分化

が誘導されることが知られている 18。またマウス筋芽細胞株 C2C12に BMP2を作用させる

と、筋管細胞への分化が阻害され、骨芽細胞へと分化することが明らかになっている 19。ま

た in vivoにおいて、BMP アンタゴニストである Nogginを強制発現させたトランスジェニ

ックマウスでは、軟骨形成が阻害されることが知られている 20。さらに、肢芽特異的な BMP2

コンディショナルノックアウト（conditional Knock Out：cKO）マウスは、軟骨細胞の成熟

の阻害や、一次骨化中心の形成の遅延などの表現型を呈し、重篤な軟骨異形成症状をきたす

21。このように BMP2は、内軟骨性骨形成の初期から後期にかけて重要な役割を果たしてい

る。BMP2の細胞内シグナル伝達経路は、Smad経路と、非 Smad経路に大別される 22。内
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軟骨性骨形成過程における Smad経路では、BMP2が、2型および 1型の BMP受容体に結

合すると、2 型受容体が 1 型受容体の細胞膜貫通部直下に存在する Glycine/serine-rich 

domain（GS）ボックスをリン酸化し、1型受容体のセリンスレオニンキナーゼが活性化さ

れる。活性化された 1型受容体は、Smad1、Smad5あるいは Smad8をリン酸化し、共有型

Smadである Smad4とタンパク質複合体を形成し、その後、細胞核内へ移行し、標的遺伝

子の転写を制御する 23。また、内軟骨性骨形成に関わるシグナル伝達物質としては、前述の

Smadや分裂促進因子活性化プロテインキナーゼ（Mitogen-activated Protein Kinase：MAPK）

やホスファチジルイノシトール 3キナーゼ（phosphatidylinositol 3-kinase：PI3K）などがあ

げられる。MAPKは、代謝、増殖、分裂、運動、アポトーシスなど、細胞のさまざまな機能

に関与するセリンスレオニンキナーゼであり、これまでのところ細胞外シグナル制御キナ

ーゼ（Extracellular Signal-regulated Kinase：ERK）、c-Jun N端末キナーゼ（c-Jun N-terminal 

kinase：JNK）、p38の 3種類が同定されている。繊維芽細胞成長因子受容体 3（Fibroblast 

growth factors receptor 3：FGFR3）は MAPKシグナル伝達経路を介して軟骨細胞の増殖お

よび分化を制御している 24–26。PI3K の標的である Akt1 をノックアウトしたマウスでは、

二次骨化中心の形成が阻害されると報告されている 27。内軟骨性骨形成に深く関与する転

写因子としては、Sex determining region Y（SRY）-box 9（Sox9）、Sox5および Sox6は未

分化間葉系細胞から軟骨細胞への分化に 28、Runt-related transcription factor 2（Runx2）は

軟骨細胞の肥大化に 6,29、Sp7 transcription factor（Sp7/Osterix）は Runx2の下流において
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軟骨基質の石灰化と分解に対して必須的役割を担っている 30。 

このような緻密な制御がなされている中で、いずれかのステップに障害が生じると、様々

な軟骨疾患を誘発することが知られている。FGFR3遺伝子の変異により軟骨細胞の増殖が

阻害されることにより発症する軟骨無形成症（Achondroplasia：ACH）およびタナトフォリ

ック骨異形成症（Thanatophoric dysplasia：TD）や 31、2型コラーゲン遺伝子の変異により

軟骨基質の分泌が阻害されることにより発症するStickler症候群 32やKniest症候群 33など、

様々な軟骨疾患の原因遺伝子とメカニズムが明らかになっている。これらの疾患に対して

は、仮骨延長術や矯正歯科治療を伴う上下顎骨骨切り術などの外科的治療法が行われてい

る。また近年、高コレステロール血症治療薬であるスタチンを TD患者由来の iPS細胞実験

系および ACHマウスモデルに添加あるいは投与すると、軟骨細胞の増殖能および骨の伸長

が生じることが示され 26、これら疾患への薬剤治療法が模索されている。したがって、内軟

骨性骨形成過程に関連する疾患の病因を明らかにすることは、歯科医学、歯科医療および医

学の発展に寄与すると期待される。 

本研究においては、BMP2により制御され、内軟骨性骨形成過程に関与する新規遺伝子を

同定するために、マウス肢芽細胞を用いて Microarray 解析を行い、機能がほとんど未知で

あるプロテインキナーゼ Yank1（Yet another novel kinase 1）を同定した。さらに、Yank1

の発現制御メカニズムの解明とともに、Yank1 遺伝子欠損マウスを作製してその機能解析

を試みた。  
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方法 

 

1. マウス肢芽細胞の単離と培養 

 胎生 13.5日齢の Slc：ICRマウス（以下 ICRマウス）（日本 SLC、静岡）の肢芽をリン酸

緩衝生理的食塩水（Phosphate buffered salts：PBS）（Wako、大阪、日本）中で分離し、

0.05%トリプシン含有 0.53 mMエチレンジアミン四酢酸（Ethylenediaminetetraacetic acid：

EDTA）（ナカライテスク、京都、日本）を用いて 37°C の温浴槽で約 10 分間振盪して消化

した。消化後、40 m セルストレーナー（BD Falcon、CA、USA）で細胞液を濾過し、濾過

液中の細胞を 230 gで 5分間遠心して、肢芽細胞を単離した。細胞濃度が 16×104 細胞/cm2

になるよう 10%ウシ胎仔血清（Fetal bovine serum：FBS）（Gibco Laboratory、NY、USA）

およびペニシリン-ストレプトマイシン-L-グルタミン溶液（x100）（Wako）を含む改変型

イーグル最小必須（MEM）培地（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA）で培養した。 

 

