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序論 

Mitogen-activated protein kinase（MAPK）ファミリーはセリン/スレオニンキナーゼの

一種であり、extracellular-signal regulated kinase（Erk）1/2、Erk5、c-Jun amino-terminal 

kinase、p38などから構成される 1,2。Erk1/2及び Erk5は、それぞれ MAPK/Erk kinase 

（Mek）1/2 及び Mek5 によって特異的にリン酸化を受け活性化する 3,4。Erk5 に特徴

的な点として、C 末端側にプロリンリッチな領域や核内移行を制御する領域を有し、

自己リン酸化や転写調節を行うことが挙げられる（Fig. 1）5,6。Erk5は全身の細胞に発

現していることが報告されており、Erk5 全身欠損マウスは胎生致死を示すことから、

生後における Erk5の機能の検討が困難であった 7。近年では組織特異的遺伝子改変マ

ウスを用いることで、Erk5シグナルが血管形成や血管新生、神経発生に寄与している

ことも明らかとなりつつある 8-10。しかし、成体期（adult）における Erk5の機能に関

する知見は未だ限定的であり、Erk5の機能の全容を解明するにはさらなる研究が必要

である。 

 

Figure 1. The structure of Erk5. 

 

レプチン受容体（leptin receptor; LepR）は Lepr 遺伝子にコードされているタンパク

質であり、レプチンが結合することで活性化する 11,12。レプチン/LepRシグナルは様々

な細胞機能の調節に関わっており、特に脳視床下部神経細胞においては signal 

transducer and activator of transcription 3（STAT3）シグナルや mechanistic target of 
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rapamycin complex 1（mTORC1）シグナル等を介して全身のエネルギー代謝調節に極

めて重要な役割を果たしていることが知られている 13,14。近年では、骨髄間葉系幹細

胞（bone marrow mesenchymal stem cell; BM-MSC）の中に LepRを発現する集団が存在

し、主に成体期の骨形成や造血機能の制御を担っていることも報告されている 15,16。 

過去の報告から、Erk5 は神経細胞において、匂いの識別や長期記憶の形成に寄与し

ていることが知られているが、エネルギー代謝調節との関連については知られていな

かった 10,17-20。また、我々はこれまでに、paired related homeobox 1（Prx1）+間葉系幹

細胞における Erk5 が胎生期の骨格形成に重要な役割を果たしていることを見出して

いるが、生後の骨形成における Erk5 の機能については明らかとなっていない 21。し

たがって本研究では、生体内における Erk5 シグナルの役割をさらに明らかにするこ

とを目的とし、①視床下部 LepR+神経細胞における Erk5 がエネルギー代謝調節に与

える影響（第 1章）及び②LepR+ BM-MSCにおける Erk5が骨組織の恒常性維持に与

える影響（第 2章）について検討した。 
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略語一覧 

7-AAD 7-amino-actinomycin D 

αMEM α-minimum essential medium 

μCT Micro-computed tomography 

ALP Alkaline phosphatase 

AME 2-methoxyethyl acetate 

ANOVA Analysis of variance 

APC Allophycocyanin 

ARC Arcuate nucleus 

Asp Aspartate 

BAT Brown adipose tissue 

BFR Bone formation rate 

BM-MSC Bone marrow mesenchymal stem cell 

BMP Bone morphogenetic protein 

BRE Bone morphogenetic protein responsive element 

BV/TV Bone volume/tissue volume 

BV421 Brilliant violet 421 

CAR Cxcl12-abundant reticular 

Cas9 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats associated 

proteins 9 

CFU-F Colony forming unit-fibroblast 

CFU-Ob Colony forming unit-osteoblast 

CLP Common lymphoid progenitor 

CMP Common myeloid progenitor 
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Co-Smad Common-mediator Smad 

Col1a1 Collagen type 1 alpha 1 

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CTX-I Carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen 

Cxcl12 CXC chemokine ligand 12 

Cy7 Cyanin 7 

DIO Double-floxed inverted open reading frame 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 

DMH Dorsomedial hypothalamus 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

Erk Extracellular signal-regulated kinase 

ES Embryonic stem 

FBS Fetal bovine serum 

FGF Fibroblast growth factor 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

Glu Glutamate 

GMP Granulocyte-monocyte progenitor 

gRNA Guide RNA 

GSEA Gene set enrichment analysis 

GTT Glucose tolerance test 

H&E Hematoxylin and eosin 

HB Hindbrain 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid 

HRP Horseradish peroxidase 
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HSC Hematopoietic stem cell 

IgM Immunoglobulin M 

I-Smad Inhibitor Smad 

ITT Insulin tolerance test 

JAK2 Janus kinase 2 

LepR Leptin receptor 

LH Lateral hypothalamus 

Lin Lineage marker 

LK Lin- Sca-1- c-Kit+ 

LSK Lin- Sca-1+ c-Kit+ 

LT-HSC Long-term hematopoietic stem cell 

luc Luciferase 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

Mek MAPK/Erk kinase 

MEP Megakaryocyte-erythroid progenitor 

MMA Methyl methacrylate 

MPP Multipotent progenitor 

mTORC1 Mechanistic target of rapamycin complex 1 

N.Ob/B.Pm Number of osteoblast/bone perimeter 

N.S. Not significant 

NP-40 Nonidet P-40 

OB Osteoblast 

Oc.S/BS Osteoclast surface/bone surface 

PAM Proto-spacer adjacent motif 

PBS Phosphate buffered saline 
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PCA Principal component analysis 

PCR Polymerase chain reaction 

PE Phycoerythrin 

PFA Paraformaldehyde 

PGE2 Prostaglandin E2 

PI3K Phosphatidylinositol-3 kinase 

Prx1 Paired related homeobox 1 

R-Smad Receptor-regulated Smad 

RER Respiratory exchange ratio 

Runx2 Runt-related transcription factor 2 

Sca-1 Stem cell antigen 1 

Scf Stem cell factor 

scRNA-seq Single-cell RNA sequencing 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

shRNA Short hairpin RNA 

Smurf2 Smad-specific E3 ubiquitin protein ligase 2 

ssGSEA Single-sample gene set enrichment analysis 

ssODN Single-strand oligodeoxynucleotide 

ST-HSC Short-term hematopoietic stem cell 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 

sWAT Subcutaneous white adipose tissue 

Syn1 Synapsin 1 

Thr Threonine 

TRAP Tartrate-resistant acid phosphatase 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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UMAP Uniform manifold approximation and projection 

VMH Ventromedial hypothalamus 

vWAT Visceral white adipose tissue 
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第1章 LepR+神経細胞におけるErk5の機能解明に関する研究 

第1節 緒言 

体重はエネルギーの摂取と消費とのバランスによって維持されており、このバラン

スが崩れると、肥満や2型糖尿病をはじめとする様々な疾患の発症に繋がる22-24。近年、

世界的に肥満症（body mass index ≧ 30）の患者が急増しており、2015年時点で成人の

12%、子どもの5%が肥満であるとの報告がなされている25。肥満は心筋梗塞や脳卒中、

変形性関節症など様々な疾患のリスクファクターであることが知られており、quality 

of lifeを著しく低下させる大きな要因の1つであると言える26-28。これまで、世界中で

様々な抗肥満薬が開発・使用されてきたものの、副作用のリスクや効果の弱さなどか

ら多くが市場から撤退しており、米国では抗肥満薬として承認されている薬剤がオル

リスタットやセマグルチドなど5種類のみに留まっている（2021年現在）29,30。 

脂肪組織は、その見た目や性質の違いから白色脂肪組織（white adipose tissue; WAT）

と褐色脂肪組織（brown adipose tissue; BAT）の2種類に大別される。WATは皮下や内

臓に多く分布し、それぞれ皮下白色脂肪組織（subcutaneous WAT; sWAT）、内臓白色

脂肪組織（visceral WAT; vWAT）と呼ばれている。主な役割として、アディポカイン

と総称されるホルモンの分泌や、エネルギーの貯蔵を担っている。一方のBATは肩甲

骨周辺などに多く存在する。細胞中に多くのミトコンドリアが存在することから褐色

を示しており、熱を産生することでエネルギーを消費することが知られている31。近

年の研究から、肥満がBATの白色化を誘導し、熱産生能の低下などを引き起こすこと

が報告されている32。 

摂食行動や熱産生を含むエネルギー代謝は、末梢組織から分泌されるホルモンによ

って調節されている（Fig. 2）。特に、脂肪細胞から分泌されるレプチンは、脳視床下
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部の弓状核や腹内側核に存在する神経細胞に作用し、Janus kinase 2（JAK2）-STAT3シ

グナルやmTORC1シグナルを介して摂食行動を強力に抑制することが知られている

13,14,33。また、膵臓から分泌されるインスリンは、同じく視床下部神経細胞に作用し、

phosphatidylinositol-3 kinase（PI3K）-AktシグナルやMAPKシグナルを介して摂食行動

を抑制することも報告されている34-37。 

 

Figure 2. Central modulation of energy homeostasis. 

 

主に神経幹前駆細胞でCreリコンビナーゼを発現するNestin-Creマウスを用いた過去

の研究から、神経細胞に発現するErk5は匂いの識別や長期記憶の形成に重要な役割を

果たしていることが報告されている10,17-20。一方、視床下部神経細胞に発現するErk5が

エネルギー代謝に与える影響についてはこれまで明らかとなっていなかった。また、

Nestin-Creはグリア前駆細胞もターゲットすること、またNestin-Creマウス自体が野生

型マウスと比較して有意な体重減少を示すことが知られている38,39。そこで本研究で

は、LepR-Creマウスを使用して視床下部LepR+神経細胞でErk5を欠損させることで、

中枢性エネルギー代謝調節にErk5が寄与しているかどうかを検討した。  
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第2節 実験材料および実験方法 

2-1 実験材料 

Erk5fl/flマウスはSnider博士（University of North Carolina）より提供していただいた40。

Rosa26-tdTomatoマウス及びLepR-CreマウスはJackson Laboratoryより入手した41。レプ

チン（リコンビナント）（#498-OB）はR&D Systemsより購入した。インスリン（ウシ

膵臓由来）（#I6634）はSigma-Aldrichより購入した。使用した化合物は、特に記載の

ない限り市販の特級品を用いた。 

2-2 マウス 

Erk5 fl/fllマウス及びRosa26-tdTomatoマウスはLepR-Creマウスと交配させた。これらの

マウスはC57BL/6Jマウスと5回以上交配させ、バッククロスを行った。マウスは室温

23 ± 1℃、湿度55%、明暗サイクル12時間の条件下で飼育した。Genotypeを決定するた

め、尻尾の先端を数mmカットし、後述の方法（2-4）に準じて抽出したDNAを用いて

polymerase chain reaction（PCR）を行った。Genotypingで使用したプライマーの配列を

Table 1に示す。 

Table 1. List of primers used for genotyping. 

