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研究成果の概要（和文）：　骨芽細胞ではグロボ系糖脂質Gb4が発現し、破骨細胞（破骨細胞前駆細胞を含め）
では、a系列やb系列ガングリオシドが発現していることを明らかにした。また、これらの糖脂質が欠損したマウ
スを用いて、糖脂質が骨代謝に関与していることを示した。例えば、骨芽細胞に発現しているグロボ系糖脂質
は、骨形成に重要な役割を果たしていることを示した。また、b系列ガングリオシドの欠損が破骨細胞数を減少
させることで骨吸収を減弱させ、加齢に伴う骨量の減少を抑制することが示した。

研究成果の概要（英文）：　We demonstrated that globo-series glycolipid Gb4 was expressed in 
osteoblasts, and a-sereis and b-series gangliosides were expressed in osteoclasts (including 
pre-osteoclasts). We also clarified that involvement of glycolipids in bone metabolism using these 
glycolipids-knockout mice. For instance, we showed that globo-series glycolipid plays important 
roles in bone formation. We also showed that deletion of b-gangliosdies attenuates bone resorption 
based on a decrease in osteoclast number, and suppresses bone loss that emerges with aging.  

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖脂質が、骨芽細胞や破骨細胞の増殖/分化に関与するという細胞レベルでの報告は散見されたが、個体レベ
ルで糖脂質が骨代謝に関与することについての報告はなかった。本研究では、糖脂質が骨代謝に関与することを
糖転移酵素ノックアウトマウスを用いて、個体レベルで明らかにしたことは学術的に意義がある。また、本研究
により、糖脂質の発現制御やGb4などの糖脂質の骨への添加によるアプローチが、新規骨再生治療へ有効である
可能性が示唆された点でも意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、糖鎖合成酵素遺伝子のクローニングの進展により、糖脂質や糖タンパク質などの複合糖
質が、癌、筋肉疾患、糖尿病、感染や炎症など様々な疾患に関与することが明らかになってきた。
申請者は、今まで、糖脂質糖鎖の違いが種々のタンパク質の局在に影響を及ぼし、結果的に細胞
増殖能、浸潤能、移動能といった癌細胞の悪性度を制御していることを示してきた。 
骨は、骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバランス(骨代謝)により制御されて
いて、その制御メカニズムの解明が進んでいる。しかし、糖鎖とりわけ糖脂質が骨代謝にどのよ
うな役割を果たしているのかについては、ほとんど検討されていない。 
 様々な細胞において、糖脂質の脂質ラフトの内外への局在変化が、種々のタンパク質の局在に
影響を及ぼし、シグナル伝達を調節していることが明らかになっていることより、骨芽細胞や破
骨細胞においても、糖脂質の脂質ラフトの内外への局在の変化が、それらの細胞の増殖や分化シ
グナルに影響を及ぼしていることが想定される。 
 
２．研究の目的 
 本研究において、骨芽細胞や破骨細胞の増殖、分化に関与する糖脂質糖鎖を同定し、そのメカ
ニズムを明らかにする。さらに、糖脂質糖鎖による神経系や多臓器への調節による骨代謝制御メ
カニズムを解明する。本研究による糖脂質糖鎖による骨代謝制御メカニズムの解明により、骨粗
鬆症などの骨疾患に対する糖鎖を標的とした創薬の開発が期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１）フローサイトメトリーによる骨芽細胞および破骨細胞（破骨細胞前駆細胞を含む）におけ 
る糖脂質の発現解析 

 骨芽細胞（マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1）および破骨細胞前駆細胞であるマクロファージ（マ
ウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 およびマウス骨髄より採取された初代培養マクロファージ）
における糖脂質（GA2、GA1、GM2、GM1、GD1a、GD3、GD2、GT1b、Gb3、Gb4、Gb5）の発現プロフ
ァイルをフローサイトメトリーを用いて解析した。また、RANKL によって、マクロファージを破
骨細胞へ分化誘導し、MC3T3-E1 細胞を ascorbic acid およびβ-glycerophosphate によって、成
熟骨芽細胞へ分化誘導した。 
 
（２）糖転移酵素ノックアウトマウスを用いて骨表現解析と遺伝子解析 
 骨芽細胞や破骨細胞（破骨細胞前駆細胞を含む）に発現している糖脂質が、骨代謝に関与して
いるのかを明らかにするため、15週齢雄の Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウス（Gb4 が欠損
しているマウス）および 15 週齢と 40週齢の GD3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウス（b系列ガ
ングリオシドが欠損しているマウス）を用いて、骨表現型および遺伝子レベルでの解析を行った。
解析項目は以下のとおりである。 
① マイクロ CTによる大腿骨の骨量測定 
② カルセインを用いた二重標識による骨形成能の評価 
③ 大腿骨海綿骨表面における骨芽細胞の計数（HE染色） 
④ 大腿骨海面骨表面における破骨細胞の計数（TRAP 染色） 
⑤ リアルタイム PCR による骨組織における骨芽細胞分化関連遺伝子（Runx2、アルカリフォス
ファターゼ、オステオカルシン）および破骨細胞分化関連遺伝子（Nfatc1、Trap）の発現レ
ベルの解析 
 
４．研究成果 
（１）骨芽細胞および破骨細胞（破骨細胞前駆細胞を含む）における糖脂質の発現プロファイル    

 骨芽細胞（マウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞）では、a系列ガン
グリオシド（モノシアリル糖脂質）GM1、GD1a およびグロボ系糖脂
質 Gb4 の発現が認められた。また、MC3T3-E1 細胞を成熟な骨芽細胞
への分化誘導させた結果、GM1 および GD1a の発現の低下が認めら
れた。一方、破骨細胞前駆細胞であるマクロファージ（マウスマク
ロファージ細胞株 RAW264.7 およびマウス骨髄細胞由来のマクロフ
ァージ）では、骨芽細胞にも発現していた GM1、GD1a の他に b系列
ガングリオシド（ジシアリル糖脂質）GD3、GD2、GD1b、GT1b の発現
も認められた。しかし、これらの発現は RNAKL 添加による破骨細胞
への分化誘導後には、減弱もしくは消失した。 
 
