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研究成果の概要：骨粗鬆症は、老化および閉経後に起こることが知られている。閉経に伴う骨粗鬆

症においては、女性ホルモンであるエストロゲンの劇的な減少によって、骨形成－骨吸収ともに亢

進されるが、そのバランスが破綻し、骨吸収優位の方向へ導かれる。閉経モデルマウスにおける骨

組織でのニトロ化の亢進や炎症が関与する骨粗鬆症に NO が関与しているなどの報告から、骨粗

鬆症にタンパク質ニトロ化による酸化傷害が関与し、それをエストロゲンが制御していると考えた。

本研究では、イソフラボンやトリブチル錫などの女性ホルモン様物質の骨形成への影響について

注目し、それらの骨芽細胞におけるニトロ化ストレスの制御について検討した。①女性ホルモン

様物質のうち、トリブチル錫（TBT）に焦点を当て、骨芽細胞への作用について解析したところ、

TBT は、骨芽細胞分化を促進し、それに p38 MAP kinase 経路が関与していることがわかった。②

内因性活性窒素種による 6-ニトロトリプトファンの形成について、LPS/IFN-γ刺激 RAW 細胞中に

検出した。また、LC-MS/MS による解析で、いくつかのニトロ化タンパク質を同定した。③TNF-α

刺激による内因性活性窒素種により、骨芽細胞におけるニトロ化が確認された。また、女性ホルモ

ン様物質のうち、ダイゼイン、ゲニスティンにこの系におけるニトロ化抑制作用が見られた。TBT に

はニトロ化抑制作用が見られなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
骨粗鬆症は、老化や閉経に伴い、骨形成−骨吸
収という骨代謝のバランスが崩れることによ
り起こることが知られている。特に、閉経に
伴う骨粗鬆症においては、女性ホルモンであ
るエストロゲンの劇的な減少によって、骨形
成・骨吸収ともに亢進されるが、そのバラン
スが破綻し、骨吸収優位の方向へ導かれる。
つまり、破骨細胞による骨吸収が、骨芽細胞
による骨形成を上回ることにより生じると考
えられている（文献１）。 
 閉経モデルである卵巣摘出マウスにおいて
も、骨粗鬆症の症状が観察される。最近の報
告では、このマウスで、炎症時に生じる誘導
型一酸化窒素合成酵素（iNOS）の発現亢進に
より一酸化窒素（NO）産生量が増加し、骨組
織でのタンパク質ニトロ化による酸化傷害が
起こり、また、iNOS を欠損した場合には、卵
巣摘出による骨粗鬆症および骨組織のニトロ
化が見られないことがわかっている（文献２）。
また、炎症が引き起こす骨粗鬆症に NO が関
与するという報告もある（文献３）。これらの
ことから、骨粗鬆症にタンパク質ニトロ化に
よる酸化傷害が関与し、それをエストロゲン
が制御していると考えられる。 
 ニトロ化は、炎症や虚血−再還流の際に発生
する NO とスーパーオキシド（O2

-）に由来す
るパーオキシナイトライト（ONOO-）や NO2

といった活性窒素種が、タンパク質、脂質、
ヌクレオチドに対し引き起こす反応であり、
過剰な発生は、各組織にニトロ化による酸化
傷害を起こす。タンパク質中のニトロチロシ
ンは、炎症性疾患、脳神経系疾患、がんなど
の疾患部位において、抗体などで検出されて
いる。一方、我々は、活性窒素種による新規
ニトロ化アミノ酸残基として、6-ニトロトリ
プトファンを見いだした（文献6-9）。さらに、
6-ニトロトリプトファンの抗体を開発し、プ
ロテオーム解析でトリプトファンニトロ化タ
ンパク質の同定を行い、ニトロ化におけるト
リプトファンのチロシンと異なる独自の機能
変化を追求した（文献６）。 
  最近、植物エストロゲン様物質や内分泌
かく乱物質の、生殖系以外への作用および影
響が注目されている。モデル培養細胞を用い
たこれら女性ホルモン様物質の骨代謝への影
響に関する報告は、骨吸収のものが多く、イ
ソフラボン（文献４）や有機スズ類（文献５）
が前駆細胞からの破骨細胞への分化を抑える
とされている。本研究では、イソフラボンや
トリブチルスズの骨形成への影響に注目し、
微小の環境変化での影響を受けやすいタンパ
ク質の翻訳後修飾を指標にし、そのメカニズ
ムの解明を目指した。 
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２．研究の目的 
 本研究では、イソフラボンやトリブチル錫な
どの女性ホルモン様物質の骨形成への影響に
ついて注目し、それらの骨芽細胞におけるニ
トロ化ストレスの制御について検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 女性ホルモン様物質の骨形成について 

