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研究成果の概要（和文）：ApoE遺伝子欠損マウスに高脂肪食を摂取させた結果、脛骨ニ次海
綿骨における骨形成率は低下し、海綿骨量は減少する。このマウスの血清過酸化脂質濃度と血
清LDL濃度は高く、これらの値と骨芽細胞におけるp53遺伝子発現は有意な正の相関を示した。
骨芽細胞のアポトーシスが生じ、骨芽細胞の分化・増殖に障害が生じることによって、骨形成
が低下するメカニズムが考えられた。また、アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損マウスにア
ルコールを摂取させた結果、骨髄細胞におけるp21遺伝子の発現が亢進し、骨芽細胞
の細胞周期が停止し、骨石灰化が障害され骨形成が低下することが明らかとなった。
過剰なアルコール及び脂肪摂取により誘導された骨芽細胞の細胞周期停止やアポト
ーシスが骨芽細胞機能を障害するメカニズムを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Disruption of Apo E gene with high fat diet resulted in trabecular 
bone loss and reduced bone formation at the secondary spongiosa of the tibia in mice. 
In these disrupted mice, apoptosis was induced in osteoblasts through enhanced expression 
of p53 mRNA and osteoblastic differentiation and proliferation were suppressed. Bone 
formation was decreased. Disruption of aldehyde-dehydrogenase 2 gene with alcohol intake 
resulted in trabecular bone loss and reduced bone formation in mice. Cell cycle arrest 
was induced through enhanced expression of p21 mRNA and osteoblastic mineralization was 
disturbed. Bone formation was decreased. Thus, we demonstrated the mechanism underlying 
trabecular bone loss induced by alcohol intake or high fat diet through cell cycle arrest 
or apoptosis of osteoblasts. 
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１．研究開始当初の背景 

メタボリック症候群（内臓脂肪症候群）の
該当者は、我が国では約 940 万人いるといわ
れている。高脂肪食や運動不足などによるエ
ネルギー過剰により惹起される。その結果、
動脈硬化や骨粗鬆症を生じるが、全身の代謝
異常と骨の代謝異常の相互作用については
いまだ明らかではない。 

もうひとつの背景には、骨粗鬆症に対する
薬物治療開始基準に生活習慣要因（過剰なア
ルコール摂取と喫煙）が取り入れられたこと
である（骨粗鬆症の予防と治療ガイドライン
2006 年版）。アルコールを 1 日 2 単位（日本
酒換算で 2合）以上摂取している者は、摂取
していない者と比べて骨折の相対危険度が、
骨折全体で 1.23、骨粗鬆症性骨折で 1.38、
大腿骨頚部骨折で 1.68 に増すことが報告さ
れている（Kanis JA, et al. Osteoporos Int 
16:737-742, 2005）。アルコール過剰摂取は
骨密度とは独立した骨折の危険因子である
ことが WHOによるメタアナリシスで明らかに
されている。 

また、我々は、最近、マウスに高脂肪食を
摂取させると、通常の餌を摂取しているマウ
スに比べて、血清 LDL と酸化 LDL が高値とな
り、脛骨ニ次海綿骨における骨形成速度と骨
芽細胞面が有意に低下することを明らかに
している（Hirasawa H, Sakai A, Nakamura T, 
et al. J Bone Miner Res 22:1020-1030, 2007）。 

このような背景から、国内外において生活
習慣に起因するメタボリックシンドローム
の研究解明が進む中、骨の健康管理について
の管理指針を確立することが重要なテーマ
であると考え、本研究を計画するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、アルコール及び脂肪摂取
が骨代謝に与える影響を組織から分子のレ
ベルで明らかにし、骨の障害に対する防止法
を開発することである。 

我々は、アルコールと脂肪摂取によって増
加した酸化ストレスが、骨芽細胞分化を障害
することを明らかにしてきた。それをさらに
発展させて、ApoE 遺伝子を欠損させたマウス
およびアルデヒド脱水素酵素遺伝子を欠損
させたマウスを用いて、海綿骨と皮質骨にお
ける分子シグナルの異常を明らかにするこ
とを中心に研究を進める。 
 
３．研究の方法 

（実験1）ApoE遺伝子欠損マウスに高脂肪食
を摂取させた研究：ApoE遺伝子欠損マウス
と野生型マウスにそれぞれ普通食あるいは
高脂肪食を摂取させた。骨組織の構造と骨
形態計測による骨代謝動態の評価を行った。

骨髄細胞培養実験により、骨芽細胞への分
化障害、p21活性化、細胞周期停止があるか
否かを調べた。ALP染色陽性CFU-fで骨芽細
胞への分化能を調べた。骨髄細胞を用いて、
quantitative RT-PCRでmRNAの発現を解析
した。特に、osterix、cbfa-1、osteocalcin
など骨芽細胞分化マーカーのmRNAの発現を
調べた。 