 
（２）骨芽細胞で発現するグロボ系糖脂質 Gb4 の骨代謝への関与 
 骨芽細胞で発現が認められた Gb4 が骨代謝を制御しているのか
を明らかにするため、Gb4 を含めたグロボ系糖脂質が欠損している Gb3 合成酵素遺伝子ノックア
ウトマウスを用いて以下の実験を行った。 
① Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスにおける骨表現型をマイクロ CT を用いて解析した
（図２A）。その結果、Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスでは、野生型マウスと比較して、 

 

図１．骨芽細胞（MC3T3-
E1 細胞）における Gb4 の
発現 



大腿骨における骨量（BV/TV）、
骨梁数（Tb.N）の減少および骨
梁間隙（Tb.Sp）の増大が認め
られた。 
② 骨形成能を評価するため、
大腿骨におけるカルセインを
用いた二重標識を行った（図２
B）。その結果、Gb3 合成酵素遺
伝子ノックアウトマウスでは、
野生型マウスと比較して、骨石
灰化面（MS/BS）、骨石灰化速度
（MAR）、および骨形成速度
（BFR）の有意な低下が認めら
れた。 
③ 大腿骨の海綿骨における
骨芽細胞数を HE 染色を用いて
計数した。その結果、Gb3 合成
酵素遺伝子ノックアウトマウ
スでは、野生型マウスより、骨
芽細胞数の減少が認められた。 
④ 骨組織から抽出した mRNA
を用いて、骨芽細胞分化関連遺
伝子（Runx2、アルカリフォス
ファターゼ、オステオカルシ
ン）の発現レベルを検討した結
果、これらのすべての mRNA の
発現は、Gb3 合成酵素遺伝子ノ
ックアウトマウスで有意に低下した（図２C）。 
⑤ 骨吸収能を評価するため、大腿骨海綿骨における破骨細胞数を TRAP 染色を用いて計数した。
その結果、Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスと野生型マウスとの間では、差は認められな
かった。 
⑥ 骨組織から抽出した mRNA を用いて、破骨細胞分化関連遺伝子（Nfatc1、Trap）の発現レベ
ルを検討した結果、Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスと野生型マウスとの間では、差は認
められなかった。 
  
（３）破骨細胞前駆細胞であるマクロファージで発現する b系列ガングリオシドの骨代謝への 
関与 

 破骨細胞前駆細胞で発現が認めら
れた b 系列ガングリオシドが骨代謝
制御に関与しているのかを明らかに
するため、b系列ガングリオシドが欠
損している GD3 合成酵素遺伝子ノッ
クアウトマウスを用いて、以下の実
験を行った。 
① GD3 合成酵素遺伝子ノックアウ
トマウスにおける骨表現型をマイク
ロ CT を用いて解析した。その結果、
15 週齢の野生型マウスと GD3 合成酵
素遺伝子ノックアウトマウスの間で
は、骨量に有意な差が認められなか
ったが、40 週齢の GD3 合成酵素遺伝
子ノックアウトマウスでは、加齢に
伴う骨量の減少が野生型マウスと比
較して、有意に抑制された（図３A）。 
② 15 週齢および 40 週齢マウス大
腿骨の海綿骨における骨芽細胞数を
HE 染色を用いて計数した。その結果、
野生型マウスと GD3 合成酵素遺伝子
ノックアウトマウスの間では、骨芽
細胞数に差は認められなかった。 
③ 骨吸収能を評価するため、大腿

 

図２．Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウス（Gb4 欠損マウ

ス）では骨形成が抑制される。 

A：マイクロ CT による大腿骨の骨量解析 

B：カルセインを用いた二重標識による骨形成の評価 
C: 骨組織における骨芽細胞分化関連遺伝子の発現レベル 

 

図３．GD3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウス（b系列

ガングリオシド欠損マウス）では加齢に伴う骨吸収が

抑制される。 

A：マイクロ CT による大腿骨の骨量解析 

B：大腿骨海綿骨における破骨細胞数 
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骨海綿骨における破骨細胞数を TRAP 染色を用いて計数した。その結果、15週齢の野生型マウス
と GD3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスの間では、破骨細胞数に差は認められなかったが、40
週齢では、GD3 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスにおける破骨細胞数が野生型マウスと比較し
て、減少していた（図３B）。 
 
 
以上の結果より、グロボ系糖脂質や b系列ガングリオシドが、骨芽細胞や破骨細胞（破骨細胞
前駆細胞を含む）に発現していることが明らかになった。グロボ系糖脂質は、骨芽細胞に発現し、
骨形成に重要な役割を果たしていることが示された。また、b系列ガングリオシドの欠損が破骨
細胞数を減少させることで骨吸収を減弱させ、加齢に伴う骨量の減少を抑制することが示され
た。このことにより、糖脂質の発現制御や Gb4 などの糖脂質の骨への添加によるアプローチが、
新規骨再生治療へ有効である可能性が示唆された。 
 本研究成果として、b系列ガングリオシドの欠損が破骨細胞数を減少させ、加齢に伴う骨量の
減少を抑制することを明らかにした原著論文と、グロボ系糖脂質の欠損が骨芽細胞数を減少さ
せ、骨形成を抑制することを明らかにした原著論文の２件を国際雑誌に発表した。 
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