TBT による骨芽細胞への作用について以
下のように検討した。FBS を含むα-MEM 培
地中の MC3T3-E1 細胞に対し、トリブチル錫
を添加し、1-4 日培養し、タンパク質を抽出後、
骨型アルカリホスファターゼの比活性を測定
した。また、ウェスタンブロット法により、
MAP kinase のリン酸化について解析した。 
 
(2) 内因性活性窒素種により生じる 6-ニトロ
トリプトファンの検出について 

内因性活性窒素種による 6-ニトロトリプ
トファンの形成について、以下のように検討
した。RAW264.7 マクロファージ様細胞に、
LPS/IFN-γを作用させ活性化させた。12 時間
後、タンパク質を抽出し、抗 6-ニトロトリプ
トファン抗体を用いた Western Blot 法を行い、
含有タンパク質の検出を行った。また、顕著
に増加したバンドを切り出し、トリプシン消
化後に LC-MS/MS により分析し、含有タンパ
ク質の同定およびそのニトロ化部位の検出を
試みた。 
 
(3) TNF-α刺激モデル骨芽細胞におけるタンパ
ク質ニトロ化の女性ホルモン様物質による抑
制について 

MC3T3-E1 細胞に対し、ダイゼイン、ゲニステ
ィンおよび TBT の存在下において TNF-αを作
用させた。細胞中のタンパク質を抽出し、ウェスタ
ンブロット法により、ニトロチロシンの検出の差異
について検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 女性ホルモン様物質の骨形成について 



 

 

女性ホルモン様物質のうち、トリブチル錫
に焦点を当て、骨芽細胞への作用について解
析し、p38 MAP kinase のリン酸化減少の抑制
による骨形成促進を見だした。 
 
(2) 内因性活性窒素種により生じる 6-ニト
ロトリプトファンの検出について 
内因性活性窒素種による 6-ニトロトリプト

ファンの検出法の検討を行った。活性化マク
ロファージ様細胞の 6-ニトロトリプトファン
含有たんぱく質は活性化していない対照群と
比べて、内因性活性窒素種によるニトロ化が
亢進していた。特に、33kDa, 37kDa, 55-60kDa
のタンパク質のニトロ化の亢進が顕著であっ
た｡さらに、SDS-PAGE のゲルより、これらの
バンドを切り出し、LC-MS/MS を用いてタン
パク質の解析を行ったところ、いくつかのタ
ンパク質が同定された。しかし、トリプトフ
ァンニトロ化部位の検出には至らなかった。
現在、検出感度を上げる方法について検討中
である。 
 
(3) TNF-α刺激モデル骨芽細胞におけるタン
パク質ニトロ化の女性ホルモン様物質による
抑制について 
  TNF-α刺激により多くのバンドでタンパク質
中のニトロチロシン量が増えていることがわかっ
た。それに対し、植物エストロゲンであるダイゼイ
ンおよびゲニスティンを加えると、刺激によるニト
ロチロシン量の増加が見られなかったことから、
ダイゼイン、ゲニスティンには、この系におけるニ
トロ化ストレス抑制の機能があることがわかった。
また、TBT によるニトロ化抑制は見られなかっ
た。 
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