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研究成果の概要（和文）：エストロゲン（E2）投与した雄ウズラの骨髄細胞から分化した破骨細胞はE2によりアポトー
シスは誘導されないが、形態変化とV-ATPaseの発現抑制による骨吸収の抑制が認められた。DNAマイクロアレイの結果
から、E2によって発現量が著しく変動した遺伝子は多数見出され、一部の遺伝子は発現抑制により、E2の有無に関わら
ず破骨細胞数を減少させた。以上の結果から、哺乳動物と異なり、骨髄骨の破骨細胞はE2によりアポトーシスは誘導さ
れないが、機能は抑制されると考えられる。また、顕著に変動した多数の遺伝子の中には、エストロゲン応答遺伝子と
してアポトーシス抑制に関わるものもあると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Estrogen inhibited bone resorption, but did not induce apoptosis of osteoclasts th
at derived from bone marrow cells of estrogen-treated male quails. Further, the morphology of osteoclasts 
and the expression of ATPase in these cells were affected by estrogen administration. As a result of DNA m
icroarray, a lot of genes that were significantly up- or down-regulated by estrogen administration were id
entified in these osteoclasts. Osteoclastogenesis from bone marrow cells were suppressed by knock-down of 
some of genes with/without estrogen. Taken together with these results, estrogen has no effects on the apo
ptosis of medullary bone osteoclasts, but rather suppress bone resorption. Additionally, it is suggested t
hat many genes that indicated significant regulation of expression are related to the inhibition of apopto
sis as estrogen responsive genes.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会の訪れとともに、骨粗鬆症患者
の増大が大きな社会問題となっている。特に
女性においては、閉経によるエストロゲン欠
乏が骨吸収を亢進させ、脊椎や下肢だけでな
く、歯科領域となる顎骨、さらには頭頸部の
骨の非薄化を招き、咀嚼機能の低下および骨
折を誘発している。その治療薬として使用さ
れているビスホスフォネートは、破骨細胞の
アポトーシスを誘導することで骨吸収を抑
制するが、顎骨壊死や骨質不良などを誘発し、
その結果、骨折に至るという新たな問題が浮
き彫りになっている。エストロゲン欠乏が原
因とされることから、エストロゲン投与によ
る治療も行なわれた。しかしながら、乳ガン
や子宮頸ガンなどのリスクが高まることか
ら、選択的エストロゲン調節薬も使用されて
いるものの、同様のガンの誘発といった副作
用は完全に回避出来ていない。それゆえ、骨
量の維持および増加はもとより、副作用の無
い治療薬による正常な骨リモデリングおよ
び骨量の改善は QOL 向上のため、可及的速
やかに解決されなければならない。 
 哺乳動物の破骨細胞において、エストロゲ
ンがその受容体を介してアポトーシスを誘
導することが報告されている。このことから、
破骨細胞とエストロゲンの関係について、進
展が見込まれるが、上述のことから、骨粗鬆
症の治療において、直接的な関係に行き着く
には、さらなる進展が必要とされる。 
 鳥類には、哺乳動物に比べて飛躍的にエス
トロゲンに高い反応性を示す骨髄骨が存在
している。この骨髄骨は、卵殻形成のための
カルシウムの供給源として骨髄中に形成さ
れ、産卵周期の血中エストロゲン値の増減に
応じて迅速なリモデリングが行なわれてい
る。また、実験的エストロゲン投与により、
骨髄骨は容易に形成され、その後速やかに吸
収される。このように、鳥類の骨髄骨はエス
トロゲンの強い支配を受け、リモデリングが
行なわれている。このリモデリングにおいて、
血中エストロゲン値の高い骨形成期に、破骨
細胞は骨吸収を停止した休止状態で骨髄骨
表面に存在し、エストロゲン値が低くなる骨
吸収期に再び活発に骨吸収を行なう。さらに、
エストロゲンは破骨細胞のアポトーシス誘
導に影響を与えることなく、骨吸収を制御し
ている可能性が示唆された。これは哺乳動物
の破骨細胞とは異なることから、骨髄骨、特
に破骨細胞におけるエストロゲンの作用を
追求することは、骨粗鬆症のようなエストロ
ゲン欠乏による骨吸収亢進型の疾病に対し
て、選択的エストロゲン調節薬やビスホスフ
ォネートとは作用機序の異なる、副作用の無
い、より安全な治療薬の開発につながると期
待される。 
 
