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研究成果の概要（和文）：本研究では，合成副腎脂質ホルモンの一つであるデキサメサゾン（Dex）  

の骨芽細胞分化に対する影響とその分子機構について解析を行った。研究の結果，Dexの骨芽  

細胞分化に対する作用効果は，作用させる濃度や時間のみならず，作用させる細胞の分化レベ  
ルに大きく依存することが明らかになった。また，この作用効果にはMAP kinase経路や  

Jak－STAT経路などの細胞内シグナル伝達機構が関与することが示唆された。   

研究成果の概要（英文）：In this study，Weinvestigated the nechanisms by which  
dexamethasone（I）ex）affectsosteobIastdifferentiation．ThisstudydemoIIStrated thatDex  
regulatedosteoblastdifferentiationonthecell－differentiationstagedepeIldentmanner，  
and that MAP kinase andJak－STAT signaling pathwaywereiIIVOIvedin the nechanisns for  
theI）ex－regulated osteoblast differentiation．   
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1．研究開始当初の背景   

合成副腎皮質ホルモンの一つであるデキ  
サメサゾン（Dex）は抗炎症効果をもつこと  
から，関節リウマチなどの非感染性の炎症性  
疾患あるいは自己免疫疾患などの治療薬と  
して頻繁に使用されている。しかし，Dexの  

長期投与は骨髄における未分化問菓系幹細  
胞の骨芽細胞への分化を抑制するとともに  

脂肪細胞への分化を促進することから，骨粗  
髭症を誘発する可能性が示唆されている。   

しかし，その一方で，培養細胞を用いた実  

験では，Dexは骨芽細胞分化に対して促進的  
に働くことが報告されている。このような  

Dexの骨芽細胞分化に対する多面的な作用効  
果の相違については，作用させる濃度や時間  
などに依存すると考えられているが，その詳   



温＿2責  細なメカニズムについては，不明である。   

2，研究の目的   

Dexの骨芽細胞分化に対する作用機構を解  
明し，Dexの抗炎症薬としての効果的な使用  
法，あるいは，骨粗髭症の治療と予防法の開  

発に繋げることを目的とする。   

3．研究の方法   

これまでの研究から，Dexの骨芽細胞分化  
に対する作用効果の相違は，作用させる濃度  
や時間のみならず，作用させる細胞の分化レ  
ベルにも依存する可能性が示唆されている。  
そこで本研究では，Dexの濃度や時間，細胞  
の分化レベルによる作用効果の違いを検討  
するため，各分化レベルにある培養細胞に対  
してDexを様々なタイミングと濃度で作用さ  
せ，骨芽細胞分化に対する影響を検討した。   

4．研究成果   

第一に，Dexの骨芽細胞分化に対する作用  
効果の相違について，作用させる細胞の分化  
レベルの違いに着目して解析を行った。ラッ  
ト頭蓋冠由来の未分化間葉系幹細胞ROB－C26  
はサイトカインであるB肝－2を作用させると  
骨芽細胞へ分化し，石灰化した骨様結節を形  
成する。そこで，ROB－C26をBMクー2を用いて  
骨芽細胞へ誘導するとともに，様々なタイミ  
ングでDexを作用させ，その後の細胞分化に  
対する影響を検討した。   

実験の結果，Dexを培養の初期（培養0日  
目～6 日目）に作用させた場合にはROB－C26  
は脂肪細胞へ分化し，培養後期（培養9日目  
～12日目）に作用させた場合には，B肝－2を  
単独で作用させたときよりも顕著に骨芽細  
胞の分化が促進された（Fig．1）。   

また，ROB－C26にB肝－2を作用させると骨  
芽細胞分化誘導転写因子である Ostesix  
（OS‡）の発現が誘導されるが，培養初期に  

DexをさせたROB－C26ではこのBM一卜2誘導性  
のOS‡の発現が抑制されていた肝ig．2）。   

一方，培養後期にDexを作用させた細胞で  
は，このようなDexによるOS‡の発現抑制は  
認められなかった（Fig．2）。そこで，ROB－C26  

にOS‡を強制発現させ，同様の実験を行った  
ところ，OS‡強制発現細胞においては，培養  

初期にDexを作用させても骨芽細胞分化の指  
標とされる石灰化物が形成された。以上の結  
果から，DexはROB－C26に対して，未分化の  
状態では脂肪細胞への分化を誘導するが，あ  
る程度，骨芽細胞へ分化した状態では，その  

後の骨芽細胞の最終分化を促進すると考え  
られる。また，未分化な状態の細胞に対して，  

BMP－2誘導性のOS‡の発現を抑制しまうこと  

が，骨芽細胞への分化を抑制し，脂肪細胞へ  

分化させてしまう要因の一つと考えられる。   
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Fig．1．E能ct of dexamethasone（Dex）on  
mineralization andlipid dropletformation．Cells  
Were Culturedin the presence or absence ofbone  
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n。  
days，aSindicated．After24daysculture，Ce11swere  
stainedwithAlizarinredSandOilredO．  
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Fig・2・Analysis ofOSX rnRNAexpression・Cells  
Were Cultured in the presence of bone  
morphogeneticprotein（BMP）－2（1（氾ng／mi）for24  
days，WithDextreatment（10欄M）commenciJ）gOn  
di能rentdaysasindicated．Afterculture，real1ime  
reversetranscnptlOn－pOlymerasechainreactionwas  
Performed．mRNA expression was normalized  
againstthatofβ－aCtin，uSedasanintemalcontrol．  
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転写活性を増加させることが明らかになっ  

