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研究成果の概要（和文）： 

卵巣摘除マウスに対する高脂肪食投与は視床下部neuropeptideYmRNAの発現の上昇により末

梢におけるdopamine作動性を亢進させ、骨髄接着基質細胞におけるnogginおよびranklの発現上

昇による骨芽細胞性骨形成を低下、破骨細胞性骨吸収を亢進させ海綿骨量を減少する。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The high-fat diet increases neuropeptideY mRNA expression in the hypothalamus and 

peripheral dopaminergic neuron activity and which results in decreases of the cancellous 

bone and the osteoblastic bone formation and increases in osteoclastic bone resorption 

in ovariectomized mice in relation with the increased expression of noggin and rankl mRNA 

in the bone marrow adherent cells. 
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１．研究開始当初の背景 
閉経後骨粗鬆症はエストロゲン欠乏によ

る、骨吸収、骨代謝回転の亢進を原因とする
骨粗鬆症である。閉経後余命が約30年とエス
トロゲン欠乏状態が長く続く女性では、誰も
が骨粗鬆症に陥る危険がある。 
日本人の嗜好の変化にともない高脂質食

の摂取割合が増加している。このことは近年
メタボリックシンドロームが注目されてい
ることからも明らかである。脂質代謝異常は
糖代謝や血圧のコントロールに影響をおよ
ぼすのみならず、血管の石灰化・骨化を生じ
るなど骨代謝にも影響をおよぼすものと考
えられる。われわれのこれまでの研究では、
高脂質食により骨髄接着器質細胞の骨芽細
胞分化が抑制され、骨芽細胞にアポトーシス
が誘導されることにより骨形成の低下が生
じ、同時に、破骨細胞分化が亢進し骨吸収が
亢進し、骨量および骨密度が低下すること。
脂質代謝関連遺伝子（アポリポ蛋白E）の欠
損によりさらに骨芽細胞のアポトーシス誘
導が顕著になり骨密度の低下がすることが
明らかになった。アポリポ蛋白は高脂質食に
よる骨芽細胞の分化を抑制とアポトーシス
誘導を制御している。骨に限らず高脂質食の
影響は若年時には顕著ではないが、年齢が高
くなるにしたがい顕著になり合併症が惹起
される。年齢により低下する内分泌物質が恒
常性を保つために高脂質食の影響を制御し
ているものと推察される。 
この実験では、エストロゲン欠乏の状態に

より代謝状態が容易に変化する骨を題材に
し、エストロゲン欠乏状態では高脂質食がど
のように骨代謝に影響を与えるかを組織学
的、細胞学的および分子生物学的に明らかに
する。 
２．研究の目的 
エストロゲン欠乏状態に対する高脂質食

の投与によりエストロゲン欠乏による骨代
謝変化が助長されるか否か、高脂質食投与に
よる骨代謝変化はどのような機序が関与す
るか、副甲状腺ホルモン（PTH）の間歇投与
により骨代謝変化が防止されるか否かを明
らかにすること。 
３．研究の方法 
7週齢の雌性C57BL/6Jマウスを1週間の予備
飼育の後に体重にしたがって2群にわけ、卵
巣摘除手術（OVX）および偽手術（sham）を
おこなった。それぞれの群をさらに高脂質食

（ high-fat diet: 4.14kcal/g: 
(1.25%cholesterol, 7.5%cacao butter, 
0.5%sodium cholate) ） 投 与群と通常食
（Standard diet: 3.43kcal/g）投与群にわ
けそのうちの半数は術後6週間の飼育をし、
残りのマウスは12週間の飼育の後に検体を
摘出した。12週投与群の高脂質投与の2群は
さらにPTH投与群と溶媒（vehicle）投与群に
わけ、PTHもしくはvehicleを週5日投与した。
12週間の飼育をおこなった通常食投与群に
はvehicleのみを投与した。12週間飼育した
マウスは2週毎に麻酔下に骨密度測定をおこ
なった。摂食量は個々のマウスについて調整
をおこなった。 
sham + standard diet: (SS) 
sham + high-fat diet: (SH) 
OVX + standard diet: (OS) 
OVX + high-fat diet: (OH) 
sham+ high-fat diet + PTH: (SHP) 
OVX + high-fat diet + PTH: (OHP) 
評価項目 
ex vivo BMD 測定（Aloka DSM-Ⅲ-R） 
(1) 第 2-4 腰椎（①術後 6週、②12 週） 
(2) 大腿骨（全体、遠位 1/3）（①術後 6 週、
②12 週） 