（実験2）アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損
マウスにアルコールを摂取させた研究：ア
ルデヒド脱水素酵素2（ALDH2）遺伝子欠損
マウスを用いて実験を行った。ALDH2はアル
コールの代謝によって生じるアセトアルデ
ヒドを酢酸に分解する主な代謝酵素である。
日本人の約40%がALDH2欠損型とされ、骨粗
鬆症との関連性が指摘されている。アルコ
ール（5％エタノール）摂取によって生じる
骨代謝異常と骨芽細胞分化異常のメカニズ
ムを明らかにした。実験には、8週齢の雄性、
野生型マウス及びアルコール障害が生じや
すいALDH2遺伝子欠損マウスを用いた。最長
4週飼育した。アルコール負荷よるp21活性
化、骨芽細胞の細胞周期停止・分化障害を
生じるか否かを調べた。骨形態計測により
骨量、骨構造および骨代謝動態を評価した。
未分化骨髄細胞から骨形成細胞と骨吸収細
胞への分化について、骨髄細胞を採取し、
細胞培養およびquantitative RT-PCRで解
析した。細胞培養は、ALP染色陽性CFU-fを、
RT-PCRは、osterix、cbfa-1、osteocalcin
のmRNAの発現を調べた。 

（実験3）アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損
マウスをエストロゲン欠乏状態にした研
究：エストロゲン欠乏による骨代謝回転の
亢進が、アルコール負荷よるp21活性化、骨
芽細胞の細胞周期停止・分化障害を増幅す
るか否かを調べた。骨形態計測により骨量、
骨構造および骨代謝動態を評価した。未分
化骨髄細胞から骨形成細胞と骨吸収細胞へ
の分化について、骨髄細胞を採取し、細胞
培養およびquantitative RT-PCRで解析し
た。細胞培養は、ALP染色陽性CFU-fを、
RT-PCRは、osterix、cbfa-1、osteocalcin
のmRNAの発現を調べた。 

（実験4）アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損
マウスの海綿骨と皮質骨の形態と構造変
化：アルデヒド脱水素酵素2（ALDH2）遺伝
子欠損マウスは、アルコール負荷の有無に
関わらず、野生型マウスと比べて、皮質骨
の長軸成長は障害されないが、横径成長は
障害されることから、その分子メカニズム
について調べた。骨膜における骨形成を障
害する分子を調べた。骨形態計測により骨
量、骨構造および骨代謝動態を評価した。
pQCTにより皮質骨の縦断面と横断面の形態



を定量的に評価した。骨髄と骨膜における
未分化間葉系細胞から骨形成細胞への分化
について、骨髄と骨膜からそれぞれ細胞を
採取し、quantitative RT-PCRで解析した。
Wnt/β -catenin経路に関連する分子と
osterix、cbfa-1、osteocalcinのmRNAの発
現を調べた。 
 
４．研究成果 

（実験1）ApoE遺伝子欠損マウスに高脂肪食
を摂取させた研究：ApoE遺伝子欠損マウスに
高脂肪食を摂取させると、脛骨ニ次海綿骨に
おける骨形成率は低下し、海綿骨量は減少す
る。このマウスの血清過酸化脂質濃度と血清
LDL濃度は高く、これらの値と骨芽細胞にお
けるp53遺伝子発現は有意に正の相関を示し
た。ApoE遺伝子欠損マウスに高脂肪食を摂取
させると、骨髄細胞中の骨芽細胞のp53遺伝
子の発現が増加し、アポトーシスを生じ、骨
芽細胞の分化・増殖に障害が生じることによ
って、骨形成が低下するメカニズムが考えら
れた。 

（実験2）アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損
マウスにアルコールを摂取させた研究：脛
骨近位骨幹端部二次海綿骨における組
織形態計測の結果、アルデヒド脱水素酵素
2（ALDH2）遺伝子欠損マウスマウス（KO）-
アルコール群の海綿骨量（BV/TV）は、
KO-水群あるいは野生型-水群と比較し
て有意に減少していた。KO-アルコール
群の骨石灰化面（MS/BS）と骨形成速度
（BFR/BS）は、他の3群と比較して有意
に低下していた。骨代謝回転の指標であ
る活性化頻度（Ac.f）は、KO-アルコー
ル群で低下していた。破骨細胞（TRACP
陽性多核細胞）数は各群間で差はなかっ
た。骨代謝マーカーについて、血清オス
テオカルシン濃度はKO-アルコール群で
有意に低下しており、尿中デオキシピリ
ジノリン濃度は各群間で差はなかった。
大腿骨及び脛骨から採取した骨髄細胞
を用いて定量的RT-PCRによりmRNA発現
を評価した結果、KO-アルコール群にお
いて、骨芽細胞分化に関連するtype Ⅰ
collagen 、 osterix 、 osteopontin 、
osteocalcinのmRNA発現は有意に低下し
（図1）、細胞周期停止に関連するp21の
mRNA発現は有意に亢進していた（図2）。
アポトーシスに関連するp53のmRNAには
変化がなかった。骨髄細胞を細胞培養し、
mineralized noduleの形成により骨髄細
胞における石灰化能を評価した。KO-ア
ルコール群は石灰化能が低下していた。
細 胞 培 養 液 に p21 kinase specific 
inhibitorを添加することにより、石灰
化 能 と オ ス テ オ カ ル シ ン の 発 現 は 、
Wild-水群と同程度まで回復した。これ