Genes Forward Reverse 
Cre GAACCTGATGGACATGTTCAGG AGTGCGTTCGAACGCTAGAGCCTGT 
Erk5 TCTTTCAGAGGACTTGGCTTCA CTCAAACCCAAAACTCAAGAGA 

 

その後、3-4週齢で雌雄を分けて離乳を行い、食餌及び水を自由に摂取できるように

飼育した。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、承認を得た。また、遺伝子組換実験に関しても指針に従っ

て実験計画を策定し、承認を得た。 
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2-3 マウス脳組織の摘出 

マウスから脳を摘出し、Brain Matrix（ASI Instruments）及びブレード（Electron 

Microscopy Sciences）を用いてbregmaから-0.5〜-2.5 mmの範囲の冠状脳スライスを作

製した。このスライスから、マウス脳アトラス（Paxinos and Franklin’s the Mouse Brain 

in Stereotaxic Coordinates）を参考に弓状核（ arcuate nucleus; ARC）、腹内側核

（ventromedial hypothalamus; VMH）、背内側核（dorsomedial hypothalamus; DMH）、

外側野（lateral hypothalamus; LH）の各部位を回収した。 

レプチン刺激によるタンパク質発現変動を検討する際には、予め12時間絶食させた

マウスに対して5 mg/kgのレプチン溶液を腹腔内投与し、1時間後に上記の方法で組織

を回収し、以降の実験に使用した。また、インスリン刺激による影響を検討する際に

は、6時間絶食させたマウスに対して5 U/kgのインスリン溶液を腹腔内投与し、30分後

に組織を回収した。 

2-4 PCR法による遺伝子欠損効率の評価 

Lysis buffer（1 M KCl、1 M tris(hydroxymethyl)aminomethane（Tris）-HCl（pH 8.3）、

1 M MgCl2、10% Nonidet P-40（NP-40）、10% Tween20、1% Proteinase K）に組織を加

え、56℃で一晩溶解させた。続いて、95℃で5分間熱処理を行って遠心し、上清を回収

してDNAサンプルとした。その後、Table 2に示すプライマーを用いてPCRを行い、ア

ガロースゲル電気泳動を行った。 

Table 2. List of primers used for genomic deletion PCR. 

Gene Forward Reverse 
Erk5 CGAGATCATCGAGACCATAGG CTCAAACCCAAAACTCAAGAGA 

 

2-5 One-step real-time qPCR法による遺伝子発現解析 
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2-5-1 RNAの抽出 

組織をISOGEN（ニッポンジーン）中でホモジナイズし、20,000 × gで5分間遠心して

上清を回収した。続いて、回収した上清の5分の1量のchloroformを加えてボルテック

スし、15,000 × gで15分間遠心して上清を回収した。次に、等量のchloroformを加えて

もう一度繰り返した。その後、回収した上清の0.8倍量のisopropanolを加えて十分にボ

ルテックスし、氷上で10分間静置した後、遠心した。液体を完全に除去した後、70% 

ethanolを加えて再度遠心した。上清を完全に除去し、得られたRNAを滅菌精製水で溶

解して使用時まで-80℃で保存した。 

2-5-2 One-step RT-qPCR 

2-5-1に準じて調製したRNAを使用し、PrimeScript RT-PCR Kit II（Takara）を使用し

てone-step RT-qPCRを行った。Mx3005P（Agilent）を使用し、逆転写反応（42℃、5分

→95℃、10秒）、PCR（95℃、5秒→60℃、20秒）、融解曲線分析（95℃、1秒→ 65℃、

15秒→ 95℃、1秒）の順でそれぞれ1サイクル、40サイクル、1サイクルずつ行った。

得られたCt値から内部標準のCt値を減じてΔCtを得て、PCR産物の量を算出した。使用

したプライマーはTable 3の通りである。 

Table 3. List of primers used for RT-qPCR. 

Genes Forward Reverse 
Agrp GGCCTCAAGAAGACAACTGC GCAAAAGGCATTGAAGAAGC 
Cart CTCCTGGGCGCCGCCCTGCTGC CATGGGGACTTGGCCGTACTTC 
Erk5 GCCAGGATAGACCCAGCATCAAG GGCTGAAAGGTGGGTCTGAGATG 
Npy TCCGCTCTGCGACACTAC GGGACAGGCAGACTGGTT 
Pomc GAGGCCACTGAACATCTTTGTC GCAGAGGCAAACAAGATTGG 

 

2-6 Western blotting法によるタンパク質発現解析 

2-6-1 細胞抽出液の調製 
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組織を冷phosphate buffered saline（PBS）で洗浄後、phosphatase inhibitorを含むNP-40 

lysis buffer（10 mM Tris-HCl（pH 7.4）、150 mM NaCl、0.5 mM ethylenediaminetetraacetic 

acid（EDTA）、1% NP-40）中でホモジナイズし、15,000 × gで5分間遠心して上清を細

胞抽出液とした。この抽出液にsodium dodecyl sulfate（SDS）処理液（10% glycerol、2% 

SDS、0.01% bromophenol blue、5% 2-mercaptoethanol、10 mM Tris-HCl（pH 6.8））を5

分の1量加え、95℃で5分間加熱して変性させた後、使用直前まで-20℃で凍結保存した。 

2-6-2 Western blotting 

2-6-1に準じて調製した各標品を10% polyacrylamide gel（濃縮用ゲル濃度4.5%）を用

いて室温で電気泳動（15 mA/plate）し、あらかじめ100% methanolで活性化処理を行っ

たpolyvinylidene difluoride膜に30分間ブロッティング（1.6 mA/cm2）した。その後、TBST

（137 mM NaCl、0.05% Tween 20、20 mM Tris-HCl（pH 7.5））で洗浄し、5% skim milk

を含むTBST中で1時間ブロッキングした。この膜を1% skim milkを含むTBSTで希釈し

た1次抗体と4 ºCで約16時間反応させ、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horseradish peroxidase（HRP）標識2次抗体と室温で1時間反応

させ、TBSTで10分間3回洗浄した。最後にImmunoStar Zeta（富士フイルム和光純薬）

と反応させ、LAS-4000IR（富士フイルム）を用いて抗体陽性タンパク質を検出した。

また、リン酸化Erk5の検出には0.05 mMのPhos-tag（富士フイルム和光純薬）を加えた

ゲルを使用した。使用した抗体はTable 4の通りである。 

Table 4. List of antibodies used for western blotting. 

Antibodies Source Catalog # Dilution 
Anti-Erk5 Cell Signaling Technologies #3372 1:1000 
Anti-pAkt Cell Signaling Technologies #4060 1:1000 
Anti-Akt Cell Signaling Technologies #4691 1:1000 
Anti-β-actin Santa Cruz Biotechnology #sc-47778 1:2000 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Cell Signaling Technologies #7076 1:4000 
Anti-Mouse IgG, HRP-linked Cell Signaling Technologies #7074 1:4000 
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2-7 エネルギー代謝測定 

2-7-1 耐糖能試験 

試験開始16時間前から絶食させたマウスに対して2 g/kgのグルコース溶液を腹腔内

投与し、Accu-Chek血糖測定器（Roche）を用いて経時的（投与直前及び投与後15、30、

60、120分）に末梢血の血糖値を測定した。 

2-7-2 インスリン抵抗性試験 

試験開始6時間前から絶食させたマウスに対して1.5 U/kgのインスリン溶液を腹腔内

投与し、2-7-1と同様に経時的（投与直前及び投与後15、30、60、90、120分）に末梢

血の血糖値を測定した。 

2-7-3 エネルギー代謝関連パラメータの測定 

マウスを24 ± 1℃の条件下で1匹ごとに飼育し、Oxymax/CLAMS等流量システム

（Columbus Instruments）を用いて酸素消費量、二酸化炭素排出量、呼吸商、熱産生量

を算出した。また、cFDM-300ASシステム（MELQUEST）を用いて摂食量及び運動量

を測定した。 

2-8 組織学的解析 

マウスから摘出した組織を4℃の4% paraformaldehyde（PFA）中で一晩固定した。続

いて、70%、80%、90%、100%、100%の各濃度のethanolで順に1日ずつ処理し、最後に

100% xyleneで30分ずつ2回処理することで脱水を行った。このサンプルを60℃で溶解

させたparaffin溶液に30分ずつ2回入れて浸透処理し、paraffin包埋を行った。その後、

ミクロトームで5 µm厚の切片を作製し、hematoxylin and eosin（H&E）染色を行った。

細胞の大きさを測定する際には、BZ-II analyzer（Keyence）を使用した。 

2-9 Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） 
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ヘパリンでコーティングされたキャピラリーを使用してマウス尾静脈から採血した

後、1,200 × gで10分間遠心して血漿を回収し、使用時まで-80℃で保存した。血漿中の

インスリン及びエストロゲンの濃度測定には、Insulin Mouse ELISA Kit（Mercodia）、

17β Estradiol ELISA Kit（Abcam）をそれぞれ使用した。 

2-10 統計解析 

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、独立 2

群間比較の場合 Student’s t-test を、多群間比較の場合 two-way analysis of variance

（ANOVA）を用いてそれぞれ検定した。P < 0.05の場合に有意差ありと判断した。 
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第3節 実験結果 

3-1 インスリン刺激により視床下部神経細胞に発現する Erk5 のリン酸化レベルが上

昇する 

はじめに、レプチン刺激によって視床下部神経細胞に発現する Erk5が活性化するか

どうか、Phos-tag法による検討を行った。レプチン刺激によって視床下部神経細胞で

STAT3 のリン酸化が亢進することが知られていることから、ポジティブコントロー

ルとして STAT3のリン酸化も同時に確認した 42。その結果、STAT3のリン酸化レベ

ルは有意に上昇したことから、実験系はワークしていることが確認された（Fig. 3A, 

3B）。一方、Erk5のリン酸化レベルに有意な変化は見られなかった（Fig. 3A, 3C）。

したがって、視床下部神経細胞における Erk5 はレプチン刺激では活性化しないこと

が示唆された。 

 

Figure 3. Phosphorylation of Erk5 by systemic leptin injection in hypothalamus. 

(A-C) Mice were fasted for 12-h, and then given a single intraperitoneal injection of leptin at 5 

mg/kg, and subsequently hypothalamus were isolated 1-h after the injection, followed by 

determination of phosphorylation level of STAT3 by immunoblotting assay or Erk5 by Phos-

tag immunoblotting assay (n = 4). **P < 0.01. 

  

A B C
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次に、インスリン刺激によって視床下部神経細胞に発現するErk5が活性化するかど

うかを検討した。インスリン刺激によって視床下部神経細胞でAktのリン酸化が亢進

することが知られていることから、ポジティブコントロールとしてAktのリン酸化も

同時に確認した43。その結果、Akt及びErk5のリン酸化レベルがどちらも有意に上昇し

た（Fig. 4A-4C）。 

 

Figure 4. Erk5 was phosphorylated by systemic insulin injection in the hypothalamus. 