骨形態計測; 骨標識のため sacrifice7 日、3
日前にカルセイン（8mg/kg）の皮下注射をお
こなった。摘出した骨組織について術後 6週
飼育の 4群では凍結切片を薄切しでおこない、
12 週屠殺群の 6 群では MMA 包埋をもちいた。
形 態 計 測 に は system-supply 社 製
Histometry-RT-Camera を用いた。パラメータ
ーの計測内容・計算方法・表記は米骨骨代謝
学会のガイドラインにしたがった)。 
測定項目；海綿骨量（BV/TV）、破骨細胞面
（Oc.S/BS）、破骨細胞数（Oc.N/BS）、骨石灰
化面（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）、骨形成
率（BFR/BS） 
 
視床下部のmRNA発現変化（術後6週） 
脳 内ペプチド in situ hybridization ：
NeuropeptideY(NPY) 
骨髄接着基質細胞のmRNA発現変化 
(1) micro-array；摘出直後の大腿骨・
脛骨より骨髄細胞をalfa-MEM培養液を用い
てflush-outし、チャンバー内で6時間培養し
た後、接着基質細胞からmRNAを抽出し
micro-arrayをおこなった（術後12週）。 
(2) quantitative RT-PCR）：上記と同



 

 

様の方法で接着基質細胞からmRNAを抽出し
逆転写の後quantitative RT-PCRをおこなっ
た。 
測定項目；酒石酸抵抗性酸ﾌｫｽﾌｧﾀｰｾﾞ:TRACP、
receptor activator of NFkB ligand: RANKL、
col1a1 、 osteocalcin 、 bone morphorogic 
protein2: BMP2、noggin (術後6週) 
４．研究成果 
ex vivo BMD 測定 
(1) 第 2-4 腰椎 
① 術後 6週；OS 群では SS 群、OH 群と
比較して有意に骨密度の低下がみられた。OH
群では OS 群と同程度の低下がみられたが SS
群、OH 群との比較で有意差がみられなかった。 
② 術後 12 週；有意差はみられなかっ
たが OH 群では SS 群、SH 群と比較して低下が
みられた。PTH の間歇投与により SHP 群では
SH群と比較して有意なBMD増加がみられたが、
OHP群ではOH群と比較して有意なBMD増加が
みられなかった。SHP 群と OHP 群には有意差
をみとめ、OVX に対する PTH 間歇投与による
骨増加効果は高脂質食により抑制された。 
(2) 大腿骨 
① 術後 6 週；大腿骨全体では OH 群は
SS 群および OS 群と比較して有意な BMD の低
下が認められた。OS 群でも SH 群と比較して
有意な低下がみられたが SS 群との間に差は
みられなかった。大腿骨遠位 1/3 においては
OS 群、OH 群ともに SS 群、SH 群と比較して有
意な低下がみられた。OH 群は OS 群より低下
している傾向がみられたが有意差はみとめ
られなかった（図 1）。 
② 術後 12 週；大腿骨全体および大腿
骨遠位 1/3 においてともに OH 群で低下傾向
を認めたが有意ではなかった。PTH の投与に
より SHP群は増加傾向をしめしたがいずれの
群と比較しても有意ではなかった。また OHP
群では SHP群と比較して増加が抑制されてい
たが有意ではなかった（図 2）。 
骨形態計測；脛骨近位海綿骨 
(1) 術後 6 週；OH 群では Oc.S/BS、
Oc.N/BS ともに増加しており、Oc.S/BS は SH
群と比較して有意に増加していた。破骨細胞
数の増加による骨吸収の亢進が生じていた。
骨形成について OH 群では SS 群、SH 群比較し
て有意に MS/BS の低下がみられた。MAR には
低下・亢進はみられなかった。BFR/BS は OH
群で他の 3群と比較して低下傾向をしめした
が有意ではなかった。OS 群の MS/BS および
MAR は SS 群、SH 群と同様であった。OH 群で
は活性化した骨芽細胞数の低下により骨形
成が低下していると判断された。BV/TV は OS
群で SS 群より低下し、OH 群で SS 群および