らの結果から、アルコール摂取による骨
量減少は、骨髄細胞におけるp21遺伝子
の発現亢進による骨芽細胞の分化障害
により骨石灰化が障害され骨形成速度
が低下することにより生じていること
が明らかとなった。 
 

 
図 1. 骨髄細胞における osteocalcin mRNA の
発現 
アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損マウスに
アルコールを与えた群は有意に低値を示し
た。値は平均値±標準誤差で示す。WT/Wa：
野生型マウス＋水群、WT/Al：野生型マウス
＋アルコール群、Aldh2KO/Wa：遺伝子欠損マ
ウス＋水群、Aldh2KO/Al：遺伝子欠損マウス
＋アルコール群、#：p <0.05 by Tukey-Kramer 
post hoc test after two-way ANOVA. 

 

図 2. 骨髄細胞における p21 mRNA の発現 
アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損マウスに
アルコールを与えた群は有意に高値を示し
た。値は平均値±標準誤差で示す。WT/Wa：
野生型マウス＋水群、WT/Al：野生型マウス
＋アルコール群、Aldh2KO/Wa：遺伝子欠損マ
ウス＋水群、Aldh2KO/Al：遺伝子欠損マウス
＋アルコール群、#：p <0.05 by Tukey-Kramer 
post hoc test after two-way ANOVA. 



 
 
 
（実験 3）アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損
マウスをエストロゲン欠乏状態にした研
究：卵巣を摘出した（エストロゲンを欠乏さ
せ脂質代謝異常をきたした）アルデヒド脱水
素酵素 2（ALDH2）遺伝子欠損マウスを用いて
実験を行った。卵巣摘出により脛骨ニ次海綿
骨における骨代謝回転は亢進したが、アルコ
ール負荷により骨形成と骨吸収はともに低
下した。卵巣摘出による骨量減少はアルコー
ル負荷によりさらに低下した。卵巣摘出した
ALDH2 遺伝子欠損マウスにアルコールを負荷
すると、骨髄細胞における p21 mRNA の発現
が増加した。卵巣摘出した ALDH2 遺伝子欠損
マウスは、アルコール負荷の有無に関係なく、
海綿骨よりも皮質骨の構造と強度に強い影
響を与えた。具体的には、pQCT の結果から、
野生型マウスと比べて、脛骨中央での皮質骨
面積と皮質骨横径が有意に小さかった。そこ
から算出される力学強度は有意に低下した。
以上の結果から、エストロゲン欠乏状態の
ALDH2 遺伝子欠損マウスは、アルコール負荷
に依存することなく、皮質骨の構造が劣化し
強度が低下することがわかった。 

（実験4）アルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損
マウスの海綿骨と皮質骨の形態と構造変
化：アルコール非投与下でのアルデヒド脱
水素酵素2（ALDH2）欠損マウスにおける骨
構造の解析を行った。4、8、12週齢、雄性
のALDH2遺伝子欠損マウスおよび対照群と
してC57BL/6Jマウスを使用した。大腿骨を
摘出し大腿骨長、pQCTおよび骨幹部皮質骨
の骨形態計測を行った。さらに両群の8週齢
において両大腿骨、脛骨の皮質骨のmRNA発
現を定量的RT-PCRで評価した。その結果、4、
8、12週齢いずれにおいても、体重、大腿骨
長は両群間で有意差を認めなかった。大腿
骨のpQCTの結果、ALDH2遺伝子欠損マウスは
遠位骨幹端部海綿骨の骨密度は12週齢で有
意差を認めなかったが、骨幹部皮質骨の骨
密度は8、12週齢において有意に高値を示し
た。骨断面積は有意に低下していたが、骨
断面積に占める皮質骨面積の割合は高値を
示した。骨幹部皮質骨の骨形態計測では、
ALDH2遺伝子欠損マウスは8週齢で骨外膜面、
内膜面ともに石灰化速度（MAR）、骨形成速
度（BFR/BS）が有意に高値を示した。8週齢
での硬組織のmRNA解析においてもBMP2、
Runx2、osterixなどの骨形成のシグナル発
現が有意に増加していた。ALDH2遺伝子欠損
マウスでは、海綿骨の骨密度に変化はない
が、骨形成のシグナル亢進により大腿骨骨
幹部皮質骨の骨密度が増加していることが
明らかとなった。 
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