(A-C) Representative images are shown in (A), whereas quantitative data are shown in (B) for 

Erk5 and (C) for Akt (n = 4). *P < 0.05 and **P < 0.01. 
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3-2 LepR+神経細胞特異的Erk5欠損マウスは雌性マウスでのみ肥満を呈する 

続いて、視床下部神経細胞におけるErk5の発現変動が体重やエネルギー代謝の調節

に与える影響を検討するため、LepR+細胞特異的にCreリコンビナーゼを発現する

LepR-Creマウスを使用したin vivo実験を行った。実験に先立ち、LepR-Creでターゲッ

トされる細胞が視床下部のどの領域に存在するかを確認するため、LepR-Cre;Rosa26-

tdTomatoマウスを作製し、蛍光顕微鏡下で視床下部を観察した。その結果、視床下部

の中でも特にエネルギー代謝調節に重要な領域であるARC及びVMHでtdTomato陽性

細胞が多く存在していた（Fig. 5A）。このことから、LepR+細胞がARC及びVMHに多

く存在していると判断した。続いて、LepR-Cre;Erk5fl/flマウス（LepR+細胞特異的Erk5

欠損マウス）を作製し、表現型解析を行った（Fig. 5B）。Fig. 5Aの結果と一致して、

雌性LepR-Cre;Erk5fl/flマウスにおいて、Erk5はARC及びVMHで主にノックアウトされ

ていた（Fig. 5C）。一方で、その他の脳領域（LH、DMH、hindbrain（HB））や末梢

の内臓白色脂肪組織（visceral white adipose tissue; vWAT）、皮下白色脂肪組織

（subcutaneous white adipose tissue; sWAT）、褐色脂肪組織（brown adipose tissue; BAT）、

肝臓ではErk5発現にほとんど差は見られなかった（Fig. 5D）。体重の推移を経時的に

観察したところ、雄性LepR-Cre;Erk5fl/flマウスではErk5fl/flマウス（コントロールマウス）

と比較して差は見られなかったが、雌性LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは10週齢から体重が

有意に増加した（Fig. 5E, 5F）。また、雌性Erk5fl/flマウスと比較して雌性LepR-Cre;Erk5fl/fl

マウスは外見が一回り大きいことも明らかとなった（Fig. 5G）。 

表現型に性差が出る原因のひとつとして性ホルモンの関与が疑われる。これまでに、

女性ホルモンであるエストロゲンは視床下部神経細胞に作用し、摂食抑制やエネルギ

ー消費を亢進させることで抗肥満効果を示すことが知られている44。そこで、血漿中
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エストロゲン濃度を測定したところ、20-21週齢において雄性、雌性ともにErk5fl/flマウ

スとLepR-Cre;Erk5fl/flマウスとの間で差は認められなかった（Fig. 5H）。 

 

Figure 5. Erk5 deficiency in LepR-expressing neurons caused body weight gain in females. 
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(A) tdTomato fluorescence in the hypothalamus (bregma, -1.58 mm) of LepR-Cre;Rosa26-

tdTomato male mice at 7 weeks of age. (B) Schematic diagram of generating LepR-expressing 

cell-specific Erk5 knockout mice. Arrows indicate the primers for determination of deletion 

efficiency in (C). (C) Deletion efficiency of Erk5 in each region of the hypothalamus and 

peripheral tissues of female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice at the genomic DNA level. (D) Erk5 mRNA 

levels in each region of the hypothalamus, hindbrain, and peripheral tissues of female LepR-

Cre;Erk5fl/fl mice (n = 4). (E) Weekly body weight (up to 20 weeks of age) is shown for male 

LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice fed a normal chow diet (n = 8). (F) Weekly body 

weight (n = 9-12) and (G) gross appearance at 22-27 weeks of age are shown for female LepR-

Cre;Erk5fl/fl mice and control mice fed a normal chow diet. (H) Plasma estradiol levels were 

measured in male and female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice at 20-21 weeks of age 

(n = 8). Scale bar, 500 µm (A). *P < 0.05 and **P < 0.01. 

 

また、Erk5 の欠損効率に性差があることが、表現型の差につながっている可能性も

考えられた。そこで、雄性 LepR-Cre;Erk5fl/flマウスで Erk5の欠損効率を調べたところ、

雌性マウスと同様にARC及びVMHで Erk5の発現が有意に抑制されていた（Fig. 6）。 

 

Figure 6. Erk5 mRNA levels in male Erk5-deficient mice. 
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Erk5 mRNA levels in each region of the hypothalamus and hindbrain of LepR-Cre;Erk5fl/fl mice 

were determined by qPCR (n = 4). *P < 0.05. 

 

したがって、性差の原因としてエストロゲン量や Erk5欠損効率の違いが関与してい

る可能性は低いことが予想される。 

以降では、体重増加が認められた雌性マウスに着目して各種実験を実施した。 
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3-3 LepR+神経細胞特異的Erk5欠損マウスでは白色脂肪組織中の脂肪滴の増大と褐色

脂肪組織の白色化が認められる 

LepR-Cre;Erk5fl/flマウスの表現型をさらに詳細に検討するため、脂肪組織の解析を行

った。12-16週齢において、sWAT、vWAT、BATの重量はいずれもLepR-Cre;Erk5fl/flマ

ウスで有意に増加していた（Fig. 7A-7D）。組織学的解析から、24-26週齢において白

色脂肪組織の脂肪細胞が有意に大きくなっていることが明らかとなった（Fig. 7E, 7F）。

さらに、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスのBATでは脂肪滴の著明な増大が確認され、白色化が

亢進していることが示された（Fig. 7G）。 
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Figure 7. Erk5 deficiency in LepR-expressing neurons caused increased WAT depots and 

whitening of BAT. 

(A) Adipose tissue weight and (B‒D) representative pictures of (B) sWAT, (C) vWAT, and (D) 

BAT are shown for female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice at 12-16 weeks of age (n 

= 12-13). (E and F) Hematoxylin and eosin staining was performed on the sWAT and vWAT 

of female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice at 24-26 weeks of age, followed by 

quantification of adipocyte size of vWAT (n = 8). (G) H&E staining was performed on the BAT 

of female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice at 24-26 weeks of age (n = 8). Scale bars, 1 

cm (B, C and D), 100 µm (E and G). *P < 0.05 and **P < 0.01. 
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3-4 LepR+神経細胞特異的Erk5欠損マウスは耐糖能が悪化する 

一般的に、肥満状態では糖代謝の異常やインスリン感受性の低下が認められる。そ

こで、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは耐糖能及びインスリン感受性がどのように変化して

いるかを検討するため、耐糖能試験（glucose tolerance test; GTT）及びインスリン抵抗

性試験（insulin tolerance test; ITT）を20-21週齢のマウスを用いて実施した。GTTの結

果、Erk5fl/flマウスと比較して、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスは有意に血糖値が高いことが明

らかとなった（Fig. 8A, 8B）。一方、ITTでは有意な差は認められなかった（Fig. 8C, 

8D）。血漿中のインスリン濃度を測定したところ、絶食の有無に関わらず有意な差は

見られなかった（Fig. 8E）。 

 



 - 25 - 

Figure 8. Erk5 deficiency in LepR-expressing neurons impaired glucose homeostasis and 

reduced leptin-induced anorexia. 

(A) GTTs were performed in female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice after an overnight 

fast at 20-21 weeks of age (n = 8). (B) The area under the curve of GTTs shown in (A). (C) 

ITTs were performed in female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice after a 6-h fast at 20-

21 weeks of age (n = 8). (D) The area under the curve of ITTs shown in (C). (E) Plasma insulin 

levels were measured in female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice during fasting (6 h) 

and feeding states at 20-21 weeks of age (n = 8). *P < 0.05.   
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3-5 LepR+神経細胞特異的Erk5欠損マウスは運動量及び摂食量が低下する 

LepR+神経細胞特異的にErk5を欠損させることで、エネルギーの摂取量や消費量にど

のような変化が生じるかを検討するため、行動量及び摂食量を測定した。本検討では、

22-24週齢のマウスを使用し、飼育室内の照明がついている午前9時から午後9時まで

を明期（Light）、照明が消えている午後9時から翌朝9時までを暗期（Dark）として測

定を行った。その結果、Erk5fl/flマウスと比較してLepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは暗期及び

全日での行動量が有意に減少した（Fig. 9A, 9B）。一方、摂食量を測定した結果、暗

期でのみ有意に減少していた（Fig. 9C, 9D）。 

 

Figure 9. Erk5 deficiency in LepR-expressing neurons reduced physical activity and 

energy intake. 

(A and B) Locomotor activity and (C and D) food intake were determined in singly housed 

female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control mice at 22-24 weeks of age (n = 7-8). *P < 0.05 and 

**P < 0.01. 
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3-6 LepR+神経細胞特異的Erk5欠損マウスはエネルギー代謝が低下する 

最後に、エネルギー代謝に関わる各種パラメータの解析を行った。本検討では、22-

24週齢のマウスを用い、酸素消費量（VO2）、二酸化炭素排出量（VCO2）、エネルギ

ー代謝消費量（energy expenditure）、呼吸商（respiratory exchange ratio; RER）を測定

した。RERは酸素消費量に対する二酸化炭素排出量の体積比のことを指す。RERを求

めることで、体内でどの栄養素がどの割合で燃焼しているのか（エネルギー源として

いるのか）を推定することができ、値が高いほど糖質が、値が低いほど脂質がより燃

焼していることを表す。 

測定の結果、酸素消費量、二酸化炭素排出量、エネルギー消費量は一日を通していず

れもLepR-Cre;Erk5fl/flマウスで有意に低下していた（Fig. 10A-10F）。一方、呼吸商に

関しては、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスで一日を通して有意に高い値を示した（Fig. 10G, 

10H）。 
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Figure 10. Erk5 deficiency in LepR-expressing neurons reduced energy expenditure. 

(A and B) Oxygen consumption, (C and D) carbon production, (E and F) energy expenditure, 

and (G and H) RER were measured in singly housed female LepR-Cre;Erk5fl/fl mice and control 

mice at 22-24 weeks of age (n = 7-8). *P < 0.05 and **P < 0.01.  
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第4節 考察 

過去に、Adiponectin-Creマウスを用いて白色脂肪組織特異的に Erk5を欠損させたマ

ウスが、摂食量の増加を伴う肥満を呈することが報告されている 45。本研究では、

LepR+神経細胞において Erk5を欠損させることで、雌性マウスでのみ白色脂肪組織の

増大及び褐色脂肪組織の白色化を伴う肥満が引き起こされることが明らかとなった。

また、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスは耐糖能の悪化に加えて行動量、エネルギー摂取量、エ

ネルギー消費量がいずれも低下していた。以上より、Erk5は視床下部神経細胞の機能

を制御することで、体重やエネルギー代謝の恒常性を維持していることが示された。

ただし、LepR は中脳や脳幹など、様々な脳領域の細胞にも発現していることから、

今回確認された表現型に対して視床下部神経細胞以外の細胞における Erk5 の寄与が

ある可能性は否定できない 46,47。この点については、例えば Creリコンビナーゼ発現

細胞のみで特定の遺伝子を発現させることができる double-floxed inverted open reading 

frame（DIO）システムを用いることで検討可能である 48,49。Erk5遺伝子を DIOに組み

込んだアデノ随伴ウイルスベクターを作製し、LepR-Cre;Erk5fl/fl マウスの視床下部に

インジェクションする。これにより、LepR-Cre発現細胞（= Erk5欠損細胞）特異的に

Erk5を発現させることができる。このマウスが肥満を示さなければ、仮説通り視床下

部神経細胞の Erk5 がエネルギー代謝調節に重要であることを示すことができると考

えられる。 

本検討では雌雄どちらの LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでも、ARC及び VMHにおける Erk5

の発現抑制が見られたにも関わらず、雌性マウスでのみ肥満を引き起こした。これま

での研究から、神経細胞特異的にインスリン受容体を欠損させた場合、雌性マウスで

のみ肥満を呈することが報告されている 50。本研究で明らかとなったように、インス
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リン刺激によって視床下部の神経細胞に発現する Erk5 が活性化したことから、Erk5

はインスリン依存的なメカニズムでエネルギー代謝の調節を行っている可能性が示

唆される。また、VMH 特異的にエストロゲン受容体 α の発現を抑制させると、雌性

マウスでエネルギー消費量の低下を伴う肥満が見られることが報告されている 51,52。

過去の報告から、ヒト乳がん細胞において、エストロゲン受容体 α の活性化により

MEK5/ERK5 シグナルが活性化することが知られている 53。したがって詳細な解析が

必要ではあるものの、Erk5はエストロゲンシグナルを介してエネルギー代謝を調節し

ている可能性も考えられる。 

以上、本研究結果は中枢性エネルギー代謝調節のメカニズムの一端を明らかにした

ものであり、神経細胞における Erk5 シグナルが肥満及び関連する様々な疾患に対す

る新規治療標的となることが期待される。 
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第2章 骨髄間葉系幹細胞におけるErk5の機能解明に関する研究 

第1節 緒言 

骨組織の恒常性は、骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収が繰り返される

骨リモデリングによって維持されている54,55。この骨リモデリングは複数のステップ

から成り立っていることが知られている（Fig. 11）。骨吸収や骨形成の活性が低い骨

表面は、lining cellと呼ばれる扁平な骨芽細胞に覆われている（resting phase）。このと

き、骨形成を促進するホルモンやサイトカインが作用すると、lining cellが活性化され

る。活性化したlining cell（骨芽細胞）は破骨細胞の分化と遊走を促進し、骨吸収を誘

導する（bone resorption phase）。その後、骨吸収部位に骨芽細胞があつまって新たな

骨を形成する（reversal phase/bone formation phase）。骨形成が完了すると、骨表面は

再度lining cellに覆われる（resting phase）。骨リモデリングはホルモンやサイトカイン、

接着分子、力学的負荷などの様々な要因によって厳密に制御されている56-58。しかし、

閉経や加齢、遺伝子変異などの理由によって骨形成と骨吸収のバランスが崩れると、

骨粗鬆症を始めとする様々な骨代謝性疾患を発症する59。 

 

Figure 11. The mechanism of bone remodeling. 