た（Fig．4）。SiRNAを用いてRunx2の発現を抑  
制したROS17／2．8では，Dexによる石灰化の  
促進効果が抑制されたことから，Dexによる  

ROS17／2．8の骨芽細胞最終分化に対する促進  
効果には，Runx2の転写活性を増加させるこ  
とが重要な要因の一つであると考えられる。  
また，Dexを作用させたROS17／2．8において，  
Runx2の著しい発現量の増加は認められなか  
ったことから，DexはRunx2の翻訳後の修飾  
（例えばリン酸化など）に関与し，その転写  
活性に影響を与えることが示唆された。  

最後に，De又とBMト2の相互作用について  

解析を行った。BⅦト2は未分化な間菓系幹細  
胞を骨芽細胞へ分化誘導することが知られ  
ている。そこで，BMクー2とDexの相互作用に  
ついて，それぞれを単独で処理した場合と併  
用した場合について，骨芽細胞分化関連因子  
の変動について解析した。   
前述の実験に用いたROB－C26は頭蓋冠由来  
の幹細胞であることから，他の系統の幹細胞  
においても同様の結果が得られるかどうか  
の確認を兼ね，本実験にはマウス由来の未分  
化幹細胞様培養細胞であるC3HlOTl／2細胞を  
用いた。C3H10Tl／2 を BMクー2（＋）Dex（－），  
B址P－2（－）8ex（＋），BMP－2（＋）Dex（＋），および  
BMP－2ト）Dexト）の条件でそれぞれ培養し，骨  
芽細胞分化の指標であるアルカリフォスフ  
ァターゼ（瓜P）の活性をそれぞれの培養系  
において測定した。   
実験の結果，C3HlOTl／2ではRO丑－C26とは  
異なり，培養初期においても，B肝－2 とDex  
を同時に作用させた培養系では，それぞれを  
単独で作用させた培養系と比較して，顕著に  
ALPの膿NAの発現量が増加し，活性レベルが  
上昇した（Fig．5）。このことから，Dexの骨芽  
細胞分化に対する作用効果は細胞の分化レ  
ベル以外に，細胞の系統（種類）にも大きく  
依存すると考えられる。   
次に，ルシフェラーゼアツセイを用いて  
瓜P遺伝子の上流に存在するプロモーター領  
域の解析を行った。瓜Pプロモーター領域の  
各種欠損配列をルシフェラーゼ遺伝子の上  
流に結合させたコンストラクトを作成し，こ  
れを細胞に導入した。その後，それぞれの細  
胞にBMIL2およびDexを作用させ，ルシフェ  
ラーゼの活性レベルを解析した。   
解析の結果，別肝－2とDexの此P遺伝子発  
現誘導に対する相乗的な効果には，転写因子  
STAT3の結合配列が必要であることが示唆さ  
れた（Fig．6）。そこで，STAT3に対する抗体を  

用いて，クロマチン免疫沈降を行ったところ  
Al，Pプロモーター領域に存在するSTAT3結合  
配列を含むゲノム断片が共沈することが確  
認できた。さらに，SiRNAを用いてSTAT3の  
発現を抑制した細胞では，B肝－2とDexの瓜P  

2  4  6   

Cult11relilneperiod（day）  

Fig3・Time－dependent efftct of Dex on the  
mineralizationin ROS17／2．8 cells．Ce11s were  
cultured fbr2，4，and6daysinthepreserlCe Or  
absenceoflO－8MDex，andstainedwithAlizarin  
redS．  
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Fig・4・TranSCrlpt10nalactivltyOfRunx2・Lucifbrase  
assay wasperfbrmed us享ngthe（OSE2）x6－Luc  
COnStruCtWhich contains sIXrePeatS OftheRunx2  
binding site（OSE2）．RU486 was used as a  
glucocorticoid antagomist．．（OSE2）x6・Luc was  
transftctedintocells．After24h，Cellsweretreated  

ごも葦慧誓笥乱雲羞慧霊誌i慧篭  
h，andthenluciftrase activity was determined．A  

vector pGL・8asic（Basic）was used as negative  
coIl打01．  

第二に，Dexの骨芽細胞分化促進効果につ  
いて解析を行った。本研究の結果から，Dex  
は，ある程度，骨芽細胞へ分化した細胞に対  

してはその後の最終分化を促進すると考え  
られることから，ラット成熟骨芽細胞様の培  
養細胞であるROS17／2．8にDexを作用させ，  
関連遺伝子の発現量および活性レベルを解  

析した。   

解析の結果，De又はROS17／2．8の石灰化を  
濃度依存的に促進するとともに（Fig．3），骨  

芽細胞分化誘導転写因子と知られるRunx2の  
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遺伝子発現誘導に対する相乗的な効果が抑  
制された。これらのことから，DexはSTAT3  
を介して捌肝－2 と相乗的に働き，C3HlOTl／2  

細胞の骨芽細胞への分化を誘導する可能性  
が示唆された．  
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Fig．5．E飴ctsofDexand】】MP・20nALPlevels  
in C3HlOTl／2cells．Cells were cultured under  
the same conditionsindicatedin A，and ALP  
activitywasmeasured．  
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Fig・6・EfftctsofDexandBMPlonALPpromoter  
actlVltyin C3HlOTlr2 cells．Basalluciferase  
activity of the wild-type murine ALP promoter 
COnStruCt，L1840ALPp几uc（Wt），andoftheSTAr3  

response element・廿uncated promoter constructs，  
－1840ALPp几uc（Mt） was determined in  
C3H10Tl／2cells．Cellsstablytransftctedwitheach  

COnStruCtWereCulturedwithBMPl（100ng／mi），  
Dex（10■8M），OraCOmbinationofbothinducersfor  
6days，andthentheluciferase activities were  
detemined・Anemptyvector，EmptypGL4・14，WaS  
used as anegative controlagalnStALPpromoter  
COnStruCtS，ControIs（Cont．）indicatecells cultured  
without】】MP－20rDex．  
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