2. マウス骨芽細胞の単離と培養 

 生後 3 日齢の ICR マウス（日本 SLC）の頭蓋冠を採取し、付着軟組織を除去し、4 mM 

EDTA含有 PBSを用いて 37°C温浴槽で約 10分間振盪して消化した。消化処理および PBS

による洗浄を 3回繰り返した後、0.2%コラゲナーゼ（Fujifilm、東京、日本）含有 PBS溶液

を用いて 37°C温浴槽で酵素処理を連続して 3回行った。1回目の酵素処理は 10分間行い、



6 

 

上清をアスピレーターで吸引した。2回目および 3回目の酵素処理は 20分間行い、上清を

40 mセルストレーナーで濾過、230 gで 5分間遠心した。濾過液を混合し、細胞濃度が 3

×104 細胞/cm2になるように 10% FBSを含むMEM培地で培養した。 

 

3. 細胞培養 

ヒト胎児腎臓由来細胞株 293、マウス筋芽細胞株 C2C12、マウス未分化間葉系細胞株

C3H10T1/2 は理研細胞バンク（埼玉、日本）より購入した。レンチウイルスパッケージン

グ細胞 LentiX-293Tは TAKARA（滋賀、日本）より購入した。肢芽細胞、骨芽細胞、C2C12

細胞、および C3H10T1/2 細胞は 10% FBS を含むMEM 培地にて、293 細胞は 10% FBS

を含むダルベッコ改変イーグル（DMEM）（低グルコース）培地（Sigma-Aldrich）にて、

LentiX-293T細胞は 10% FBSを含む DMEM（高グルコース）培地（Sigma-Aldrich）にて、

37°C、5%二酸化炭素気相下で培養した。 

 

4. リコンビナント BMP2の作製 

 BMP2遺伝子の全長を pcDNA3.1（Invitrogen、CA、USA）を用いてサブクローニングし

た発現ベクターを X-tremeGene 9 DNA Transfection Reagent（Roche、Basel、Switzerland）

を用いて、10% FBS含有 DMEM（高グルコース）培地にて培養した Renti-X細胞にトラン

スフェクションさせた。6時間後に培地を交換し、3日後に上清を回収し、リコンビナント
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BMP2として実験に用いた。 

リコンビナント BMP2 の効果は、マウス肢芽細胞のアルカリホスファターゼ活性の促進

効果により確認した。胎生 13.5 日齢の ICR マウスの肢芽細胞をリコンビナント BMP2 存

在下あるいは非存在下のMEM培地で 5日間培養し、PBSにて洗浄後、4%ホルマリン溶液

（WAKO）にて 10分間固定処理を行い、330 ng/ml Nitro blue tetrazolium（NBT）（Sigma）、

165 ng/ml Bromochoroindory phosphate（BCIP）（Sigma）、100 mM NaClおよび 5 mM MgCl2

を含む 100 mMトリス塩酸緩衝液（pH 9.5）で 37°Cにて反応させ、アルカリホスファター

ゼ染色を行った。 

 

5. 全RNAの精製 

培養細胞をPBSで洗浄後、NucleoSpin RNA Plus（Takara）を用いて全RNAを精製した。

マウス生体組織は、胎生12.5日齢のICRマウスより、心臓、脳、肝臓、肺、胃、および肢芽

組織を採取し、速やかに液体窒素にて凍結させ、組織粉砕専用機Micro Smash（TOMY、東

京、日本）を用いて4000 rpmで30秒間粉砕処理後、氷上で1分間冷却し、再度4000 rpmで30

秒間粉砕処理を行った。得られた上清からNucleoSpin RNA Plusを用いて全RNAを精製した。 

 

6. アデノウイルスの作製 

改変型緑色蛍光タンパク質 Venus、BMP2、Runx2、Osterix、Msx2、ならびに Smad6ア
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デノウイルスは、Takigawaらが Adenovirus Dual Expression Kit（TAKARA）を用いて作製

したもの 34を使用した。それぞれのアデノウイルスベクターは、293細胞で増幅後、ウエス

タンブロッティングにて発現を確認した後に、実験に供した。 

 

7. Microarray解析 

胎生13.5日齢のICRマウスから肢芽細胞を採取し、BMP2アデノウイルス添加群と非添加

群に分けて48時間培養した。NucleoSpin RNA Plus Kitを用いて全RNAを精製し、GeneChip 

3'IVT Plus Reagent Kit（Thermo Fisher Scientific、Wilmington、USA）を用いてcDNAを合

成した。GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array（Thermo Fisher Scientific）上で16時間ハ

イブリダイズし、洗浄後、Gene Chip Scanner 30007 G（Thermo Fisher Scientific）でスキ

ャンした。その後、Affymetrix Expressiom（Thermo Fisher Scientific）によって定量化した。  

 

8. ウエスタンブロッティング法 

細胞を PBSで洗浄後、細胞溶解液｛50 mMトリス塩酸（pH7.4）、150 mM塩化ナトリウ

ム、1 mM EDTA、1%ノニデット P40、0.25%デオキシコール酸ナトリウム｝にて溶解し、

細胞溶解液を 4°C、20000 gで 5分間遠心し、上清をメルカプトエタノール含有ドデシル硫

酸ナトリウム（SDS）サンプルバッファー｛197.5 mM Tris-HCl（pH 6.8）、6.0%（v/v）SDS、

15.0%（v/v）2-メルカプトエタノール、9.56%（w/v）sucrose、0.040%（w/v）ブロモフェ
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ノールブルー｝で熱溶解（95°C、5分間）し、サンプルとした。サンプルを 10% SDS-ポリ

アクリルアミドゲルを用いた電気泳動法により分離し、ニトロセルロースメンブレンに転

写後、一次抗体として、マウス抗-Actin 抗体（MBL、名古屋、日本）、マウス抗 Flag 抗体

（Sigma-Aldrich）、マウス抗Runx2抗体（MBL）あるいはヤギ抗Myc抗体（abcam、Cambridge、

UK）と反応させ、二次抗体として西洋わさび過酸化酵素を付与した抗マウス IgG 抗体、

（Jackson Immuno Research、PA、USA）、あるいは抗ヤギ IgG 抗体（MBL）と反応させ

た。イムノスターLD（Wako）を用いて発光シグナルを増幅した後、X線フィルム（Kodak、

NY、USA）に現像した。 

 

