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研究成果の概要（和文）：ステロイド剤は、現在でも多くの炎症性疾患や自己免疫疾患の効果的治療薬であり、
ステロイド剤の投与によって生じる骨粗鬆症は二次性骨粗鬆症のなかで最も頻度が高い。ステロイド剤の治療を
長期に受けている患者の３０－５０％が骨折を起こす可能性がある。ヒトのステロイド剤治療では海綿骨が主に
低下し、椎体や大腿骨頚部骨折を起こす。グルココルチコイドレセプターのシャペロン分子であるFkbp5のノッ
クアウトマウスは、グルココルチコイド投与により、強い骨形成抑制を示した。このマウスを用い、ステロイド
性骨粗鬆症の病因となるグルココルチコイドレセプター標的遺伝子の同定を試みた。

研究成果の概要（英文）：Steroids are effective drugs for inflammatory diseases and autoimmune 
diseases. However, steroids most frequently induce secondary osteoporosis. The risk of bone fracture
 in the patients with steroid treatment is about 30-50%. Trabecular bone is reduced and the 
fractures of vertebral body and femoral neck occur in the patients with steroid treatment. Fkbp5 is 
a shaperon molecule of glucocorticoid receptor, and Fkbp5 knockout mice showed severely reduced bone
 formation by glucocorticoid treatment. We tried to identify the target genes of glucocorticoid 
receptor, which are responsible for steroid-induced osteoporosis, using Fkbp5 knockout mice. 

研究分野： 生物系学、骨代謝学、歯学
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１．研究開始当初の背景 
	 ステロイド剤は、現在でも多くの炎症性疾
患や自己免疫疾患の効果的治療薬であり、ス
テロイド剤の投与によって生じる骨粗鬆症は
二次性骨粗鬆症のなかで最も頻度が高い。ス
テロイド剤の治療を長期に受けている患者の
３０−５０％が骨折を起こす可能性がある。ヒ
トのステロイド剤治療では、早期の骨吸収の
増加により、急激な骨密度の低下をきたす。
そして長期に続く骨形成の低下により、さら
に骨密度は低下していく。ヒトでは海綿骨が
主に低下し、椎体や大腿骨頚部骨折を起こす。	
	 グルココルチコイドレセプター（GR）は、細
胞質内で HSP90、Fkbp5 を含むシャペロン分子
と複合体を形成する。グルココルチコイドの
GR への結合により、複合体は解体し、GR は、
二量体を形成、核移行する。核移行した二量
体は、DNA 上のグルココルチコイドリスポン
スエレメント
（GRE）に結合、
ターゲット遺伝
子の転写を誘導
あるいは抑制す
る（図１）。	
	 骨細胞は、２
つのネットワー
クを形成してい
ると考えられ
る。一つは細胞
間ネットワーク
であり、骨細管
中を通る骨細
胞突起がギャ
ップ結合によ
って連結し、骨
細胞同士でネ
ットワークを
形成している。骨芽細胞突起と骨細胞突起も
ギャップ結合で連結しており、この細胞間ネ
ットワークは骨表面の骨芽細胞に及んでいる。
もう一つは、傍骨細胞間隙を介した細胞外ネ
ットワークであり、これも骨表面へと及んで
いる。この２つのネットワークを介して、血
管および骨髄から酸素、栄養、生存シグナル
を得る他、骨表面の骨芽細胞への様々なシグ
ナルの伝達および液性因子の骨外への放出を
行っていると考えられる。我々はこの２つの
ネットワークが破壊された Bcl2	 トランスジ
ェニック(tg)マウスを用いて、骨細胞ネット
ワークが、非荷重を感知し、骨量を調節する
ことを明らかにした。その分子メカニズムを
明らかにするために、Bcl2	 tg マウスで尾部
懸垂を行い、骨芽細胞・骨細胞において、野生
型マウスでは非荷重時に誘導されるが、Bcl2	
tgマウスでは誘導されない遺伝子をマイクロ
アレイで検索、Fkbp5 を同定した。	
	 Fkbp5 の骨での機能を明らかにするため、
Fkbp5-/-マウスを作製した。Fkbp5は先に述べ
たように、GR と複合体を形成するシャペロン
分子であるため、まず、GR 活性を調べた。GR

