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研究成果の概要（和文）： 

申請者らは骨代謝における活性酸素の意義を分子生物学的に解析することを目的として、破
骨細胞特異的 PHGPX 欠損マウス(PHGPx oc-/-マウス)を用いて検討した。すると、PHGPx oc-/-

マウスは耳介の低形成、破骨細胞数の著明な増加、破骨細胞マーカーの発現レベルの上昇が認
められた。 
研究成果の概要（英文）： 

 We aimed to study the role of reactive oxygen species in bone metabolism by using 

osteoclast-specific PHGPX-deficient mice. These mice developed hypoplasia of auricle, 

increase in osteoclast differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

高齢化社会を迎えた我が国では、約 1100 

万人とされる骨粗鬆症をはじめとする骨関
連疾患の患者数は飛躍的に増加している。骨
粗鬆症による骨折は寝たきりの原因の第 2 

位であり、その病態解明と効果的な治療法の
創出は急務である。申請者らは現在まで「神
経と骨とのネットワーク」の発見を契機とし
て、骨代謝学にパラダイムシフトをもたらす
重要な知見を報告してきた（Cell 2000, 2002, 

Nature 2005, NatMed 2007 など）。近年、
活性酸素は生体に損傷をもたらす単なる毒
性因子ではなく、シグナル伝達機構の担い手
であることが明らかになりつつあるが、その
骨代謝への影響および分子生物学的な作用
機構については不明な点が多い。 

２．研究の目的 

 申請者らは骨代謝における活性酸素の意
義を分子生物学的に、また特異的蛍光プロー

ブを用いて細胞生物学的に解明すること、な
らびに「神経と骨とのネットワーク」におけ
る活性酸素シグナルの役割を in vivo で詳細
に解析することを目的として以下のような
研究を計画した。 

（１）活性酸素シグナルの破骨細胞分化にお
ける意義を分子生物学的に解明する。 

（２）骨代謝におけるグルタチオンペルオキ
シダーゼ（GPx）の意義の解明 

各種の GPx のうち、PHGPx は活性酸素によ
り生体膜に生じる脂質ヒドロペルオキシド
を直接還元できる唯一の酵素である。我々は
骨芽細胞、破骨細胞、軟骨細胞、骨細胞特異
的 PHGPx 欠損マウスをすでに作成しており、
これを用いて骨代謝における GPx の in vivo

における生理的意義を包括的に解析する。 

 

３．研究の方法 

PHGPxは各種の GPxのうち、活性酸素によ
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り生体膜に生じる脂質ヒドロペルオキシド
を直接還元できる唯一の酵素である。本研究
では、この酵素の組織特異的ノックアウトマ
ウスを用い、活性酸素シグナルの分子プロー
ブを用いて、活性酸素シグナルを固体内、組
織内、細胞内で可視化し、骨代謝における活
性酸素シグナルの全容を解明する。さらに神
経系による骨代謝調節におけるシグナル分
子としての活性酸素の意義を解明する。その
ために、①破骨細胞の分化における活性酸素
シグナルの意義の解明、②骨代謝におけるグ
ルタチオンペルオキシダーゼ（GPx）の意義
の解明を通じて骨代謝における活性酸素シ
グナルの全容を明らかにし、骨の健康に留意
した抗酸化物質の適正な摂取量の策定につ
なげることを目標とした。 

①破骨細胞の分化における活性酸素シグ
ナルの意義の解明 
破骨細胞は単球/マクロファージ系の細胞

から形成される多核の巨細胞である。その分
化には骨芽細胞で産生されるサイトカイン
である RANKL（Receptor activator of NF-
ligand）が必須である。そこで、RANKL添加
による破骨細胞の分化誘導過程において、活
性酸素シグナル同定プローブを用いて、活性
酸素シグナルの時間的、空間的局在を詳細に
検討した。 
②骨代謝におけるグルタチオンペルオキシ

ダーゼ（GPx）の意義の解明 
骨代謝における GPxの in vivoにおける生理
的意義を、骨芽細胞特異的 PHGPx欠損マウス、
破骨細胞特異的 PHGPx欠損マウスを用いて解
析する。PHGPx floxマウスおよび、骨芽細胞、
破骨細胞特異的 Creマウスを交配させ、各マ
ウスの骨代謝動態を分子生物学的、組織学的
に解析するした。まず、マイクロ CT を用い
て骨量の３次元定量を行い、さらに骨形成、
骨吸収の指標を骨形態計測法を用いて解析
した。また、骨芽細胞、破骨細胞の分化や増
殖に特に重要な遺伝子、蛋白の発現を大腿骨
より調整した cDNA、蛋白を用いて、リアルタ
イム PCR 法および Western blot 法で検討し
た。 
４．研究成果 
 PHGPX遺伝子に注目して研究を進めた。 

in vitro において、骨芽細胞様細胞株
（MC3T3-E1）で siRNAを用いて本遺伝子をノ
ックダウンすると、骨芽細胞の分化マーカー
である ALP 活性および mRNA 発現の低下が認
められたことから、骨芽細胞分化に対して促
進的に働く可能性が考えられた。一方、in 
vitroで M-CSF、RANKLにより誘導される破骨
細胞分化の過程において、本遺伝子は分化後
期で発現が減少する事が明らかとなった。 
破骨細胞特異的 PHGPX 欠損マウス(PHGPx 

oc-/-マウス)は耳介の低形成を示し、それら
の個体では PHGPx の発現レベルが有意に低

下していた。 
また、出生直後では野生型マウスとの差は

認められないが、出生後 10 日目から体重の
低下が確認された。PHGPx の発現レベルが極
端に低いマウスでは、耳介の低形成に加えて
破骨細胞数が著明に増加し、破骨細胞マーカ
ーの DC-STAMP の発現レベルが上昇していた
(図 1)。 
 
 
 
 
図 1 PHGPx oc-/-マウスの破骨細胞形成能 
野生型マウス  PHGPx oc-/-マウス 

 
 
また、頭蓋骨において主に膜性骨の辺縁部

に歪曲や形成異常が認められた(図 2)。 
 
図 2  PHGPx oc-/-マウスの骨格形成 
野生型マウス   PHGPx oc-/-マウス 

 
 
これらの結果から、過酸化脂質が、破骨細

胞分化の下流に位置する DC-STAMP を制御し
て、骨組織の膜性骨化や耳介の形成に影響を
与えたことが示唆された。 
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