SH 群より低下していた。OH 群では破骨細胞
性骨吸収が亢進し、骨芽細胞性骨形成が低下
したため SS 群より海綿骨量が低下した。 
(2) 術後 12 週；OS 群、OH 群ではともに
Oc.S/BS、Oc.N/BS の増加傾向がみられたが、
ともに SS、OS との間に有意差はみられなか
った。OVX マウスに対する高脂質食投与によ
る破骨細胞性骨吸収の亢進は 12 週では顕著
ではなかった。OH 群では MS/BS、MAR ともに
低下する傾向がみられ、BFR/BS は SS 群、SH
群と比較して有意に低下していた。OHP では
OHと比較してMS/BSを増加させていたが有意
ではなかった。PTH の投与は OVX に対する高
脂質食投与による活性化した骨芽細胞数の
低下を防止すると判断された。OH 群では骨形
成の低下により OS 群より海綿骨量が低下し
ていた。PTH の骨形成促進効果は高脂質食と
OVX の同時負荷によって抑制されていた。 
 視床下部における mRNA 発現 
術後6週でのマウスの視床下部におけるNPY 
mRNAはOS群でSS群と比較して有意に発現が
低下し、OH群ではOS群と比較して有意に発現
の亢進がみられた。 
骨髄接着基質細胞のmRNA発現変化 
(1) micro-array 
術後12週のマウスから摘出した大腿骨・脛骨
骨髄接着基質細胞のmicro-arrayによりOH群
ではOS群と比較してdopamin receptorの発現
およびnogginの発現亢進がみられた。 
(2) quantitative RT-PCR 
術後6週のマウスから摘出した大腿骨・脛骨
骨髄接着細胞でopgの発現は各群で差がみら
れなかったが、ranklのmRNA発現はOH群でSS
群、SH群と比較して有意に亢進していた。OS
群、OH群ともにSS群と比較してrankl/opg比
が上昇していた。OS群はSH群と比較して
rankl/opg比の上昇がみられ、OH群ではさら
に上昇していた。tracpはOS群、OH群で他の2
群と比較して上昇する傾向があった。骨形成
についてはOH群でbmp2発現が増加傾向にあ
った。OH群ではSS群と比較してnogginが有意
に上昇していた。runx2-p2はSH群、OH群で低
下傾向をしめした。col1a1はSH群、OS群、OH
群の順に低下傾向を示していた。 
考察 
OVXマウスに対する高脂肪食投与は活性化

した骨芽細胞数の低下による骨形成の低下
と破骨細胞数の増加による骨吸収の亢進に
より普通食投与マウスと比較して海綿骨量
が低下する傾向を認めた。脳内視床下部にお
けるNPYと、骨髄接着基質細胞のdopamine 
receptor のmRNA発現上昇が骨量減少に関与
することが推察された。 



 

 