レポーター活性はFkbp5-/-骨芽細胞で有意に
上昇しており、Fkbp5 は GR シグナルを負に制
御していた。そこで、Fkbp5-/-マウスのグル
ココルチコイドに対する反応を見ることにし
た。プレドニンペレットを皮下に埋め込んだ
が、Fkbp5-/-マウスでは、野生型マウスより
著明な骨量減少を認めた。したがって、Fkbp5-
/-マウスはステロイド性骨粗鬆症の発症メカ
ニズムの解明に最適のモデルマウスと考えら
れ、このマウスを用いて、ステロイド性骨粗
鬆症の発症メカニズムの解明に取り組むこと
にした。	
 
２．研究の目的 
	 Fkbp5-/-マウスを用いてステロイド性骨粗
鬆症の発症メカニズムを解明することを目的
とする。まず、グルココルチコイド投与によ
って起こる表現型を野生型マウスとFkbp5-/-
マウスで比較し、その違いを明確にする。こ
れまで、ステロイド剤投与により骨芽細胞お
よび骨細胞のアポトーシス誘導と Wnt シグナ
ルの抑制が起こり、骨形成が抑制され骨量減
少が起こると、多数報告されてきた。また、ス
テロイド剤投与は、osteoprotegerin	(Opg)発
現の抑制、Rankl 発現の誘導、さらに破骨細胞
の寿命の延長により骨吸収を促進させると報
告されてきた。したがって、これらのことが、
Fkbp5-/-マウスへのグルココルチコイド投与
でも観察されるかを確認する。さらに、グル
ココルチコイド投与により、Fkbp5-/-マウス
の骨細胞分画・骨芽細胞分画で、野生型マウ
スと比較し強く誘導・抑制される遺伝子群を
同定する。最後に GR の標的遺伝子として特定
した遺伝子の骨芽細胞特異的トランスジェニ
ックマウスを作製し、Fkbp5-/-マウスと交配、
グルココルチコイド投与実験でグルココルチ
コイドに対する反応を比較検討する。これに
より、ステロイド性骨粗鬆症の病因となる GR
標的遺伝子を同定、その機能を明らかにする。	
	
３．研究の方法 
(１)グルココルチコイド投与実験	
①８週齢の野生型マウスおよびFkbp5-/-マウ
スの背部皮下に、徐放性プレドニゾロンペレ
ット(低容量 1.25mg/kg/day､高容量 3.2mg/	
kg/day)あるいはプラセーボペレットを植え
込み、１週間ごとに体重を測定するとともに
マウスの挙動を観察した。４週間後に屠殺、
大腿骨をマイクロ CT、骨組織形態計測で比較
した。また、８週齢の野生型マウスおよびFkbp	
5-/-マウスにデキサメタゾン(2mg/kg、5mg/kg、
10mg/kg)を、コントロール群は溶媒であるエ
タノールを４週間毎日注射した。４週間後に
屠殺、大腿骨をマイクロ CT、骨組織形態計測
で比較した。	
②血清の骨形成マーカー（オステオカルシン）、
吸収マーカー（CTX-1、TRAP5b）を測定した。	
③TUNEL 染色で、骨芽細胞、骨細胞におけるア
ポトーシスを比較した。	
④屠殺時に血清を採取し、血糖、コレステロ
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ール、中性脂肪、アルブミン、コリンエステラ
ーゼ、CPK、LDH 等を測定し、プレドニゾロン
の耐糖能、脂質代謝、筋に対する作用を調べ
た。	
⑤筋重量を測定するとともに組織切片で筋細
胞面積を計測し、筋萎縮を比較した。また、消
化管潰瘍や出血がないか腸管を調べた。	
	