9. Real-time quantitative Polymerase Chain Reaction（RT-qPCR）によるmRNAの定

量 

精製した全 RNAを 65°C、5分間変性させた後、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover（TOYOBO、大阪、日本）を用いて逆転写反応を行い、cDNAを合成した。

mRNA発現の定量は、得られた cDNAを鋳型として、Taqmanあるいは SYBR Green PCR 

protocolに従い、StepOnePlus（Applied Biosystems、Branchburg、NJ、USA）を用いて行

った。使用した Taqman および SYBR GREEN のプローブおよびプライマーは、表 1 に示

す。 
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10. Yank1 ノックアウト（KO）マウスの作製 

Yank1 遺伝子の第 2 エキソンの開始コドン直下に、終止コドンを含む短い 1 本鎖 DNA

（ssODN）が挿入されるように設計し（図 1）、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いて Yank1 

遺伝子欠損マウスを作製した。Technique for Animal Knockout system by Electroporation

（TAKE法）35に準じ、Cas9タンパク質、crRNA、tracrRNA、ssODNをエレクトロポレー

ションにて C57BL6/J マウスの前核期受精卵に導入し、20 時間培養後、2 細胞期に達した

マウス胚を偽妊娠マウスの卵管移植し、Yank1 遺伝子欠損ヘテロマウス（F0系統）を作製

した。Yank1 遺伝子欠損は、PCR解析およびその PCR産物のシークエンス解析｛Macrogen 

Japan（京都、日本）での受託解析｝にて確認した。使用した PCR プライマーは図 2 に示

した。F0 マウスと C57BL6/Jを交配させて、PCR解析にて germ line transmission を確認

し、Yank1 遺伝子ヘテロ変異マウス（F1系統）を樹立した。Yank1 遺伝子へテロ欠損マウ

ス同士の交配により Yank1 KOマウスを作製した。 

 

11. アルシアンブルー・アリザリンレッド二重染色による骨格標本の作製 

マウス新生仔もしくはマウス胎仔を 95%エタノール液中に浸漬固定し、アルシアンブル

ー溶液（80%エタノール、5%酢酸、0.015%アルシアンブルー）にて 24 時間浸漬し、軟骨

組織を染色した。100%エタノールにて脱水し、1%水酸化カリウム溶液にて軟組織を除去し

た後、1%水酸化カリウムを含む 0.002%アリザリンレッド S 溶液を用いて石灰化組織を染
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色した。1%水酸化カリウムを含むグリセリン溶液にて余分に染色されている部分を脱色後、

実体顕微鏡下にて観察および写真撮影を行った。 

 

12. ヘマトキシリンエオジン染色 

胎生 15.5 日齢マウスより後肢を採取した後、4°C で 4%パラホルムアルデヒドに 1 晩浸

漬固定後、通法に従ってパラフィン包埋し、厚さ 5 m の切片を作成した。非脱灰パラフィ

ン切片を脱パラフィン処理後、流水で洗浄し、ヘマトキシリンにて 15分間染色した。20分

間流水洗浄した後、エオジンにて 1分間染色してから脱水した。 

 

13. von Kossa 染色 

非脱灰パラフィン切片を脱パラフィン処理後、脱イオン水で 2回洗浄し、5%硝酸銀水溶

液を加え、30分間、日光に照射して発光させた。脱イオン水で 2回洗浄し、5%チオ硫酸ナ

トリウム水溶液を加え室温に 2 分間静置し反応を停止した。対比染色はケルンエヒロート

液を用いた。 

 

14. 蛍光免疫染色 

非脱灰パラフィン切片を 60°Cで 1 時間ベーキングし、室温で 15 分放置した。脱パラフ

ィン処理後、脱イオン水で 3 回、PBS で 1 回洗浄した後に、5%ヒアルロニダーゼ/PBS 溶
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液にて、37°C、30 分間、抗原賦活を行った。その後、PBS で 3 回洗浄し、1% BSA 含有

0.05%アジ化ナトリウム PBS にて 1 時間、室温でブロッキングを行った。その後一次抗体

として抗マウス 2型コラーゲン抗体（Chondrex、Redmond、WA、US）、抗ウサギ 10型コ

ラーゲン抗体（LSL、東京）あるいは抗ウサギ MMP13抗体（abcam、Cambridge、UK）に

て 4°C で一晩反応させた。その後 PBS で 3 回洗浄し、二次抗体として Alexa Fluor 555

（Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）と結合した抗マウス IgG 抗体もしくは抗ウサギ IgG 抗

体を室温で 30分反応させた。PBSで 3回洗浄後、VECTA SHIELD Mounting Medium with 

DAPI（VECTOR LABORATORIES、CA、USA）にてスライドガラスを封入し、蛍光顕微鏡

下にて写真撮影を行った。 

 

15. 統計処理 

 実験結果は、平均値±標準偏差（SD）で表し、P値が 5%未満のものを有意差ありとした。

2群間比較にはマン・ホイットニーの U検定を用いた。3群間以上の比較には 1要因の場合

Kruskal-Wallis検定、2要因の場合 Aligned Rank Transform後に Two way ANOVA 検定を行

い、P 値が 5%未満のものに対して Turkey 検定を用いて多重比較検定を行った。統計学的

処理は GraphPad Prism 8（GraphPad Software Inc、San Diego、CA）を用いて行った。 
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結果 

 

1. BMP2誘導性新規因子 Yank1 遺伝子の同定および発現の検討 

内軟骨性骨形成の制御に関与する新規因子を同定するために、軟骨細胞への高い分化能

を有する胎生 13.5 日齢の ICRマウスの肢芽細胞を BMP2アデノウイルス存在下で培養し、

BMP2 により発現上昇する遺伝子を Microarray 解析にて網羅的に検索した。その結果、新

規プロテインキナーゼYank1 の発現が、BMP2により誘導されることが見出された（表2）。

また、RT-qPCR解析によっても、BMP2刺激により Yank1 mRNAの発現が誘導されること

を確認した（図 3）。 

 