 

BM-MSCはプラスチックへの接着性をもち、骨芽細胞・脂肪細胞・軟骨細胞へと分化

できる能力を持つ組織幹細胞の一種である60。BM-MSCのマーカーのひとつとして
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LepRが知られている。胎生期におけるLepR+ BM-MSCの数は極めて少なく、骨形成に

ほとんど寄与しない一方、成体期では骨芽細胞の主要な供給源となり、骨形成に非常

に重要な役割を果たしていることが報告されている15,16。加えて、LepR+ BM-MSCは造

血幹前駆細胞の機能を制御する場である骨髄微小環境（造血幹細胞ニッチ）の主要な

構成細胞であり、CXC chemokine ligand 12（Cxcl12）やstem cell factor（Scf）といった

ニッチファクターを介して造血機能制御にも関与している（Fig. 12）61,62。 

 

Figure 12. The structure of hematopoietic stem cell niche. 

 

我々はこれまでに、Erk5がE3ユビキチンリガーゼの一種であるsmad-specific E3 

ubiquitin protein ligase 2（Smurf2）の249番目のスレオニン（Thr）残基（Smurf2Thr249）

のリン酸化を介してSmadタンパク質の分解を促進させることを発見した21。当該研究

ではPrx1+間葉系幹細胞特異的にErk5を欠損させたマウスを使用したが、このマウスは

胎生期から著明な骨格形成異常を示していた。したがって、成体期のBM-MSCにおけ

るErk5の骨形成に対する役割は明らかとなっていなかった。そこで本研究では、LepR+ 
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BM-MSC特異的にErk5を欠損させることで、成体期の骨恒常性維持に対するErk5の役

割の詳細な解明を試みた。  
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第2節 実験材料および実験方法 

2-1 実験材料 

Collagen type 1 alpha 1（Col1a1）-CreマウスはKarsenty博士（Columbia University）よ

り提供していただいた63。Synapsin 1（Syn1）-Creマウスは三枝博士（金沢大学）より

提供していただいた64。HEK293T細胞はRIKEN Cell Bankから入手した。pLKO.1.shErk5

ベクター（#0000232396）はSigma-Aldrichから購入した。pLKO.1 puroベクター（#8453, 

deposited by Bob Weinberg）及びBRE-lucベクター（#45126）はAddgeneから購入した。

使用した化合物は、特に記載のない限り市販の特級品を用いた。 

2-2 マウス 

2-2-1 Smurf2T249Eノックインマウスの作製 

Smurf2T249Eノックインマウスの作製は筑波大学生命科学動物資源センターに委託し

た。Clustered regularly interspaced short palindromic repeats（CRISPR）/ Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats associated proteins 9（Cas9）システムを利用し、Smurf2

のThr249をglutamate（Glu）249に置換したSmurf2T249E変異体を全身の細胞で発現するマ

ウスを作製した。また、PCR法を用いてノックインの成否を確認することができるよ

う、同時にaspartate（Asp）252をコードする塩基配列（コドン）を置換し、制限酵素Bgl 

IIで切断できるようにした（Fig. 13）。CRISPR/Cas9システムで使用したguide RNA

（gRNA）及びsingle-strand oligodeoxynucleotide（ssODN）の配列をTable 5に示す。 

Table 5. List of sequences used for CRISPR/Cas9-mediated gene editing 

 Sequence 
gRNA ACACACTCCTCCAGACCTACCGG 

ssODN AGGTCCCAGCGACATAGAAATTACATGAGCAGGACACACTTACACGAACCTCCA
GATCTACCGGAAGGCTATGGTACGGTAACAGCAAAGGGAACACTCACC 
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Figure 13. Strategy for generating Smurf2T249E knock-in mice. 

 

2-2-2 動物実験について 

本研究で使用したマウスは第1章と同様の条件で飼育した。Genotypingに際しては、

Table 6に示すプライマーを用い、第1章に準じて行った（表中の#1、#2、#3はFig. 23A

に示すプライマー結合部位を表す）。本研究では、特に記載のない限り雌性マウスを

使用した。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、岐阜薬科大学動物実験指針、岐阜大学動物実験指針、及び金沢大学
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宝町地区動物実験指針に則り実験計画を策定し、承認を得た。また、遺伝子組換実験

に関しても指針に従って実験計画を策定し、承認を得た。 

Table 6. List of primers used for genotyping. 

Genes Forward Reverse 
Cre GAACCTGATGGACATGTTCAGG AGTGCGTTCGAACGCTAGAGCCTGT 
Erk5 TCTTTCAGAGGACTTGGCTTCA CTCAAACCCAAAACTCAAGAGA 
Smurf2WT CAATAGACCGGCGTCAGAAT (#1) TCCGGTAGGTCTGGAGGAGT (#2) 
Smurf2T249E CAATAGACCGGCGTCAGAAT (#1) TCCGGTAGATCTGGAGGTTC (#3) 

 

2-3 Micro-computed tomography（µCT）による骨組織解析 

骨解析には70% ethanolで脱水した大腿骨を用いた。ScanXmate-L090（Comscan）を使

用し、管電圧を90 kV、管電流を45 μAに設定して撮影した。Bone volume/tissue volume

（BV/TV、組織体積に占める骨梁体積）測定にはTRI/3D-BONソフトウェア（RATOC）

を用いた。 

2-4 骨形態計測 

2-4-1 プラスチック包埋及びプラスチック切片作成 

マウスから大腿骨を摘出し、4℃の70% ethanol中で1晩固定した。続いて80%、90%、

100%、100%の各濃度のethanolで順に1日ずつ4℃で一晩処理し、最後に再び100% 

ethanolで処理することで脱水を完了させた。次にmethyl methacrylate（MMA）、

nonylphenyl-polyethyleneglycol acetate、benzoyl peroxideを混合して常温で10分間撹拌し

て作製した浸透液に、脱水した大腿骨を入れて4℃で一晩浸透処理した。浸透処理し

た大腿骨をスクリュー管に入れ、包埋液（浸透液にN,N-dimethyl-p-toluidineを混合した

もの）を加えて4℃で包埋した。包埋した大腿骨はスクリュー管を割って取り出し、

ミクロトームを用いて7 μm厚の切片を作成した。作成した切片はスライドガラスに貼
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り付けてプレスし、よく乾燥させたものを染色に用いた。なお、MMAはaluminium oxide

を加えて還元処理を行ったものを使用した。 

2-4-2 von Kossa染色による骨量測定 

2-4-1で作成した切片を2-methoxyethyl acetate（AME）に30分間浸し、MMA樹脂を取

り除いた。続いて100%、100%、95%、80%、70%の各濃度のethanolに2分ずつ浸した

後、蒸留水に2回、2分ずつ浸すことで水和した。次に1% silver nitrate、蒸留水、Sodaformal

（5% sodium carbonate、37% formaldehyde）、蒸留水、5% sodium thiosulfate、蒸留水、

van Gieson（1% acid fuchsin solution、picric acid saturated solution）、蒸留水の順に1分ず

つ浸し、カルシウム沈着部位の染色を行った。染色後、70%（3回）、80%（2回）、

95%（1回）、100%（2回）の各濃度のethanolに1分ずつ順に浸した後、xyleneに3回、

3分ずつ浸して脱水処理を行った。最後にEntellan new（Millipore）で封入し風乾した。 

上記のvon Kossa染色を行った切片を顕微鏡下で撮影し、BV/TV測定に用いた。BV/TV

はPhotoshop（Adobe）を使用し、染色された骨梁全体の面積を全体の面積で割ること

により算出した。 

2-4-3 Toluidine blue染色による骨芽細胞数測定 

2-4-2に準じて水和させた組織切片を0.1% toluidine blue溶液に30秒間浸した。続いて

70%、70%、80%、95%、100%の各濃度のethanolに1分ずつ順に浸した後、100% xylene

に1分間、3回浸した。最後にEntellan newで封入し風乾した。 

上記のtoluidine blue染色を行った切片を顕微鏡下で観察し、number of osteoblast/bone 

perimeter （N.Ob/B.Pm、骨周囲長に対する骨芽細胞数）を算出した。計測は

OsteoMeasureソフトウェア（OsteoMetrics）を用いて行った。 

2-4-4 Tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）染色による破骨細胞面積測定 
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2-4-2に準じて水和させた組織切片をstock basic incubation medium（190 mLの蒸留水に

1.84 gのsodium acetate、2.28 gのsodium (+)-tartrate dihydrate及び0.62 mLの酢酸を加え、

pH 4.7-5.0に調製）に37℃で30分間浸した。その後、Naphthol AS-BI phosphate substrate

を加えてさらに37℃で30分間浸した。続いて、新たなstock basic incubation medium に

sodium nitrite及びpararosaniline hydrochlorideを加え、切片を60-90分間浸した。染色後、

蒸留水で洗浄し、Carrazi’s hematoxylinに1分浸して対比染色を行った。その後、再度蒸

留水で洗浄し、50% glycerol in TEで封入した。 

上記のTRAP染色を行った切片を顕微鏡下で観察し、2-4-3と同様のソフトウェアを使

用してosteoclast surface/bone surface（Oc.S/BS、骨梁全体の表面積に対して、破骨細胞

が付着している面積の割合）を算出した。 

2-4-5 Calcein二重染色法による骨形成速度測定 

Calceinを、2.5 mg/mLの濃度になるようにcalcein buffer（0.9% NaCl、2% NaHCO3）に

溶解した。これを解剖2日前及び5日前に腹腔内投与（10 μL/g body weight）した後、大

腿骨を摘出し切片を作成した。2-4-3と同様のソフトウェアを使用し、calceinでラベリ

ングされた2本のラインの距離を測定してbone formation rate（BFR、骨形成速度）を算

出した。 

2-5 ELISA 

マウス眼底静脈叢から採血し、1,200 × gで10分間遠心して血清を回収し、使用時まで

-80℃で保存した。血清中のosteocalcin及びcarboxy-terminal cross-linked telopeptide of 

type I collagen（CTX-I）の濃度はELISA Kit（それぞれQuidel、Immunodiagnostic Systems）

を使用して測定した。 

2-6 3点曲げ試験 



 - 39 - 

3点曲げ試験による骨強度の測定は株式会社クレハ分析センターに委託して実施し

た。MZ-500S（マルトー）を用い、支点間距離を5 mm、速度を2 mm/minに設定した状

態で大腿骨に荷重を付加し、最大荷重（ultimate load）を記録した（Fig. 14）。 

 

Figure 14. 3-point bending test. 