高脂肪食投与が脳内dopamineを誘導され
ことはすでに報告されている。また、高脂質
食の摂食はleptinさらにNPYの発現を促進す
る。脳内に投与したNPYにより細胞外の
dopamineが増加することが報告されている。
高脂質食が直接もしくはNPY発現を介して
dopamine を増加させている。dopamineは細
胞内にとりこまれ、軸策内を神経終末まで運
ばれ神経伝達物質として働く。また脳内での
代謝産物はadrenalineとなる。Adrenalineに
よる交感神経系の興奮が骨形成を抑制し骨
吸収を亢進することについては多く報告さ
れている。この研究では末梢のadrenaline受
容体を直接確認していないが、dopamine D2 
receptorが増加していることより、高脂質食
投与したマウスでは交感神経活動が末梢で
も亢進していることが推測される。 
末梢においてadrenalineは骨芽細胞や幹

細胞のalfa-およびbeta-adrenagic receptor
を介してRANKLの発現を促進する。また、直
接 的 に は 破 骨 細 胞 上 の beta-adrenagic 
receptorを介し破骨細胞の骨吸収活性を促
進する。この実験において、骨髄接着基質細
胞ではranklおよびtracpの発現がOVXマウス
で上昇、さらに高脂質食投与で上昇し、組織
において破骨細胞数と骨吸収面の上昇が認
められた。術後6週で顕著であった破骨細胞
面の増加は12週では顕著ではなくなってい
るが、これは骨吸収により骨量に対し骨梁面
が相対的に増加したため差が減少したと考
えられる 
骨髄接着基質細胞では高脂質食ないしOVX

はnogginの発現が亢進させる傾向があり、同
時に負荷がかかることによりnogginの発現
亢進が顕著となった。 Noradrenaline が
nogginの発現を上昇することが報告されて
いる。BMP2により促進される骨芽細胞分化は
nogginにより抑制される。この研究では、さ
らにrunx2-p2の抑制を介しcol1a1の発現を
抑制しているように捉えられる。しかし、SH
群、OS群を個々にみていくと骨芽細胞の分化
調節が非常に複雑であることがわかる。高脂
質食のみを投与したマウスではrunx2-p2の
発現が抑制される傾向にあるが、OVXに高脂
質食投与したマウスではこの傾向がすくな
くなっている。OVXはrunx2-p2の発現にむし
ろ促進的に働く可能性がある。さらに、骨芽
細胞分化においてrunxのみでなくその他の
因子がcol1a1の発現調節に関与している。 
OVXと高脂質食を負荷したマウスに対する

PTH間歇投与は骨芽細胞面の低下を抑制し骨
形成の低下を抑制したが、骨形成促進効果は
高脂質食とOVXの同時投与で抑制されていた。

PTHには骨芽細胞分化促進効果があることが
分かっており、PCRの結果から予測されるOVX
と高脂質食による分化抑制に対し有効に機
能したと推察される。しかし、PTH投与によ
る骨石灰化速度の促進効果は OVXと高脂質
食の同時負荷により抑制され骨形成促進効
果が減弱した。 
OVXマウスに対する高脂質食投与は顕著で

はないが骨芽細胞性骨形成を抑制し、破骨細
胞性骨吸収を亢進させる傾向があることを
示した。摂食は生存のために必要な行動であ
り、偏食に対して体は寛容であり、摂食内容
の多少の異常はhomeostasisにより打ち消さ
れてしかるべきである。今研究でわれわれは
高脂質食投与による脳内 NPYの上昇と
dopamineの活動性の上昇による骨量低下と
いう仮説を証明した。しかし、prolactinの
上昇による骨量減少はdopamineによって抑
制されることも報告されている。生体は食餌
を含め環境の変化に対応するために適確な
反応をする。OVX状態に対する高脂質食投与
により、OVXのみやshamマウスに高脂質食投
与を投与した場合とは違う脳内の反応が生
じ、末梢では顕著でないが海綿骨量の減少が
みられることが明らかになった。 
結論 
OVXマウスに対する高脂肪食投与は脳内

NPY の発現の上昇により末梢における
dopamine作動性を亢進させ、骨髄接着基質細
胞におけるnogginおよびranklの発現上昇に
よる骨芽細胞性骨形成を低下、破骨細胞性骨
吸収を亢進させ海綿骨量を減少する。 
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