2. 内軟骨性骨形成過程に関連する細胞における Yank1の発現誘導能の検討 

前述のように、内軟骨性骨形成は未分化間葉系細胞が軟骨細胞に分化し、軟骨細胞が分

化・成熟し、軟骨組織が骨組織へと置換される生命現象である。このいずれの過程の細胞に

おいてYank1が関係しているかを探索するために、マウス未分化間葉系細胞株C3H10T1/2、

マウス筋芽細胞株 C2C12、胎生 13.5日齢のマウス肢芽細胞、骨組織を形成するマウス頭蓋

冠由来骨芽細胞の 4種の細胞を用いて、BMP2刺激あるいは非刺激下における Yank1 の発

現を解析した。それぞれの細胞に対してアデノウイルスベクターを用いて BMP2 を過剰発

現させ、Yank1 mRNAの発現を RT-qPCR法にて解析した結果、BMP2は、肢芽細胞に加え



14 

 

て、マウス頭蓋冠由来骨芽細胞においても、Yank1 の発現を著明に増加させた。一方、C2C12

細胞および C3H10T1/2細胞においては、BMP2刺激あるいは非刺激下のいずれの条件下に

おいても、Yank1 の発現はほとんど検出できなかった（図 4）。したがって Yank1は、軟骨

細胞および骨芽細胞の分化において機能を発揮していると示唆された。一方、C2C12 細胞

や C3H10T1/2細胞の株化細胞においては、BMP2存在下でも Yank1の発現が認められなか

ったため、Yank1 の発現誘導には、肢芽細胞および骨芽細胞特異的な因子が存在し、その

関与が必要であると考えられた。 

 

3. 肢芽成長過程における Yank1の発現時期に関する検討 

さらに肢芽組織の成長過程における Yank1 の発現時期を探索するために、軟骨原基が形

成され始める胎生 11.5 日齢から、軟骨組織の石灰化が進行する胎生 15.5 日齢までの ICR

マウスの肢芽組織より全 RNAを回収し、RT-qPCR法にて Yank1 の発現を解析した。その

結果、胎生 11.5 から 15.5 日齢までの間、Yank1 の発現に明確な変動は認めなかった（図

5）。したがって、Yank1は生体組織において、軟骨原基の形成過程から軟骨組織の石灰化過

程、すなわち内軟骨性骨形成の初期から成熟期において、ほぼ一定に発現していることが示

された。 

 

4. BMP2による Yank1の発現制御機構に関する検討 



15 

 

BMP2は、Smadシグナル経路を主要なシグナル伝達経路としている。そこで Smadシグ

ナル伝達経路と、Yank1 の発現制御機構との関係を検討するために、胎生 13.5日齢の肢芽

細胞に対して、BMP2とともに Smad6を過剰発現させ、RT-qPCR 解析にて Yank1 の発現

を検索した。その結果、Smad6 の過剰発現により Smad シグナル伝達経路を阻害すると、

BMP2誘導性の Yank1 の発現上昇が抑制された（図 6）。したがって BMP2は、Smadシグ

ナル伝達経路を介して Yank1を誘導することが示された。 

また、BMP2の下流で機能する転写因子 Runx2、Osterix、および Msx2と Yank1 の発現

制御機構との関係を検討するために、胎生 13.5日齢の肢芽細胞に、Runx2、Osterix、ある

いは Msx2 アデノウイルスを作用させ、RT-qPCR 法にて解析を行った。その結果、これら

の転写因子を過剰発現しても、Yank1 の発現への効果は認められなかった（図 7）。 

 

5. Yank1遺伝子ホモ欠損（KO）マウスの作製 

生体における Yank1の機能解析を行うため、CRISPR/Cas9ゲノム編集法を用いて Yank1 

KO マウスを作製した。TAKE 法に基づいて Yank1 遺伝子の第 2 エキソンの開始コドン直

下に、終止コドンを含む ssODN を挿入したところ、F0 系統のマウスが 16 匹得られた。

PCR 解析および DNA シークエンス解析により、#5 の雌マウスと#15 の雄マウスの 2 匹が

Yank1遺伝子変異マウスであると考えられた（図 8）。Germ line transmissionを確認するた

め、F0系統の#15の雄マウスと C57BL6/Jの雌マウスを交配させ、Yank1 遺伝子ヘテロ欠
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損マウスの F1系統を作出した。PCR解析により、F1系統への Germ line transmission を

確認できたため、F1系統の Yank1 遺伝子ヘテロ欠損マウス同士を交配し、Yank1 KOマウ

スを作製した。Yank1 KO マウスの表現型は、同腹の野生型マウスと比較して解析した。

Yank1 遺伝子ヘテロ欠損マウスおよび Yank1 KO マウスは、外見上、正常に成長発育し、

生殖能も有していた。 

 

6. Yank1 KOマウスの骨格の解析 

骨格形成への Yank1 の関与を検討するために、胎生 14.5 日齢、胎生 16.5 日齢、および

生後 0 日齢の Yank1 KO マウスおよび同腹の野生型をアリザリンレッド・アルシアンブル

ー二重染色し、骨格標本を作製、観察した。Yank1 KOマウスは、いずれの時期においても、

全身の骨格の形態および大きさ、四肢骨や手指、肋骨、鎖骨、頭蓋骨の軟骨組織の形成なら

びに骨組織の石灰化の程度に関して明確な表現型は認めなかった（図 9、10、11）。さらに

詳細に内軟骨性骨形成過程における Yank1 の関与を検討するために、胎生 16.5 日齢の

Yank1 KOマウスの脛骨組織を病理組織学的に検索した。Yank1 KOマウスの軟骨細胞の分

化、成熟、および一次骨化中心の石灰化は、同腹の野生型マウスと違いは認めなかった（図

12）。また、Yank1 KOマウスにおける 2型コラーゲン、10型コラーゲンおよびMMP13の

発現も、同腹の野生型マウスと同程度であった（図 13）。 
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7. Yank1を代償する因子の探索 