 

2-7 フローサイトメトリー 

マウスから脛骨を摘出して骨の両端をハサミで切った後、26 Gの注射針をつけたシ

リンジを用いPBSで骨髄を洗い出した。1,200 rpmで5分間遠心し上清を除去した後、5 

mLのlysis bufferに懸濁し5分間室温で静置した（溶血）。その後、1,200 rpmで5分間遠

心し上清を除去した後、5 mLのPBSを加えて懸濁し、再度同条件で遠心した。上清除

去後、5 mLのPBSで懸濁し、TC20全自動セルカウンター（Bio-Rad）による細胞数測

定を行った。1×106個の骨髄細胞を含む細胞懸濁液を1.5 mLチューブに分注し、7,000 

rpmで1分間遠心した後上清を除去した。Brilliant stain buffer（BD Biosciences）でペレ

ットを懸濁し、抗CD16/32抗体を加えて氷上で20分間静置した（Fcブロック）。続い

て各種蛍光標識抗体を加えて氷上で30分間反応させた後、7,000 rpmで1分間遠心し上

清を除去した。最後に2% fatal bovine serum（FBS）/PBSを1 mL加えて懸濁し、ナイロ

ンネットフィルター（Millipore）でフィルトレーションしたものをFACSVerse（BD 
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Biosciences）またはCytoFLEX S（Beckman Coulter）で解析した。死細胞除去には7-amino-

actinomycin D（7-AAD）を用いた。使用した抗体はTable 7に示す通りである。 

Table 7. List of antibodies used for flow cytometry. 

Reagents Dilution Source Catalog # 
Purified anti-mouse CD16/32 Antibody 1:50 BioLegend #101301 
APC Mouse Lineage Antibody Cocktail, with Isotype control 1:10 BD Biosciences #558074 
PE-Cy7 Rat Anti-Mouse Ly-6A/E 1:50 BD Biosciences #561021 
FITC Rat Anti-Mouse CD117 1:50 BD Biosciences #553354 
PE Rat Anti-Mouse CD150 1:50 BD Biosciences #562651 
BV421 Hamster Anti-Mouse CD48 1:50 BD Biosciences #747718 
PE Rat Anti-Mouse CD16/CD32 1:50 BD Biosciences #553145 
BV421 Rat Anti-Mouse CD34 1:50 BD Biosciences #562608 
BV421 Rat Anti-Mouse CD127 1:50 BD Biosciences #566300 
APC Rat Anti-Mouse CD45R/B220 1:50 BD Biosciences #553092 
BV421 Rat Anti-Mouse IgM 1:50 BD Biosciences #562595 
APC anti-mouse/human CD11b Antibody 1:50 BioLegend #101211 
BV421 Rat Anti-Mouse Ly-6G and Ly-6C 1:50 BD Biosciences #562709 
APC Rat Anti-Mouse TER-119/Erythroid Cells 1:50 BD Biosciences #557909 
7-AAD 1:500 BD Biosciences #559925 
 

2-8 Bioinformatics解析 

本研究では、Gene Expression Omnibusに収載されているsingle-cell RNA sequencing

（scRNA-seq）データ（GSE145477）を使用し、R（4.0.2）で解析を行った65。ダウン

ロードした遺伝子発現データをRパッケージのSeuratで解析した。まず、発現遺伝子数

が6,000より多い、または200未満の細胞を除去した。続いて、ミトコンドリア遺伝子

が全遺伝子中の5%以上を占めている細胞をlow qualityな細胞として除去した。正規化

及びスケーリングを行った後、principal component analysis（PCA）及びuniform manifold 

approximation and projection（UMAP）を用いて次元圧縮を行った。その後、Louvainア

ルゴリズムによるクラスタリングを行った後、既知のマーカー遺伝子を用いて各クラ

スターの同定を行った。遺伝子発現解析にはWilcoxon rank-sum testを用いた。Gene set 

enrichment analysis（GSEA）はRパッケージのclusterProfilerを使用した。同定したBM-

MSCsのうち、Erk5の発現が認められる細胞をErk5-expressionhigh、Erk5の発現が0の細
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胞をErk5-expressionlowと定義した。Single-sample GSEA（ssGSEA）にはRパッケージの

GSVA を 使 用 し た 。 Molecular Signatures Database に 収 載 さ れ て い る

「BIOCARTA_ERK5_PATHWAY」遺伝子セットを用い、スコアが平均よりも高い細

胞をErk5-signalinghigh細胞として解析に使用した。 

2-9 BM-MSCの培養及び分化誘導 

2-9-1 BM-MSCの培養 

マウスから脛骨及び大腿骨を摘出し、骨の両端をハサミで切った後、26 Gの注射針

をつけたシリンジを用いα-minimum essential medium（αMEM）（富士フイルム和光純

薬）で骨髄を洗い出した。次に1,200 rpmで5分間遠心し上清を除去した後、lysis buffer

（0.747% NH4Cl、0.012% Tris）を加えて溶血処理を行った。その後、20% FBS/αMEM

を用いて4×106 cells/wellの濃度で6-well plateに播種した。培養は37℃、5% CO2の条件

下で行った。 

2-9-2 骨芽細胞への分化誘導 

培養開始5日後、骨芽細胞分化誘導培地（10% FBS/αMEM、50 μg/mL ascorbic acid、10 

mM β-glycerophosphate）に置換し、10日間培養した。 

2-9-3 Crystal violet染色によるcolony forming unit-fibroblast（CFU-F）評価 

2-9-1に準じて14日間培養した後、PBSで2回洗浄し、4% PFAを加えて固定処理を行っ

た。続いて0.2% crystal violet液を加えて染色した後、水で2回洗浄し観察した。本検討

では、細胞が40個以上集まっている集団をcolonyとして測定した。 

2-9-4 Alkaline phosphatase（ALP）染色による骨芽細胞分化評価 

2-9-2によって骨芽細胞へと分化誘導した細胞を2-9-3に準じて固定処理し、buffer（0.1 

M Tris-HCl（pH 9.5）、0.1 M NaCl、0.1% Triton-X）で2回洗浄した。続いて、同buffer
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で100倍希釈したNBT/BCIP溶液（Roche）を加えて37℃で10分間染色した。その後、水

で2回洗浄しcolonyの数を計測した。 

2-10 MC3T3-E1細胞の培養 

マウス前骨芽細胞株であるMC3T3-E1細胞を10%FBS/αMEM中に懸濁し、2.5×103 

cells/cm2の濃度で播種した。培養は37℃、5% CO2の条件下で行った。 

2-11 マウス骨芽細胞の初代培養 

生後1日齢のマウスから頭蓋冠を摘出し、4 mM EDTAで脱灰した後、0.2% collagenase

溶液で処理した。遠心して回収した細胞を10% FBS/αMEM中に懸濁し、1×105 cells/well

の濃度で24-well plateに播種し培養した。 

2-12 レンチウイルスベクターを用いた遺伝子導入 

2-12-1 遺伝子導入用HEK293T細胞の調製 

液体窒素で凍結保存されたHEK293T細胞を37℃の水浴で手早く融解させた後、10% 

FBS/Dulbecco’s modified eagle medium（DMEM）中に懸濁した。遠心して再度10% 

FBS/DMEMに懸濁させた後、ディッシュに播種して37℃、5% CO2の条件下で培養し

た。3日後、0.25% trypsin-0.03% EDTAを用いて細胞を分散し、10% FBS/DMEM中に懸

濁した。遠心して上清を除去した後、3×105 cells/mLの濃度になるように10% 

FBS/DMEMに懸濁し、ディッシュ上に10 mL播種した。これを同条件下で24時間培養

したものを遺伝子導入に使用した。 

2-12-2 リン酸カルシウム法による遺伝子導入 

滅菌精製水に、導入するplasmid DNA、2M CaCl2、4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-

ethanesulfonic acid（HEPES） buffered salineを加え、室温で30分間反応させた。次に、
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2-12-1で調製した細胞にDNA complexを添加し、37℃、5% CO2の条件下で培養した。

培地交換後48時間培養を続け、培養上清を回収した。 

2-12-3 MC3T3-E1細胞へのウイルス感染 

2-11に準じて培養したMC3T3-E1細胞に、2-12-2で回収した培養上清を添加し、2 

µg/mLのpolybrene存在下で24時間培養した。その後、1 µg/mLのpuromycinを含む培地

に交換して3日間培養し、トランスフェクションされた細胞をセレクションした。 

2-13 タンパク質発現解析 

第1章に準じて行った。なお、使用した抗体はTable 8の通りである。 

Table 8. List of antibodies used for western blotting. 

Antibodies Dilution Source Catalog # 
Anti-Runx2 1:1000 Cell Signaling Technologies #8486 
Anti-Erk5 1:1000 Cell Signaling Technologies #13820 
Anti-Smad1 1:1000 Cell Signaling Technologies #9743 
Anti-phospho-Smad1/5/8 1:1000 Cell Signaling Technologies #13820 
Anti-β-actin 1:2000 Santa Cruz Biotechnology #sc-47778 
Anti-Smad5 1:1000 Santa Cruz Biotechnology #sc-7443 
Anti-Smad8 1:1000 Santa Cruz Biotechnology #sc-11393 
Anti-Smurf2 1:1000 Santa Cruz Biotechnology #sc-25511 
Anti-Osx 1:1000 Abcam #ab94744 

 

2-14 Real-time qPCR法による遺伝子発現解析 

2-14-1 逆転写反応 

第1章に準じて抽出したtotal RNAに対してRQ1 DNase（Promega）及びRQ1 DNase 

bufferを加えて37℃で30分間処理し、RQ1 DNase Stop Solutionを加えて反応を停止させ

た。次に、10 mM dNTP mix（Takara）及びOligo(dT)18 primer（Sigma-Aldrich）を加え

て65℃で5分間加熱し、すばやく氷冷した。続いて、5× first strand buffer（Invitrogen）、

0.1 M dithiothreitol（Invitrogen）及びM-MLV Reverse Transcriptase（Invitrogen）を加え
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て37℃で1時間反応させた。その後、70℃で15分間加熱して逆転写酵素を失活させた