(２)マイクロアレイ解析によるグルココルチ
コイド投与後の発現変動遺伝子の探索	
①８週齢の野生型マウスおよびFkbp5-/-マウ
スにデキサメタゾン(2mg/kg)を、コントロー
ル群は溶媒であるエタノールを４週間毎日注
射した。	
②４週間注射後に屠殺、大腿骨及び脛骨から
筋組織及び外骨膜細胞を除いた後、PBS で骨
髄を除去、歯間ブラシで内骨膜上の骨芽細胞
を採取、骨芽細胞分画 RNA を抽出した。また、
残りの骨より RNA を抽出、骨細胞分画の RNA
とした。	
③野生型マウスおよびFkbp5-/-マウスのデキ
サメタゾン注射群とエタノール注射群から得
られた骨芽細胞分画 RNA、骨細胞分画 RNA を
それぞれマイクロアレイにて比較、野生型マ
ウスでの発現変動がFkbp5-/-マウスで増強さ
れた遺伝子を選択した。選択された遺伝子は、
リアルタイム RT-PCR で確認後、アノテーショ
ン情報、パスウェイ解析等によりクラス分け
した。	
	
(３)骨芽細胞特異的 tg マウス及び Fkbp5-/-
tg マウスの作製	
①2.3	 kb	 Col1a1 プロモーターに同定した遺
伝子を組み込み、骨芽細胞特異的 tg マウスを
作製した。さらに Fkbp5-/-マウスと交配し、
最終的に Fkbp5-/-tg マウスを作製した。	
	
４．研究成果	
(１)グルココルチコイド投与実験	
①８週齢の野生型マウスおよびFkbp5-/-マウ
スの背部皮下に、徐放性プレドニゾロンペレ
ット(低容量 1.25mg/kg/day、高容量 3.2mg/	
kg/day)あるいはプラセーボペレットを植え
込み、１週間ごとに体重を測定するとともに
マウスの挙動を観察した。４週間後に屠殺、
大腿骨をマイクロ CT、骨組織形態計測で比較
した。また、８週齢の野生型マウスおよびFkbp	
5-/-マウスにデキサメタゾン(2mg/kg、5mg/kg、
10mg/kg)を、コントロール群は溶媒であるエ
タノールを４週間毎日注射した。４週間後に
屠殺、大腿骨をマイクロ CT、骨組織形態計測
で比較した。	
②血清の骨形成マーカー（オステオカルシン）、
吸収マーカー（CTX-1、TRAP5b）を測定した。	
③TUNEL 染色で、骨芽細胞、骨細胞におけるア
ポトーシスを比較した。	
④屠殺時に血清を採取し、血糖、コレステロ
ール、中性脂肪、アルブミン、コリンエステラ
ーゼ、CPK、LDH 等を測定し、プレドニゾロン
の耐糖能、脂質代謝、筋に対する作用を調べ

た。	
⑤筋重量を測定するとともに組織切片で筋細
胞面積を計測し、筋萎縮を比較した。また、消
化管潰瘍や出血がないか腸管を調べた。	
	
(２)マイクロアレイ解析によるグルココルチ
コイド投与後の発現変動遺伝子の探索	
①８週齢の野生型マウスおよびFkbp5-/-マウ
スにデキサメタゾン(2mg/kg)を、コントロー
ル群は溶媒であるエタノールを４週間毎日注
射した。	
②４週間注射後に屠殺、大腿骨及び脛骨から
筋組織及び外骨膜細胞を除いた後、PBS で骨
髄を除去、歯間ブラシで内骨膜上の骨芽細胞
を採取、骨芽細胞分画 RNA を抽出した。また、
残りの骨より RNA を抽出、骨細胞分画の RNA
とした。	
③野生型マウスおよびFkbp5-/-マウスのデキ
サメタゾン注射群とエタノール注射群から得
られた骨芽細胞分画 RNA、骨細胞分画 RNA を
それぞれマイクロアレイにて比較、野生型マ
ウスでの発現変動がFkbp5-/-マウスで増強さ
れた遺伝子を選択した。選択された遺伝子は、
リアルタイム RT-PCR で確認後、アノテーショ
ン情報、パスウェイ解析等によりクラス分け
した。	
	
(３)骨芽細胞特異的 tg マウス及び Fkbp5-/-
tg マウスの作製	
①2.3	 kb	 Col1a1 プロモーターに同定した遺
伝子を組み込み、骨芽細胞特異的 tg マウスを
作製した。さらに Fkbp5-/-マウスと交配し、
最終的に Fkbp5-/-tg マウスを作製した。	
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