Yank1 KO マウスにおいて骨格形成および四肢骨における石灰化および軟骨細胞の成熟

に明確な表現型が観察されなかった理由として、他の分子が Yank1 の機能を代償している

可能性が推察される。その候補として、Yank1と高いホモロジーを有し、同じファミリーメ

ンバーである Yank2が考えられた。Yank2は、約 48kDaのセリンスレオニンキナーゼであ

り、ヒトにおいて 4p16 の遺伝子座に位置している。4p16 の欠失が原因で発症すると報告

されている Ellis-van Creveld（EVC）症候群は、多指、四肢と肋骨の短縮、および爪と歯の

異形成等を特徴とする常染色体劣性遺伝の症候群である 36–38。これらの知見を踏まえて、

胎生 12.5日齢マウス組織における Yank2 の発現を RT-qPCR法にて検索したところ、肢芽

および脳に、Yank2 の高い発現を認めた（図 14）。したがって、Yank2は肢芽形成過程に発

現し、Yank1 の機能を代償していると推察された。そこでマウス肢芽細胞における Yank2

の発現が、Yank1 と同様に BMP2 により制御を受けているか否かを RT-qPCR 法にて検索

した。その結果、BMP2 は Yank2 の発現に影響を与えなかった（図 15）。また Yank1 およ

び Yank2と同じファミリーメンバーである Yank3の発現をマウス肢芽細胞およびマウス骨

芽細胞にて RT-qPCR法を用いて検索したが、BMP2の存在の有無にかかわらずその発現は

検出限界以下であった。また胎生 12.5 日齢マウスの肢芽組織における Yank3 の発現量も

検出限界以下であった。 
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考察 

 

BMP2は、さまざまなシグナル伝達分子や転写因子を介し、内軟骨性骨形成過程において

多様な役割を果たしていることが明らかにされつつあるが 18--30, 39, 40、内軟骨性骨形成過程

における BMP2 の制御機構の全貌は未だ明らかになっていない。BMP2 が複雑な内軟骨性

骨形成過程をどのようにして制御しているのか、また BMP2 シグナル伝達経路の異常が軟

骨あるいは関節疾患の発症にどのように繋がるのかを解明することは、学術的にも臨床的

にも重要な課題である。そこで本研究では、BMP2シグナルの下流で機能し、内軟骨性骨形

成を制御する新規因子の同定と、その機能的役割の解明を目指した。その結果、BMP2によ

り発現上昇する遺伝子として Yank1 を同定し、Yank1 が、肢芽細胞および骨芽細胞特異的

において Smad経路を介して、発現調節されることを明らかにした。また、Yank1 KOマウ

スを作製して骨格形成および軟骨細胞の分化・成熟における Yank1の役割の解明を試みた。

しかしながら Yank1 KO マウスにおいて明確な表現型は確認できなかった。その原因とし

て、Yank1と同じファミリーに属する Yank2が代償的に働いている可能性が推察された。 

Microarray解析の結果、肢芽細胞における BMP2による Yank1 の発現上昇の程度は、内

軟骨性骨形成過程に必須なOsterix 39やMsx2 40と比較しても大きかった（表 2）。Yank1は、

セリンスレオニンキナーゼドメインを有していることから、セリンスレオニンキナーゼと

して機能すると予測される。ヒトゲノム遺伝子解析により、約 518 種のプロテインキナー
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ゼが同定されており、セリンスレオニンキナーゼは、ヒトと種々の真核生物を比較した進化

系統学的解析により 7つのグループに分類される 41。Yank1はその中の AGC グループに属

する。AGCグループは3つの代表的なファミリー、cAMP依存性プロテインキナーゼ（cAMP-

dependent protein kinase：PKA）、cGMP 依存性プロテインキナーゼ（cGMP-dependent 

protein kinase：PKG）およびプロテインキナーゼ C（protein kinase C：PKC）にちなんで

命名され、Yank ファミリーを含む合計 14 のファミリーに分類される 42。しかしながら

Yank1の機能的役割については、ほとんど研究がなされていない。胎生 11.5日齢から 15.5

日齢のマウスにおいて、肢芽は劇的に変化し成長を遂げ、内軟骨性骨形成が進行する 43。こ

の期間、BMP2は持続的に発現しており、胎生 11.5日齢では外胚葉性頂堤（apical ectodermal 

ridge：AER）および肢芽の後側に、胎生 12.5日齢では指間組織および後側の手首形成予定

領域に、胎生 13.5日齢では指間組織および指骨形成予定領域の軟骨原基に、胎生 14.5日齢

では指節間関節の形成予定領域周辺に、それぞれ限局して発現している 44。この時期の肢芽

組織において Yank1がほぼ一定に発現していたことから（図 5）、Yank1は BMP2と関連し

て軟骨細胞の分化および軟骨組織の形成に関与している可能性が推測された。そこで Yank1

の生体内における機能解析を行うために Yank1 KO マウスを作製し解析したが、骨格形成

や軟骨細胞の分化等に明確な表現型は認められなかった。その原因として Yank1 の機能を

代償する他の分子の存在が示唆された。Yankファミリーには、Yank1の他に Yank2（Stk32b）

と Yank3（Stk32c）が存在しており、Yank2は約 70%、Yank3は約 66%と、Yank1に対し
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て高いホモロジーを有しているが、これらの機能もほとんど明らかにされていない。本研究