後、-20℃で保存した。 

2-14-1 Real-time qPCR法 

2-14-1で精製したcDNAにSYBR qPCR mix（TOYOBO）とTable 9に示すプライマーを

加えた。これをMx3005Pにセットし、熱変性（95℃、3分）、PCR（95℃、30秒→60℃、

30秒）、融解曲線分析（95℃、1分→55℃、30秒→95℃、30秒）の順で、それぞれ1サ

イクル、40サイクル、1サイクルずつ行った。得られたCt値から内部標準のCt値を減じ

てΔCtを得て、PCR産物の量を算出した。 

Table 9. List of primers used for real-time PCR 

Genes Forward Reverse 
Actb TGGAATCCTGTGGCATCCATGA TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 
Alpl CTCCCTACGCACCCTGTTCT TGGAAGTTGCCTGGACCTCT 
Angpt1 TGATAACCGCAGCCACAAAG AGAAAGATGTGGTGGGAAGCA 
Bglap TGCGCTCTGTCTCTCTGACC CCTTATTGCCCTCCTGCTTG 
Col1a1 CCCCTCAACCCCGTCTACTT CATGGAGATGCCAGATGGTT 
Cxcl12 CCAGAGCCAACGTCAAGCAT CAGCCGTGCAACAATCTGAA 
Erk5 GCCAGGATAGACCCAGCATCAAG GGCTGAAAGGTGGGTCTGAGATG 
Gapdh AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 
Il7 TTCTGCTGCCTGTCACATCA CTTCAACTTGCGAGCAGCAC 
Kitl GGTAGCTAGTTCTATCCATGCGGT CCTGTAAGGACTTTTCTGGAGAGTCT 
Lepr CCCAATCTACCAACTTCCCAAC CATAGTTTAGGTTTGTTTCCCTC 
Nes ATTGGGAGGAGGGCAGAGA ACTTTGGGGAGGCAGGAGA 
Pdgfra ATATTCCCCACAGGCACGTTA TCGCTCTCACACACTTACCACA 
Runx2 ACTTTGGGGAGGCAGGAGA ACTTTGGGGAGGCAGGAGA 
Smad1 GCTGCCTTAAACAGACAAGCTGG CCGTGGAGCGGATAAGACAGAAG 
Smad2 TGCAACAGTGTGTAAGATCCCACC GGTTGACAGACTGAGCCAGAAG 
Smad3 CACGCAGAACGTGAACACC GGCAGTAGATAACGTGAGGGA 
Smad4 ACACCAACAAGTAACGATGCC GCAAAGGTTTCACTTTCCCCA 
Smad5 ATGAGCTTTGTCAAGGGCTGG GGAGAGCCCATCTGAGTAAGGAC 
Smad6 ATCACCTCCTGCCCCTGT CTGGGGTGGTGTCTCTGG 
Smad7 AAGATCGGCTGTGGCATC CCAACAGCGTCCTGGAGT 
Smad8 ACCAGGACACACAACTCAAACC GTTCCTTGATGGACGTGGCTG 
Sp7 ATGGCGTCCTCTCTGCTTG TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT 
Spp1 TCCCTCGATGTCATCCCTGTTG GGCACTCTCCTGGCTCTCTTTG 
Tgfb1 TTAGGAAGGACCTGGGTTGG TTGGTTGTAGAGGGCAAGGA 

 

2-15 Luciferase reporter assay 

2-15-1 リポフェクション法による遺伝子導入 
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40 µLのOpti-MEM（Thermo Fisher Scientific）に、導入するplasmid DNA 0.34 µgのmix

を加えて、Lipofectamine LTX（Thermo Fisher Scientific）1 µLを加えて室温下、30分間

反応させた。その後、培養細胞にDNA-lipofectamine complexを40 µL添加し、37℃、5% 

CO2 条件下で48時間培養した。 

2-15-2 レポーターアッセイ 

2-15-1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）を用いて細胞を溶解した。その後、遠心して上清を回収し、測定まで-80℃

で保存した。回収した上清にルシフェリンを加え、速やかにGloMax-Multi Detection 

System（Promega）を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。 

2-16 統計解析 

特に断りのない限り、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、独立 2 群間比較の場合 Student’s t-test を、多群間比較の場合 one-way 

ANOVA または two-way ANOVA を行い、多重比較検定に Bonferroni test を用いてそ

れぞれ検定した。P < 0.05の場合に有意差ありと判断した。 
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第3節 実験結果 

3-1 LepR+ BM-MSC特異的Erk5欠損マウスは成長とともに骨形成が異常に亢進する 

LepR+ BM-MSCは生後の骨組織の恒常性維持に重要な役割を果たしている15。成体期

のBM-MSCにおけるErk5の機能を探るため、LepR-Cre;Erk5fl/flマウス（LepR+ BM-MSC

特異的Erk5欠損マウス）を作製した（Fig. 15A, 15B）。このマウスから大腿骨を摘出

し、µCTあるいは組織学的な解析を行ったところ、6週齢ではErk5fl/flマウス（コントロ

ールマウス）と同等の骨量であったのに対し、12-16週齢以降では骨髄中に顕著な骨の

形成が認められ、骨量が著しく増加していた（Fig. 15C-15E）。また、LepR-Cre;Erk5fl/fl

マウスでは12-16週齢以降で有意に骨髄細胞数が減少していた（Fig. 15G）。骨形態計

測の結果、Erk5fl/flマウスと比較し、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは骨形成の指標である骨

芽細胞数及び骨形成速度が有意に増加していた（Fig. 15H-15K）。一方、骨吸収の指

標である破骨細胞面積に有意な差は認められなかった（Fig. 15L, 15M）。骨形成の亢

進を反映して、代表的な骨形成マーカーであるosteocalcinの血中濃度はLepR-

Cre;Erk5fl/flマウスで有意に高かったのに対し、骨吸収マーカーであるCTX-Iの血中濃

度には差が見られなかった（Fig. 15N, 15O）。さらに、骨の物理的強度を評価するた

め3点曲げ試験を行ったところ、12-16週齢において、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスの大腿骨

で有意に最大荷重が増加していた一方、5週齢の骨では差が見られなかった（Fig. 15P）。

以上より、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスが呈する異常な骨量増加は、破骨細胞の機能異常で

はなく、骨形成の亢進によって引き起こされたものである可能性が示唆された。 
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Figure 15. Erk5 deficiency in LepR+ BM-MSCs shows osteosclerotic bone marrow with 

age. 

(A) Schematic diagram of generating LepR+ cell-specific Erk5 knockout mice. Black arrows 

represent primer binding sites. (B) Deletion efficiency of Erk5 in BM-MSCs of LepR-

Cre;Erk5fl/fl mice at the genomic DNA level (left) and the mRNA level (right, n = 4). (C, D) 
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µCT images (C) and von Kossa staining (D) of femurs from female Erk5fl/fl and LepR-

Cre;Erk5fl/fl mice. (E, F) BV/TV of femurs from female Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl mice 

measured by µCT (n = 3-8) (E) and von Kossa staining (n = 3-18) (F). (G) The number of bone 

marrow mononuclear cells of female Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl mice (n = 4-7). (H-K) 

Toluidine blue staining (H), N.Ob/B.Pm (n = 8-10) (I), calcein labeling (J) and BFR (n = 4) (K) 

of femurs from female Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl mice. Arrowheads in (H) indicate 

osteoblasts. (L, M) TRAP staining (L) and Oc.S/BS (M) of femurs from female Erk5fl/fl and 

LepR-Cre;Erk5fl/fl mice (n = 8-12). Arrowheads in (L) indicate osteoclasts. (N) Circulating 

osteocalcin levels of female Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl mice at 12-16-week-old (n = 4-6). 

(O) Circulating CTX-I levels of female Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl mice at 12-16-week-old 

(n = 4). (P) Ultimate load of femurs from Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl mice (n = 5-7). Scale 

bars, 1 mm (C and D), 50 µm (H and L), 10 µm (J). *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001. 
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3-2 LepR+ BM-MSC特異的Erk5欠損マウスでは造血機能に異常は認められない 

白血球や赤血球、血小板といった血液細胞は、造血幹細胞が分化することで産生さ

れる（Fig. 16）。造血幹細胞には、生涯に渡って自己複製能を有する長期造血幹細胞

（long-term hematopoietic stem cell; LT-HSC）と、一過性の自己複製能を有する短期造

血幹細胞（short-term hematopoietic stem cell; ST-HSC）の2種類の細胞が存在することが

知られている66。造血幹細胞は骨髄微小環境に存在し、ニッチ細胞と呼ばれる周囲の

細胞と相互に作用しながらその機能を維持している（Fig. 12）67。ニッチ細胞の中で

も、LepR+ BM-MSCの一部はCxcl12-abundant reticular（CAR）細胞とも呼ばれ、Cxcl12

などのケモカインやサイトカインを分泌することで造血幹細胞の維持に極めて重要

な役割を果たすことが知られている15,16,61,62。 

 

Figure 16. Hematopoietic cell lineages. 

 

そこで、Erk5がニッチ細胞としてのLepR+ BM-MSCの機能制御に関与しているかど

うかを検討した。LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは12-16週齢で有意な骨量増加が見られて

いる。したがって本検討では、骨量増加による骨髄環境の変化に起因する造血異常の

可能性を排除するため、6週齢のマウスを用いて検討を行った。その結果、造血幹前駆
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細胞を含む画分であるLSK細胞（Lineage- Sca-1+ c-Kit+）及びLT-HSC（Lineage- Sca-1+ 

c-Kit+ CD150+ CD48-）、ST-HSC（Lineage- Sca-1+ c-Kit+ CD150- CD48-）、多能性前駆細

胞（multi-potent progenitor; MPP）（Lineage- Sca-1+ c-Kit+ CD48+）のいずれの細胞でも、

その数に有意な変化は見られなかった（Fig. 17A, 17B）。また、LK細胞（Lineage- Sca-

1- c-Kit+）及び顆粒球-単球前駆細胞（granulocyte-monocyte progenitor; GMP）（Lineage- 

Sca-1- c-Kit+ CD34- CD16/32+）、巨核球 -赤血球前駆細胞（megakaryocyte-erythroid 

progenitor; MEP）（Lineage- Sca-1- c-Kit+ CD34- CD16/32-）、共通ミエロイド前駆細胞

（common myeloid progenitor; CMP）（Lineage- Sca-1- c-Kit+ CD34+ CD16/32-）、共通リ

ンパ球前駆細胞（common lymphoid progenitor; CLP）（Lineage- Sca-1- c-Kit+ CD127+）

についても、細胞数に有意な差は認められなかった（Fig. 17C-17F）。さらに、未成熟

B細胞（B220+ IgM-）、成熟B細胞（B220+ IgM+）、ミエロイド細胞（CD11b+ Gr-1+）、

赤血球（Ter119+）といった分化細胞についても細胞数に変化は見られなかった（Fig. 

17G-17I）。以上より、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは造血系にシビアな表現型は認められ

なかった。すなわち、ニッチ細胞としてのLepR+ BM-MSCの機能制御に対するErk5の

寄与は小さいことが示唆された。 
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Figure 17. Erk5 expressed in LepR+ BM-MSCs is dispensable for steady-state 

hematopoiesis. 

(A-I) Gating strategies of flow cytometry and the number of cells of female Erk5fl/fl and LepR-

Cre;Erk5fl/fl mice indicated in each figure (n = 5-7). 
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3-3 骨芽細胞特異的Erk5欠損マウス及び神経細胞特異的Erk5欠損マウスでは骨形成

の異常は認められない 

LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは、LepR+ BM-MSCでのみErk5の欠損が起きているわけで

はなく、分化した骨芽細胞も同様にErk5を欠損している。したがって、これまで確認

されている骨量増加は、Erk5欠損LepR+ BM-MSCではなく、分化したErk5欠損骨芽細

胞の機能異常が原因である可能性が考えられる。この仮説を検証するため、Col1a1-

Cre;Erk5fl/flマウス（骨芽細胞特異的Erk5欠損マウス）を作製し、骨組織の解析を行っ

た（Fig. 18A, 18B）。µCT及び組織学的解析のいずれの方法でも、12週齢において骨

量増加は認められなかった（Fig. 18C-18F）。同様に、骨芽細胞数、破骨細胞面積どち

らのパラメータにも変化は見られなかった（Fig. 18G, 18H）。続いて、骨芽細胞にお

けるErk5の機能を調べるため、マウス前骨芽細胞株であるMC3T3-E1細胞に対して

short hairpin RNA（shRNA）によるErk5のノックダウンを行った（Fig. 18I）。その結

果、ALP染色の染色性や、骨芽細胞分化のマスターレギュレーターであるRunx2及び

Sp7の発現、細胞増殖に差は認められなかった（Fig. 18J-18L）。 

第1章で示した通り、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでは視床下部神経細胞でもErk5の欠損が

起きている。視床下部神経細胞は交感神経系を介して骨形成を制御していることから、

LepR-Cre;Erk5fl/flマウスの骨量増加がLepR+神経細胞の機能異常に起因する可能性が考

えられる14,68。そこで、Syn1-Creマウスを用いて神経細胞特異的Erk5欠損マウス（Syn1-

Cre;Erk5fl/flマウス）を作製し、骨組織の解析を行った（Fig. 18A, 18M）。その結果、

12週齢においてµCT解析及び組織学的解析のいずれにおいても骨量に差は見られず、

骨芽細胞数や破骨細胞面積にも変化は認められなかった（Fig. 18N-18S）。 
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以上より、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスの骨量増加は、骨芽細胞や神経細胞ではなく、BM-

MSCの機能異常によって引き起こされていることが示唆された。 
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Figure 18. Erk5 deficiency in osteoblasts or neurons displays normal bone marrow cavity. 

