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研究成果の概要（和文）：　グルココルチコイド（GC）製剤は骨代謝に悪影響を及ぼし、歯の発生に対しても潜
在的なリスクを抱えている。しかし内在性GCが骨や歯に及ぼす生理的な役割の詳細は不明である。申請者らは
CRISPR-Cas9ゲノム編集技術を用いてGCが結合する核内受容体のGC受容体（GR）とミネラルコルチコイド受容体
（MR）を機能不全にした遺伝子欠損メダカを作製し、GRとMRが骨折部位の修復に必要な破骨細胞と骨芽細胞の量
を制御していることを明らかにした。また、免疫抑制薬FK506のシグナル伝達への関与が示唆されたため、FK506
投与実験を行った結果、FK506はメダカとマウスで骨再生・修復を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Synthetic Glucocorticoid (GC) cause adverse effects on bone metabolism and
 pose potential risks to tooth development. However, the role of GCs in bone metabolism under 
physiological conditions is still not well understood. We generated glucocorticoid receptor 1 (GR1),
 GR2 and mineralocorticoid receptor (MR)-triple deficient medaka, and revealed that GR and MR 
regulate the fracture healing through the control of osteoblast accumulation and osteoclast 
recruitment. Furthermore, since the involvement of GCs in FK506 signaling was suggested, we examined
 the effects of FK506 on bone repair and osteoblast function. We administered FK506 to the fin 
regeneration model medaka and the bone defected repair model mouse and found that FK506 promotes 
bone regeneration and repair.

研究分野：骨代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、GRとMRの両方が骨折修復に対して抑制的に機能することを明らかにした。これはGC製剤が両受容
体を介して骨代謝に作用することを示唆しており、詳細な作用機序を解明することで、GC製剤による治療中でも
骨への悪影響を選択的に緩和できる薬剤の開発に大きく貢献できる可能性がある。また、FK506の骨に及ぼす詳
細なメカニズムを解明することで、骨再生・修復を促進する新しい薬の開発が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
グルココルチコイド（GC）は副腎皮質から産生されるステロイドホルモンの１つであり、
核内受容体である GC 受容体（GR）と結合して様々な遺伝子発現を調節する。GC の合成
製剤は強力な抗炎症作用を有することから炎症・自己免疫疾患の治療薬として用いられる
が、長期投与でステロイド性骨粗鬆症などの副作用を誘発する（Compston., Endocrine 
2018）。また、妊娠マウスに GC製剤を投与すると新生児の歯の発生が遅延するという報告
もあり（Cascallana et al., Endocrinology 2005）、歯に対しても潜在的なリスクを抱えている
ことが示唆された。しかし、内在性 GC が骨や歯に及ぼす生理的な役割の詳細は明らかにさ
れていない。 
 骨の恒常性は、骨吸収を担う破骨細胞と骨形成を担う骨芽細胞により、常に破壊と再構築を繰
り返すことで維持される。超生理学的用量の GC 製剤は GR を介して骨芽細胞数を減少させ骨
形成を抑制するが、破骨細胞に対する作用は骨吸収の活性化や抑制化などの相反する報告から
議論の余地がある（Komori., Horm Metab Res 2016）。一方、GCはミネラルコルチコイド受
容体（MR）とも結合して骨形成を抑制するため（Fumoto et al., Bioc Biop R 2014）、GR
と MR の両方の機能を同時に検討することが骨代謝に対する GC の生理的役割を解明する
上で必要であると考えた。しかし骨や歯に注目して GRとMRの機能を同時に解析した研究報
告はなく、GCが生体内で作用する様子を直接観察した研究もほとんどない。 
 
２．研究の目的 
 骨と歯に対する内在性 GC の生理的な役割を明らかにすることが本研究の目的である。全身
性 GR 遺伝子欠損マウスは肺の形成不全により出生直後に死亡し、全身性 MR 遺伝子欠損マウ
スは腎機能不全により生後約 10日間で死亡するため成体での骨代謝解析が難しい（Cole et al., 
Genes Dev 1995; Berger et al., Proc Natl Acad Sci U S A 1998）。 
申請者らは GR や MR が機能不全でも生存可能な小型硬骨魚類メダカを GC 研究に応用
した。メダカは身体の透明度が高く、生きたまま顕微鏡下で骨や細胞を観察できるため、GC製
剤が細胞に作用する様子の in vivo イメージング解析が可能である（Azetsu et al., Biomed 
Pharmacother 2019）。メダカは 2つの GR（GR1と GR2）を有しており、申請者らは予備実
験で全身性 GR1/2 ダブル遺伝子欠損（GR1/2 変異型）メダカを作製して成魚まで生存する
ことを確認した。一方、全身性MR遺伝子欠損（MR変異型）メダカも成魚まで生存すると
いう報告があり（Sakamoto et al., Sci Rep 2016）、全身性 GR1/GR2/MRトリプル遺伝子
欠損（GR1/2/MR変異型）メダカを作製した場合でも生存する可能性が高いと考えた。本研
究ではこのメダカを作製し、GCシグナル伝達の遮断が骨や歯の恒常性維持に及ぼす影響を
解析した。 
また、申請者らは上記の変異型メダカの遺伝子発現解析から、免疫抑制薬 FK506のシグ
ナル伝達に関連するタンパク質の遺伝子発現が GR と MR の両方を介して制御されること
を見出した。メダカやゼブラフィッシュなどの小型硬骨魚類は尾ヒレを切断してもほぼ元
通りに再生し、FK506 はゼブラフィッシュのヒレ再生を促進することが知られている
（Kujawski et al., Dev Cell 2014）。しかし、ヒレを構成する骨（鰭条骨：きじょうこつ）
の再生に及ぼす作用の詳細は明らかにされていないため、骨芽細胞を赤色蛍光タンパク質
で標識する遺伝子改変メダカを用いて解析した。さらに、観察された現象が哺乳動物でも保
存されているか確認する目的で大腿骨欠損修復モデルマウスを用いて解析した。 
 