結果より、胎生 12.5 日齢のマウスの肢芽において、Yank2 の高い発現を認めた（図 14）。

一方、肢芽細胞における Yank3 の発現は、BMP2の存在の有無に拘らず検出できなかった。

以上の結果から、Yank2 が Yank1 の機能を代償し、肢芽の成長ならびに内軟骨性骨形成の

制御に関与している可能性が推測された。興味あることに、肢芽細胞における Yank2 の発

現への BMP2 の効果は認められなかったことから（図 15）、Yank2 は BMP2 非依存的に機

能していると示唆された。 

YANK2 遺伝子は、ヒトでは 4p16 の遺伝子座に位置しており、4p16 の欠失により多指、

低身長あるいは歯の形態異常や先天欠如などを主症状とする常染色体劣性遺伝疾患である

EVC症候群を来すと報告されている 36,38。EVC症候群は、EVC1 および EVC2 遺伝子の変

異によって発症すると報告されており 36、EVC1 および EVC2 遺伝子に近接する Yank2 遺

伝子の変異もその発症に関与する可能性が示唆されている 36,37,45。また EVC 症候群は、軟

骨形成不全を呈することも報告されている 36。これらの遺伝学的研究は、内軟骨性骨形成に

おける Yank2の関与を示唆している。EVC症候群は、顎顔面形態の異常により、審美障害、

発音障害、咀嚼障害を来すことがあり、その改善のためには歯科矯正学的治療が必要であり

38、我が国において歯科矯正治療が保険適応となる疾患の一つである。この観点から、内軟

骨性骨形成における Yank2 の役割の解明は今後の重要な課題であり、そのためにも Yank1 

と Yank2 のダブルノックアウトマウスの作製とその解析が必要と考えられる。 
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 Yank1の発現が、BMP2/Smad経路を介することを示したが（図 6）、Smad分子の下流で

機能する転写因子については、明確な結果を得ることができなかった。BMP2/Smadシグナ

ルの下流あるいはパートナーとして機能し、内軟骨性骨形成に関与する転写因子として

Runx2、OsterixおよびMsx2が知られている 29,30,46。Runx2は、Ihhの発現を介して軟骨細

胞の肥大化に必須的役割を果たしている 29。Osterixは、Runx2および Smadシグナルによ

って発現制御されており、軟骨基質の分解を担う MMP13 の発現を誘導することが明らか

になっている 30。Msx2 は、Ihh と協調して軟骨細胞の石灰化を促進することが報告されて

いる 46。しかしながら Runx2、OsterixあるいはMsx2のいずれの過剰発現も Yank1の発現

に効果を示さなかった（図 7）。したがって、Yank1 の発現誘導には、Runx2、Osterix、あ

るいは Msx2 のそれぞれ単独では不十分であるか、あるいは BMP2 との関与が知られてい

ない未知の転写因子が関与している可能性が想定される。BMP2 の存在の有無に拘らず、

C2C12細胞あるいは C3H10T1/2細胞で Yank1 の発現が認められなかったことから、これ

らの細胞株と肢芽細胞を比較することによって、この課題を探索できる可能性が高いと見

込まれる。また骨芽細胞に BMP2を作用させた際にも Yank1 の発現誘導が見られたことか

ら、Yank1は骨芽細胞および骨形成にも関与している可能性が推察される。しかし、Yank1 

KO マウスで膜性骨化の異常も認められなかったので、この点においても Yank2 による代

償的作用の存在が推定できる。 

セリアック病患者のゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association Study：GWAS）
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による研究の結果、YANK1遺伝子の一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism：SNP）

がセリアック病の発症に関連すると報告されている 47–49。セリアック病は、グルテンによ

り惹起される小腸粘膜傷害と栄養吸収不良を特徴とする自己免疫疾患である 50。患者の約 9

割がヒト白血球型抗原 DQ2（Human Leukocyte Antigen DQ2：HLA DQ2）あるいは DQ8の

ヘテロ二量体を持つため、HLA DQ2 あるいは DQ8 が原因であると言われているが、セリ

アック病発症への寄与率は約 30%と報告されており、他の因子の関与が示唆されている 50–

52。本研究において作製した Yank1 KOマウスは、グルテンを含む小麦フスマを原材料とす

る固形飼料を与えて飼育しており、本稿執筆時において Yank1 KO マウスを最長約 7 か月

飼育して観察しているが、成長発育や便の性状、急激な体型の変化等に関して、野生型マウ

スと比較した外見上の違いを認めていないため、今後の解析が必要と思われる。 

内軟骨性骨形成過程の異常は、全身の骨格のみならず顎顔面の成長および発育にも影響

を及ぼし、審美性、咬合、発音および嚥下などの機能が障害されることがある。したがって、

内軟骨性骨形成の制御機構の解明は、顎顔面形態異常を伴う遺伝子疾患あるいは顎変形症

に対する診断や治療方針の決定にも貢献する。今後、骨・軟骨性疾患の原因解明や新規治療

法の開発への寄与を目的として、Yank ファミリーの生物学的機能を明らかにし、骨形成過

程の制御機構に対する理解を深めていきたいと考えている。 
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表 1. RT-qPCRに用いた Taqmanプローブと SYBR Greenプライマー 

 

Taqmanプローブ 

-Actin  

    Sense primer 5' -TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT- 3' 

    Anti-sense primer 5' -ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG- 3' 

    Probe 5' -CCTGGCTGCCTCAACACCTCAACCC- 3'  

Yank1  

    Sense primer 5' -TGGACTCCAAAATCATTTCTTCCAG- 3' 

    Anti-sense primer 5' -TTCCGACCAAAGGCAGGCTCAATTGTGA- 3' 

    Probe 5' -GGCAGAAGAGGCTCATTCCAGG-3' 

Runx2  

    Sense primer 5' - CTCCTTCCAGGATGGTCCCA - 3' 

    Anti-sense primer 5' -CTTCCGTCAGCGTCAACACC- 3' 

    Probe 5' -CACCACCTCGAATGGCAGCACGCT- 3' 

Osterix  

    Sense primer 5' -AGCGACCACTTGAGCAAACAT- 3' 

    Anti-sense primer 5' -GCGGCTGATTGGCTTCTTCT- 3' 

    Probe 5' -CCCGACGCTGCGACCCTCCC- 3' 