(A) Schematic diagram of generating osteoblast- or neuron-specific Erk5 knockout mice. Black 

arrows represent primer binding sites. (B) Deletion efficiency of Erk5 in the marrow-flushed 

bone at genomic DNA level (top) and osteoblasts at mRNA level (bottom, n = 4) of Col1a1-

Cre;Erk5fl/fl mice. (C, D) µCT images (C) and von Kossa staining (D) of femurs from Erk5fl/fl 

and Col1a1-Cre;Erk5fl/fl mice. (E, F) BV/TV of femurs from Erk5fl/fl and Col1a1-Cre;Erk5fl/fl 

mice measured by µCT (n = 9-10) (E) and von Kossa staining (n = 6) (F). (G) N.Ob/B.Pm of 

femurs from Erk5fl/fl and Col1a1-Cre;Erk5fl/fl mice femurs (n = 6). (H) Oc.S/BS of femurs from 

Erk5fl/fl and Col1a1-Cre;Erk5fl/fl mice (n = 6). (I) Erk5 mRNA levels in MC3T3-E1 cells 

infected with shErk5. (J) ALP staining of MC3T3-E1 cells infected with shErk5. (K) mRNA 

levels of osteoblast markers in MC3T3-E1 cells infected with shErk5 (n = 4). (L) Proliferation 

capacity of MC3T3-E1 cells infected with shErk5 (n = 4). (M) Deletion efficiency of Erk5 in 

the hypothalamus of Syn1-Cre;Erk5fl/fl mice. (N, O) µCT images (N) and von Kossa staining 

(O) of femurs from Erk5fl/fl and Syn1-Cre;Erk5fl/fl mice. (P, Q) BV/TV of femurs from Erk5fl/fl 

and Syn1-Cre;Erk5fl/fl mice measured by µCT (n = 8) (P) and von Kossa staining (n = 5-6) (Q). 

(R) N.Ob/B.Pm of femurs from Erk5fl/fl and Syn1-Cre;Erk5fl/fl mice (n = 5-6). (S) Oc.S/BS of 

femurs from Erk5fl/fl and Syn1-Cre;Erk5fl/fl mice (n = 5-6). All mice used in Fig. 16 are 12 weeks 

of age. Scale bars, 1 mm (C, D, J, N and O). **P < 0.01 and ***P < 0.001. 

  



 - 55 - 

3-3 Erk5欠損BM-MSCは骨芽細胞分化が亢進する 

続いて、公共データベース上に存在するscRNA-seqデータを用いてbioinformatics解析

を実施し、BM-MSCにおけるErk5の発現と細胞機能との関連について検討した65。細

胞特異的なマーカー遺伝子の発現レベルを参考に、BM-MSC（Prx1+、Lepr+）及び骨芽

細胞（Col1a1+、Bglap+）を同定した（Fig. 19A, 19B）。エンリッチメント解析（GSEA）

の結果、骨芽細胞と比較してBM-MSCではErk5シグナルに関わる遺伝子が有意に濃縮

されている（＝Erk5シグナルが活性化している）ことが明らかとなった（Fig. 19C）。

次に、BM-MSCをErk5高発現群（Erk5-expressionhigh BM-MSC）とErk5低発現群（Erk5-

expressionlow BM-MSC）の2群に分け、GSEAを実行した。その結果、BM-MSCの増殖

や幹細胞性維持に関わるシグナルには差が認められなかった一方、骨芽細胞分化や骨

化に関わるシグナルはErk5-expressionlow BM-MSCで有意に活性化していることが示さ

れた（Fig. 19D-19G）。さらに、ssGSEAを用いて細胞ごとにErk5シグナルの活性化レ

ベルをスコア化し、高いスコアを示す細胞をErk5シグナル活性化群（Erk5-signalinghigh 

BM-MSC）、低いスコアを示す細胞をErk5シグナル非活性化群（Erk5-signalinglow BM-

MSC）とした。この2群間で改めてGSEAを実行したところ、Erk5の発現レベルで評価

した場合と同様に、BM-MSCの増殖や幹細胞性維持に関わるシグナルには差が見られ

なかった一方、骨芽細胞分化や骨化に関わるシグナルはErk5-signalinglow BM-MSCで有

意に活性化していることが明らかとなった（Fig. 19H-19K）。 
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Figure 19. In silico analysis reveals that Erk5 expression and signaling are related to 

osteoblastogenesis. 

(A) The UMAP plot of color-coded clustering of MSCs (n = 236) and OBs (n = 392) from 3-

month-old mice. (B) The violin plots of cell-specific marker gene expression. (C) The 

enrichment plot for Erk5-targeted gene set between MSCs and OBs. (D-G) The enrichment 

plots for MSC proliferation (D), stemness (E), osteoblast differentiation (F) and ossification 

(G) gene sets between Erk5-expressionhigh MSCs and Erk5-expressionlow MSCs. (H-K) The 

enrichment plots for MSC proliferation (H) and stemness (I), osteoblast differentiation (J) and 

ossification (K) gene sets between Erk5-signalinghigh MSCs and Erk5-signalinglow MSCs. *P < 

0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001. 
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続いて、6週齢のErk5fl/flマウス及びLepR-Cre;Erk5fl/flマウスからそれぞれ調製したBM-

MSCを用いたin vitro実験を行った。コロニー形成アッセイを行い、コロニー形成単位

（CFU-F）を測定したところ、両群で有意な差は認められなかった（Fig. 20A, 20B）。

同様に、幹細胞マーカーであるLepr、Nes、Pdgfraの各遺伝子発現にも差は見られなか

った（Fig. 20C）。一方、BM-MSCを骨芽細胞へと分化させたところ、LepR-Cre;Erk5fl/fl

マウス由来の細胞では骨芽細胞分化が有意に亢進していた（Fig. 20D, 20E）。LepR-

Cre;Erk5fl/flマウス由来の細胞ではrunt-related transcription factor 2（Runx2）やOsterixの

タンパク質及び遺伝子発現が有意に上昇しており、また骨芽細胞分化マーカーである

Col1a1やAlpl遺伝子の発現も同様に有意に上昇していた（Fig. 20F-20I）。Fig. 17の結

果と一致して、LepR-Cre;Erk5fl/flマウス由来BM-MSCでは、造血幹細胞の機能制御に関

わる遺伝子の発現がErk5fl/flマウス由来BM-MSCと同程度であった（Fig. 20J）。以上よ

り、BM-MSCにおけるErk5は幹細胞性の制御ではなく骨芽細胞分化を制御している可

能性が示された。 
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Figure 20. Erk5 deficiency in LepR+ BM-MSCs promotes osteoblastogenesis. 

(A, B) Crystal violet staining (A) and CFU-F (B) using MSCs derived from 6-week-old mice. 

(n = 5). (C) mRNA levels of MSC markers (n = 4). (D, E) ALP staining (D) and CFU-Ob (E) 

(n = 6). (F-H) Representative images of the immunoblotting analysis (F) and protein levels of 

Runx2 (G) and Osterix (H) in MSCs (n = 3). β-Actin served as a loading control. (I, J) mRNA 

levels of OB markers (I) and representative hematopoietic stem cell niche factors (J) expressed 

in MSCs (n = 4). Scale bars, 1 mm (A), 200 µm (D). *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001. 
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3-4 Erk5はSmurf2Thr249のリン酸化を介してSmad1/5/8の発現を制御する 

BM-MSCから骨芽細胞への分化には、bone morphogenetic protein（BMP）-Smad1/5/8

シグナルが重要であることが知られている（Fig. 21）69。BMP受容体にBMPが結合す

ると、Smad1/5/8（receptor-regulated Smads; R-Smads）がリン酸化される。その後、Smad4

（common-mediator Smad; Co-Smad）と複合体を形成して核内に移行する。核内に移行

したSmad1/5/8-Smad4複合体はBMP responsive element（BRE）配列に結合し、転写調節

因子として標的遺伝子の発現を制御する。Smad6/7（inhibitor Smads; I-Smads）は

Smad1/5/8のリン酸化を阻害することでBMP-Smad1/5/8シグナルを抑制する。我々はこ

れまでに、Erk5がSmurf2Thr249をリン酸化することでSmurf2を活性化することを発見し

た。また、活性化されたSmurf2がSmadタンパク質をユビキチン化し、分解を促進させ

ることも同時に見出している21。したがって、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスで見られている

骨芽細胞分化の亢進という表現型に、Smurf2Thr249-Smadsシグナルが関与しているかど

うかを検討した。 

 

Figure 21. BMP-Smad1/5/8 signaling. 
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LepR-Cre;Erk5fl/flマウス由来BM-MSCでは、Erk5fl/flマウスと比較してSmurf2Thr249のリ

ン酸化が有意に低下していた（Fig. 22A, 22B）。Fig. 19と同様にbioinformatics解析を行

ったところ、Erk5-expressionlow BM-MSC及びErk5-signalinglow BM-MSCではユビキチン

依存的なタンパク質分解が抑制されていることが明らかとなった（Fig. 22C）。LepR-

Cre;Erk5fl/flマウス由来BM-MSCでは、Erk5fl/flマウスと比較してSmad1の発現及びリン

酸化Smad1/5/8の発現が有意に上昇していた（Fig. 22D, 22E）。さらに、ルシフェラー

ゼベクターを用いたレポーターアッセイの結果、BRE-luciferase（luc）（Smad1/5/8依

存的）の有意な発現増加が観察された（Fig. 22F）。一方、Smad1、Smad5、Smad8の

mRNAレベルには変化がなく、同様にSmad4及びSmad6、Smad7のmRNAレベルにも有

意な変化は見られなかった（Fig. 22G）。これらin vitro実験の結果を裏付けるように、

Erk5-expressionlow BM-MSC及びErk5-signalinglow BM-MSCではBMPシグナルが活性化

していることがbioinformatics解析によっても示唆された（Fig. 22H）。以上より、Erk5

はSmurf2Thr249-Smad1/5/8-Runx2/Osterixシグナルを介してBM-MSCの骨芽細胞への分

化を負に制御していることが示唆された。 
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Figure 22. Erk5 deficiency in LepR+ BM-MSCs decreases Smurf2 activity and increases 

Smad1/5/8-depdent signaling. 