３．研究の方法 
実験1） GR1/2/MR変異型メダカの作製と骨形態解析 

CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いて MR 変異型メダカを作製し、GR1/2 変異型
メダカと交配して GR1/2/MR変異型メダカを作製した。4～7カ月齢の個体をホルマリ
ン固定してアリザリンレッド骨染色を行い、骨や歯の形態を観察した。 
実験2） 骨折修復における GRとMRの機能解析 
メダカの尾ヒレは透明度が高いため、鰭条骨をガラス針で骨折した場合、その修復過
程を生きたまま観察できる。骨芽細胞と破骨細胞がそれぞれ赤色および緑色蛍光タン
パク質で標識される osterix promoter-DsRed/TRAP promoter-EGFP遺伝子改変メダ
カと、各変異型メダカを交配して骨折後 11日間蛍光顕微鏡で観察し、GRやMRの機
能不全が骨折修復中に生じる両細胞の動態に及ぼす影響を解析した。 
実験3） 各変異型メダカの遺伝子発現解析 
孵化後 1日目の野生型メダカおよび各変異型メダカをGC製剤溶液中で 24時間飼育
した後に RNA抽出し、遺伝子発現解析を行った。 
実験4） メダカ尾ヒレの骨再生に対する FK506の作用解析 

osterix promoter-DsRed遺伝子改変メダカの尾ヒレ中央部をメスで切断して FK506
溶液中で 20日間飼育し、尾ヒレの再生過程を蛍光顕微鏡で観察した。また、再生 6日
目（再生途中）に尾ヒレ先端部で EdU細胞増殖アッセイを行った。 



実験5） マウス大腿骨の欠損修復に対する FK506の作用解析 
 直径 0.5 mmの歯科用カーバイドバーでマウスの大腿骨中央部に穴（骨欠損部）を空
けた後、FK506を 14日間毎日皮下投与し、マイクロ X 線 CT装置を用いて生きた状
態で骨の修復過程を観察した。また、大腿骨をカルセイン（骨を緑色蛍光標識する薬物）
で標識した後に穴を空け、11 日後、新しく形成された骨基質（新生骨）を標識するた
めにアリザリンコンプレキソン(骨を赤色蛍光標識する薬物)を投与し、14 日後に蛍光
顕微鏡で観察した。 
 

４．研究成果 
実験1） CRISPR-Cas9ゲノム編集技術によって生じたフレームシフト変異により、MRの

DNA 結合ドメインとリガンド結合ドメインが翻訳されない MR 変異型メダカを作製
した。GR1/2変異型メダカと交配させることで誕生した GR1/2/MR変異型メダカは成
魚まで生存し、GR1/2変異型メダカおよび GR1/2/MR変異型メダカともに一部の骨で
形態変化が見受けられた。現在、歯の詳細な解析を進めている。 

実験2） 鰭条骨が骨折すると、3 日後より骨芽細胞が骨折部位に出現し骨形成を開始する。
GR1/2 変異型メダカでは出現する骨芽細胞が有意に増加し、骨形成を促進した。骨折
後 7 日目より破骨細胞が出現し、過剰な骨基質を吸収して正常な鰭条骨の形状に回復
するが、GR1/2変異型メダカでは破骨細胞が増加し、骨吸収も促進した（図１）。また、
GR1/2/MR変異型メダカはGR1/2変異型メダカよりも出現する骨芽細胞と破骨細胞が
増加し、骨形成と骨吸収が促進した（図１）。以上より、メダカの骨折修復において GR
とMRは抑制的に作用することが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験3） GC製剤を投与した野生型メダカでは FK506のシグナル伝達に関連するタンパク
質の遺伝子発現が上昇し、GR1/2変異型メダカおよび GR1/2/MR変異型メダカ nにお
いてこの遺伝子発現の上昇効果が阻害された。また、MR変異型メダカでも阻害傾向を
示したことから、GR と MR がこのタンパク質の遺伝子発現を制御していることが示
唆された。 

実験4） 尾ヒレを切断すると 20 日
目にはそのほとんどが再生し
た。尾ヒレ切断後、FK506溶液
中で飼育すると尾ヒレは元の形
状よりも長くなり、鰭条骨に存
在する骨芽細胞が増加した（図
２A, B）。切断後 6日目の尾ヒレ
先端部では、骨芽細胞の周辺に
増殖能の高い細胞（細胞種不明）
が出現し、FK506投与によりそ
の増加が認められた。 

実験5） マウスの骨欠損部は 14 日
以内に新生骨で完全に塞がれ修
復されたが、FK506を投与した
マウスではより早く修復され
た。また蛍光顕微鏡を用いた解
析から、FK506により骨欠損部
位だけでなく、その周辺の骨表
面においても異常な骨基質形成促進が認められた（図２C, D）。 

 
［結 語］ 
内在性 GC が GR と MR を介して骨折部位の修復に必要な破骨細胞と骨芽細胞の量を制
御していることが明らかになった。また、FK506 は骨再生・修復を促進することが示唆さ
れた。しかし FK506には強力な免疫抑制作用があるため、患者に何らかの悪影響を及ぼす
ことも推察される。今後、詳細なメカニズムを解明することで、骨再生・修復を促進する新
しい薬の開発が期待される。 
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