Msx2  

    Sense primer 5' - CCATATACGGCGCATCCTACC - 3' 

    Anti-sense primer 5' -CAACCGGCGTGGCATAGAG- 3' 

    Probe 5' -AGACCTGTGCTCCCCATCCCGCC- 3' 

  

SYBR Greenプライマー 

Yank1  

    Sense primer 5' -CCCAAGGAGACCCGGATCA- 3' 

    Anti-sense primer 5' -CTCAGCAGTTCGTAAGCCGT- 3' 

Yank2  

    Sense primer 5' -ATCGCCACGGTCCTGAAAG- 3' 

    Anti-sense primer 5' -CCAGTCCACGGGGTATGAGTA- 3' 

Yank3  

    Sense primer 5' -TATGTCGTCCATATCGTCAGGC- 3' 

    Anti-sense primer 5' -TGCTCGATTTCCTGTAGGATCTC- 3' 
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表 2. マウス肢芽細胞における遺伝子プロファイリング 

胎生 13.5 日齢の ICR マウスより肢芽細胞を採取し、24 時間培養後に BMP2 アデノウイ

ルス添加および非添加（Control）の上、12時間後にアデノウイルス非含有培地に交換した。

その 36 時間後に全 RNA を回収、cDNA を合成し、Microarray 解析により発現上昇する遺

伝子を網羅的に探索した。 

 

略称 遺伝子名 
倍率変化 

(log2) 

Yank1 Yet another novel kinase 1  4.2 

Sp7 Sp7 transcription factor 7 (Osterix) 4.0 

Ifi202b Interferon activated gene 202B 3.6 

Alpl Alkaline phosphatase, liver/bone/kidney 3.6 

Ifi44 Interferon-induced protein 44 3.5 

Dkk1 Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 3.0 

Msx2 Msh homeobox 2 2.8 
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図 1. Yank1 KO マウスの設計 

Yank1 遺伝子の第 2 エキソンに存在する開始コドンの直下にある PAM 配列の 3 塩基下

流をCRISPR/Cas9システムを用いて切断し、ssODNを挿入できるように設計した。ssODN

は、いずれの読み取りフレームにおいても終止コドンが翻訳されるよう、3つの終止コドン

を 4塩基ごとに組み込んだ。Ex：エキソン、ssODN：一本鎖 DNA、WT：野生型。 
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図 2. Yank1 KOマウスの遺伝子型の確認に用いた PCR プライマーの設計 

(A) 各プライマーの塩基配列。 

(B) プライマーF1および R1は Yank1の第 2エキソンの両端に設定した。プライマーF2は

挿入した ssODNと同じ塩基配列に、プライマーR2はプライマーF2の約 300塩基下流

に設定した。 

(C) プライマーF1および R1、あるいはプライマーF2および R2を用いて PCRを行うこと

により、図に示すサイズの PCR 産物が得られる。WT：野生型マウス、Het：遺伝子ヘ

テロ欠損型マウス、KO：遺伝子ホモ欠損型マウス。  



38 

 

 

 

図 3. マウス肢芽細胞における Yank1 mRNAの発現に対する BMP2の効果 

胎生 13.5 日齢の ICR マウスより肢芽細胞を採取し、24 時間培養後、リコンビナント

BMP2 存在あるいは非存在下（Control）にてさらに 48 時間培養後に全 RNA を回収した。

全 RNAを用いて cDNAを合成し、Yank1 mRNAの発現を RT-qPCR法にて解析した。Yank1 

mRNA 発現量は、-actin mRNA 発現量で補正し、非添加群における Yank1 mRNA の発現

量の倍数で示した （平均および標準偏差を示す。n=6）。 
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図 4. 肢芽細胞、骨芽細胞、C2C12細胞および C3H10T1/2細胞における Yank1 mRNAの

発現に対する BMP2の効果 

マウス肢芽細胞、マウス骨芽細胞、マウス筋芽細胞株 C2C12、およびマウス未分化間葉

系細胞株 C3H10T1/2 を 24 時間培養後、Venus（コントロール）あるいは BMP2 アデノウ

イルスを添加し、12時間培養しアデノウイルス非含有培地に交換した。さらに 36時間培養

後に全 RNA を回収した。全 RNA を用いて cDNA を合成し、Yank1 mRNA の発現を RT-

qPCR法にて解析した。Yank1 mRNA発現量は、同じサンプルの-actin mRNA発現量で補

正し、肢芽細胞の Venusアデノウイルス添加群における Yank1 mRNAの発現量の倍数で示

した（平均および標準偏差を示す。n=3）。ND：不検出。  
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図 5. マウス胎生期における Yank1 mRNAの発現 

胎生 11.5 日齢から 15.5 日齢（E11.5 から E15.5）の ICR マウスより肢芽組織を採取し、

凍結破砕後に全 RNAを回収した。全 RNAを用いて cDNAを合成し、Yank1 mRNAの発現

を RT-qPCR法にて解析した。Yank1 mRNA発現量は、-actin mRNA発現量で補正し、胎

生 11.5日齢の肢芽組織における Yank1 mRNAの発現量の倍数で示した（予備的な実験にお

いて同様の傾向を示すことを確認したうえで、n=1 のサンプルをトリプリケイトで解析し

た際の平均および標準偏差を示す）。 
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図 6. 肢芽細胞における BMP2誘導性 Yank1 mRNA発現に対する Smad6過剰発現の効果 

胎生 13.5 日齢の ICR マウスの肢芽細胞を採取し、24 時間培養後、図で示したように

Venus（コントロール）、BMP2、Flag-Smad6アデノウイルスを添加し、12時間培養後にア

デノウイルス非含有培地に交換した。さらに 36 時間培養後にタンパク質および全 RNA を

回収した。 

(A) 得られたタンパク質を抗Flag抗体および抗-actin抗体にてウエスタンブロッティング

法にて解析し、Flag-Smad6および-actinの発現を確認した。 

(B) 得られた全 RNAから cDNAを合成し、Yank1 mRNAの発現を RT-qPCR法にて解析し

た。Yank1 mRNAの発現量は-actin mRNA発現量で補正し、コントロール群の Yank1 

mRNA発現量の倍数で示した（平均および標準偏差を示す。n=3）。Kruskal-Wallis検定

の結果、4群間に有意差を認めた（P<0.05）。  
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図 7. BMP2シグナルに関連する転写因子の Yank1 mRNA発現に対する効果 