(A, B) Representative images of the immunoblotting analysis (A) and protein levels of p-

Smurf2Thr249 and Smurf2 (B) in MSCs (n = 3). (C) The enrichment plots for negative regulation 

of ubiquitin-dependent protein catabolic process gene set between Erk5-expressionhigh MSCs 

and Erk5-expressionlow MSCs (left) or Erk5-signalinghigh MSCs and Erk5-signalinglow MSCs 

(right). (D, E) Representative images of the immunoblotting analysis (D) and protein levels of 

Smad1, Smad5, Smad8 and p-Smad1/5/8 (E) in MSCs (n = 3). (F) BRE-luc activity in MSCs 

(n = 4). (G) mRNA levels of Smads in MSCs (n = 4). (H) The enrichment plots for BMP 

signaling gene set between Erk5-expressionhigh MSCs and Erk5-expressionlow MSCs (left) or 

Erk5-signalinghigh MSCs and Erk5-signalinglow MSCs (right). *P < 0.05 and **P < 0.01. 
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3-5 Smurf2T249E導入によりLepR+ BM-MSC特異的Erk5欠損マウスの表現型が回復す

る 

ここまでの結果から、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスで見られた骨量増加は、Smurf2Thr249の

リン酸化活性化が抑制されていることが原因として考えられる。そこで、BM-MSCに

おけるSmurf2Thr249のリン酸化状態が、骨芽細胞分化に影響を与えるかどうかをin vivo

で検討することにした。 

我々はこれまでに、Smurf2Thr249をグルタミン酸に置換させたSmurf2T249E変異体が、

Smurf2Thr249のリン酸化状態を模倣し、E3ユビキチンリガーゼとしての機能をもつ（活

性化される）ことを示している21。そこで本研究では、CRISPR/Cas9システムを用いて、

全身の細胞でSmurf2T249Eを発現するSmurf2T249E/T249Eノックインマウスを新たに作製し

た（Fig. 23A-23C）。8週齢のSmurf2T249E/T249Eノックインマウスの大腿骨をµCTで解析

したところ、コントロールマウスと比較して骨量に有意な差は認められず、また16週

齢においても顕著な表現型は認められなかった（Fig. 23D, 23E）。続いて、Smurf2T249E

導入により、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスで見られている骨量増加がレスキューされるかど

うかを検討するため、LepR-Cre;Erk5fl/fl;Smurf2T249E/T249Eマウスを作製した。12-16週齢の

マウスから摘出した大腿骨をµCT及び組織学的に解析したところ、LepR-Cre;Erk5fl/flマ

ウスで見られていた骨量増加及び骨芽細胞数が、LepR-Cre;Erk5fl/fl;Smurf2T249E/T249Eマウ

スでは劇的に回復していることが明らかとなった（Fig. 23F-23J）。 
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Figure 23. Introduction of Smurf2T249E phosphomimetic mutant rescues the osteosclerotic 

phenotype of Erk5-deficent mice. 

(A) Schematic diagram of CRISPR/Cas9-mediated gene editing to generate Smurf2T249E mice. 

Black arrows indicate primer binding sites for detecting Smurf2WT (Primer #1 and #2) or 

Smurf2T249E (Primer #1 and #3) at Fig. 19C. (B) The representative image of sequencing of 

genomic DNA from homozygous founder. (C) Detecting genomic insertion of Smurf2T249E 

mutant in Smurf2T249E mice at genomic DNA level. (D, E) µCT images (16 weeks of age) (D) 

and BV/TV (8 weeks of age) (E) of femurs from Smurf2WT and Smurf2T249E/T249E mice (n = 7-
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9). (F, G) µCT images (F) and von Kossa staining (G) of femurs from Erk5fl/fl, LepR-Cre;Erk5fl/fl 

and LepR-Cre;Erk5fl/fl;Smurf2T249E/T249E mice. (H, I) BV/TV of femurs from Erk5fl/fl, LepR-

Cre;Erk5fl/fl and LepR-Cre;Erk5fl/fl;Smurf2T249E/T249E mice measured by µCT (n = 3-7) (H) and 

von Kossa staining (n = 3-15) (I). (J) N.Ob/B.Pm of femurs from Erk5fl/fl, LepR-Cre;Erk5fl/fl 

and LepR-Cre;Erk5fl/fl;Smurf2T249E/T249E mice (n = 3-9). **P < 0.01 and ***P < 0.001. 
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第4節 考察 

我々はこれまでに、組織特異的遺伝子改変マウスを用いた解析から、間葉系幹細胞

におけるErk5が胎生期の骨格形成に重要であることを見出している21。この研究では

Prx1-Creマウスを使用し、胎生期の肢芽や頭蓋骨の一部に存在するすべての間葉系幹

細胞でErk5を欠損させた70。このマウスは胎生期より指の幅の拡大、石灰化の顕著な

抑制が認められ、また3週齢では大腿骨や脛骨の骨が有意に短くなるという骨格形成

異常を示すことから、成体期の間葉系幹細胞におけるErk5が骨組織の恒常性維持に及

ぼす影響について検討することが困難であった。そのため、本研究ではLepR-Creマウ

スを用いることでこの問題を解決することを試みた。LepR+ BM-MSCのほとんどは定

常状態において未分化な状態に保たれていることが知られているものの、LepR+ BM-

MSCの骨芽細胞分化制御メカニズムについて、その全容は明らかとなっていなかった

15,62。本研究では、BM-MSCにおけるErk5-Smurf2Thr249シグナルが、Smad1-Runx2/Osterix

シグナルを介して骨組織の恒常性を維持していることを発見した（Fig. 24）。 

 

Figure 24. Schematic model of the findings in this study. 

In adult BM-MSCs, Erk5 phosphorylates Smurf2Thr249 to suppress excessive osteogenic 

differentiation by regulating the Smad1/5/8–Runx2/Osterix axis. 
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Erk5はfibroblast growth factor（FGF）などによって活性化され、あるいはprostaglandin 

E2（PGE2）などによって抑制される71-73。一方、FGFシグナルやPGE2シグナルはBM-

MSCから骨芽細胞への分化をそれぞれ抑制、亢進させることが報告されている74,75。

したがって、さらなる検討が必要ではあるものの、BM-MSCにおけるErk5の活性を制

御するメカニズムとして、これらのシグナルが関与している可能性が考えられる。 

BM-MSCでErk5を欠損させたマウスでは骨量が著しく増加するのに対し、骨芽細胞

でErk5を欠損させた場合では骨量に差は認められなかった。さらに、培養細胞を用い

た実験から、Erk5欠損BM-MSCでは骨芽細胞分化が亢進したのに対し、Erk5欠損骨芽

細胞では分化や増殖に変化は見られなかった。また、神経細胞特異的にErk5を欠損さ

せたマウスでも骨量に差は見られなかった。これらの結果から、Erk5はBM-MSCから

骨芽細胞への分化を制御しており、骨芽細胞や神経細胞による骨形成制御機構に関す

る寄与は小さい可能性が示された。 

LepR+ BM-MSCはCxcl12やScfといったニッチファクターの主要な供給源のひとつで

あり、造血幹前駆細胞の機能調節に重要な役割を果たしている61,62,76,77。本研究では、

骨量増加が起きる前の6週齢の段階において、LepR-Cre;Erk5fl/flマウスが正常な造血幹

前駆細胞の数を示すこと、またニッチファクターの発現にも差は見られないことを明

らかにした。したがって、ニッチ細胞としてのLepR+ BM-MSCの機能調節に対するErk5

の関与は限定的である可能性が示唆された。 

過去の報告から、Prx1+細胞特異的にSmurf2の発現を抑制すると、破骨細胞分化を促

進するサイトカインであるreceptor activator of nuclear factor-kappa B ligandの産生が亢

進し、破骨細胞による骨吸収が活発となることで骨量が減少することが知られている
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78。一方、Smurf2はBM-MSCにおいてSmad1/5を直接ユビキチン化することでBMP-

Smadsシグナルを抑制することも報告されている79。本研究ではErk5-Smurf2Thr249シグ

ナルがSmad1-Runx2/Osterixシグナルを抑制することで骨芽細胞への分化を抑制して

いることを示したが、Erk5によるBM-MSCの分化制御には別の分子メカニズムが存在

する可能性も考えられる。 

これまでの報告から、Prx1+細胞特異的にSchnurri-3を欠損させると、成体期において

骨芽細胞活性の亢進による骨量増加を示すことが示されている80。また、LepR+細胞特

異的にearly B-cell factor 3を欠損させると、骨芽細胞分化の亢進を伴う大理石骨病様の

表現型を示すことも報告されている81。LepR-Cre;Erk5fl/flマウスで見られた骨量の増加

は、破骨細胞の機能低下に起因するものではなく、間葉系幹細胞から骨芽細胞への分

化が亢進することによって引き起こされていることを示してきた。したがって、Erk5-

Smurf2Thr249-Smad1/5/8シグナルは成体期における過度の骨形成を抑制することで、適

切な骨髄内環境を維持していることが明らかとなった。Erk5シグナルはがんや炎症に

対する治療標的となりうることが報告されており、また多くの低分子Erk5阻害剤も開

発されている82-84。本研究成果はBM-MSCから骨芽細胞への分化を制御するメカニズ

ムを明らかにするのみならず、Erk5シグナルが骨粗鬆症や、骨形成不全症などの疾患

に対する新規治療標的となりうることを示唆するものである。 
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総括 

本検討では、LepR+細胞における Erk5の重要性を明らかにすべく、LepR+細胞特異的

に Erk5を欠損させた LepR-Cre;Erk5fl/flマウスを作製し、種々の検討を行った。 

第 1章では、脳視床下部神経細胞における Erk5の機能的役割を明らかにすることを

目的とした検討を行った。その結果、雌性 LepR-Cre;Erk5fl/flマウスでのみ耐糖能の悪

化やエネルギー代謝の低下を伴う肥満が認められた。また、インスリン刺激によって

Erk5 のリン酸化が活性化したことから、脳視床下部 LepR+神経細胞における Erk5 は

インスリンシグナルの下流に存在し、全身のエネルギー代謝調節を制御している可能

性が示唆された。本研究成果は中枢神経系によるエネルギー代謝調節に Erk5 シグナ

ルが重要であることを示すものであり、肥満や糖尿病などの疾患に対する新規治療戦

略の開発につながることが期待される。 

第 2章では、成体期の間葉系幹細胞における Erk5の機能的役割を明らかにすること

を目的とした検討を行った。その結果、Erk5欠損 LepR+ BM-MSCは骨芽細胞分化が

著しく亢進することが明らかとなった。Erk5は Smurf2Thr249のリン酸化を介して Smad

タンパク質の分解を誘導し、骨芽細胞分化のマスターレギュレーターである Runx2や

Osterix の発現を抑制することで骨芽細胞分化を適切に制御していることが示された。

本研究成果は Erk5-Smurf2Thr249-Smad1/5/8 シグナルが成体期における骨組織の恒常性

維持に極めて重要な役割を果たすことを示すものであり、骨代謝の異常に起因する

様々な疾患に対する新規治療標的となることが期待される。 
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結語 

第1章 

1. 視床下部神経細胞に発現するErk5はインスリン刺激によって活性化する。 

2. LepR+神経細胞においてErk5を欠損すると、雌性マウスでのみ耐糖能の悪化及びエ

ネルギー代謝低下を伴う肥満を呈する。 

3. LepR+神経細胞におけるErk5シグナルは、肥満や2型糖尿病などのエネルギー代謝

異常に関連する疾患に対する新規治療標的となることが期待される。 

 

第2章 

1. Erk5はLepR+ BM-MSCの骨芽細胞分化を抑制する。 

2. Erk5はSmurf2Thr249のリン酸化を介してSmadタンパク質の分解を促進させる。 

3. 2. のメカニズムを介して、Erk5はRunx2/Osterixの発現を抑制する。 

4. Erk5-Smurf2Thr249-Smad1/5/8シグナルは骨粗鬆症をはじめとする様々な骨疾患に対

する新規治療標的となることが期待される。 
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