胎生 13.5 日齢の ICR マウスの肢芽細胞を採取し、24 時間培養後、図で示したように

Venus（コントロール）、Runx2、Myc-Osterix、Myc-Msx2アデノウイルスを添加し、12時

間培養後にアデノウイルス非含有培地に交換した。さらに 36時間培養後にタンパク質およ

び全 RNAを回収した。 

(A) 得られたタンパク質を抗 Runx2抗体、抗 Myc抗体、および抗-actin抗体にてウエスタ

ンブロッティング法にて解析し、Runx2、Myc-Osterix、Myc-Msx2 および-actin の発

現を確認した。 

(B) 得られた全 RNAから cDNAを合成し、Yank1 mRNAの発現を RT-qPCR法にて解析し

た。Kruskal-Wallis検定の結果、4群間に有意差を認めなかった。Yank1 mRNAの発現

量は-actin mRNA 発現量で補正し、コントロール群の Yank1 mRNA 発現量の倍数で

示した（平均および標準偏差を示す。n=3）。
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図 8. Yank1 KOマウスのゲノム PCR解析およびゲノムシークエンス解析 

(A) F0系統のマウスを 16匹得、それぞれの産仔の尻尾よりゲノム DNAを回収し、プライ

マーF1および R1（図 2）を用いて PCRを行い、2%アガロースゲルにて電気泳動を行

った。数字は産仔の個体識別番号を示す。 

(B) （A）で得られた PCR 産物を用いてシークエンス解析を行った。F0 系統の#5 および

#15 のマウスにおいて、野生型アレルと変異型アレルの波形の重複がみられた。また、

F1 系統の Yank1 遺伝子ヘテロ欠損マウス同士の交配で得られた F2 系統の遺伝子ホモ

欠損（KO）マウスにおいても同様にシーケンス解析を行った。ssODN：一本鎖 DNA。 
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図 9. 胎生 14.5日齢の Yank1 KOマウスの骨格標本像 

胎生 14.5日齢の同腹の野生型および Yank1 KOマウスをエタノールで浸漬固定後、軟骨

組織はアルシアンブルーで、骨組織はアリザリンレッド S溶液で染色した。WT：野生型マ

ウス、KO：Yank1遺伝子ホモ欠損マウス 
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図 10. 胎生 16.5日齢の Yank1 KOマウスの骨格標本像 

胎生 16.5日齢の同腹の野生型および Yank1 KOマウスをエタノールで浸漬固定後、軟骨

組織はアルシアンブルーで、骨組織はアリザリンレッド S溶液で染色した。WT：野生型マ

ウス、KO：Yank1遺伝子ホモ欠損マウス 
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図 11. 生後 0日齢の Yank1 KOマウスの骨格標本像 

生後 0 日齢の同腹の野生型および Yank1 KO マウスをエタノールで浸漬固定後、軟骨組

織はアルシアンブルーで、骨組織はアリザリンレッド S溶液で染色した。WT：野生型マウ

ス、KO：Yank1 遺伝子ホモ欠損マウス 
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図 12. 胎生 16.5日齢の Yank1 KOマウスの脛骨の病理組織学的解析 

胎生 16.5日齢の野生型および同腹の Yank1 KOマウスの脛骨近位骨端の病理組織切片を

作成し、ヘマトキシリンエオジン染色（パネル上側）および von Kossa染色（パネル下側）

を行った。スケールバー：200 m。WT：野生型マウス、KO：Yank1 遺伝子ホモ欠損マウ

ス。 
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図 13. 胎生 16.5日齢の Yank1 KOマウスの免疫染色像 

胎生 16.5日齢の野生型および同腹の Yank1 KOマウスの脛骨近位骨端の病理組織切片を

作成し、抗 2型コラーゲン抗体（-Col2）、抗 10型コラーゲン抗体（ -Col10）、抗 MMP13

抗体（-MMP13）を用いて免疫染色を行った。染色した切片を、蛍光顕微鏡下にて写真撮

影した。スケールバー：200 m。WT：野生型マウス、KO：Yank1 遺伝子ホモ欠損マウス。  
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図 14. マウス組織あるいは臓器における Yank1および Yank2 mRNA発現 

胎生 12.5 日齢の ICR マウスから採取した各組織を凍結破砕後、全 RNA を回収した。全

RNA を用いて cDNA を合成し、Yank1 および Yank2 mRNA の発現を RT-qPCR 法にて検

索した。各生体内組織の Yank1 あるいは Yank2 の遺伝子発現量は-actin mRNA発現量で

補正し、心臓での Yank1 および Yank2 mRNAの発現量の倍数で示した。 
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図 15. 肢芽細胞における Yank2 mRNAの発現に対する BMP2の効果 

胎生 13.5日齢の ICRマウスよりマウス肢芽細胞を採取し、24時間培養後、Venus（コン

トロール）あるいは BMP2アデノウイルスを添加し、12時間培養後にアデノウイルス非含

有培地に交換した。さらに 36時間培養後に全 RNAを回収した。全 RNAから cDNAを合成

し、Yank1 および Yank2 mRNAの発現を RT-qPCR法にて解析した。Yank1 および Yank2 

mRNA発現量は、同じサンプルの-actin mRNA発現量で補正し、Venusアデノウイルス添

加群における Yank1 および Yank2 mRNA の発現量の倍数で示した（平均および標準偏差

を示す。n=6、**：P<0.01 vs Venusアデノウイルス添加群；マン・ホイットニーの U検定）。 

 

 