２．研究の目的 
 骨粗鬆症は性別に関係なく起こる骨疾患
であるが、女性では、閉経によるエストロゲ

ン欠乏が骨吸収を急激に亢進させ、全身の骨
だけでなく、顎骨および頭頸部の骨の非薄化
を招き、咀嚼機能の低下および骨折を誘発し
ている。それゆえ、骨量の維持および増加の
みならず、副作用の無い治療薬による正常な
骨質の改善は、可及的速やかに解決される必
要がある。本研究は、まずエストロゲンに高
い反応性を持ち、哺乳動物の破骨細胞と異な
るエストロゲンの反応を示す鳥類骨髄骨の
破骨細胞を用いて、エストロゲンとその応答
遺伝子を見出し、その機構を解明する。次に、
哺乳類の破骨細胞、さらには骨代謝における
これらの応答遺伝子の役割を明らかにする
ことが目的である。 
 
３．研究の方法 
 骨代謝、特に破骨細胞におけるエストロゲ
ンとエストロゲン応答遺伝子の同定および
その機能を解明するために、まず、エストロ
ゲンに高い反応性を持つ鳥類骨髄骨を用い
て、in vitro および in vivo の実験を行な
う。これらの実験の中で、破骨細胞の分化、
生死および機能制御に関わるエストロゲン
応答遺伝子を同定し、その役割を検討する。 
(1) エストロゲン投与した雄ウズラの骨形
成期および骨吸収期の骨髄細胞をそれぞれ
エストロゲン存在下で培養し、破骨細胞に分
化させる。これらのエストロゲンに感作され
た破骨細胞を用いて、DNA マイクロアレイ解
析によりエストロゲン応答遺伝子を同定す
る。 
(2) エストロゲン応答遺伝子として得られ
る遺伝子の候補は多数存在すると考えられ
るため、NCBI などの遺伝子バンクの情報を利
用し、得られた遺伝子の塩基配列をもとに破
骨細胞の機能およびアポトーシスに関連す
る遺伝子を検索する。さらに、該当したエス
トロゲン応答遺伝子の機能の解明のため、同
様に骨髄細胞から破骨細胞を分化させる際
に、それらの遺伝子に対し RNAi 法による発
現抑制、あるいは翻訳されるタンパク質の中
和抗体や阻害剤を用いて発現を阻害し、破骨
細胞の分化、機能およびアポトーシスへの影
響を検討する。 
(3) 骨髄骨の破骨細胞はエストロゲン受容
体αのみが優位に発現しており（未発表）、
骨髄骨リモデリングに関与している可能性
が非常に高いことから、Chip assay などによ
りエストロゲン応答遺伝子が受容体αを介
して作用しているか検討する。 
(4) 骨髄骨リモデリングにおけるエストロ
ゲン応答遺伝子の役割を明らかにするため
に、応答遺伝子およびそのタンパク質の発現
および局在を in situ Hybridization 法およ
び免疫組織学により検出する。また、それら
の発現量を RT-PCR 法および ELISA などで明
らかにする。さらに、RNAi 法による発現抑制、
または中和抗体や阻害剤を投与し、これらの
応答遺伝子およびタンパク質の発現を抑制
することによる形態学的および分子生物学



的変化を調べ、骨髄骨リモデリングへの影響
を検討する。 
 
(5) 哺乳動物におけるエストロゲンとエス
トロゲン応答遺伝子の役割を解明するため
に、骨髄骨の実験で得られたエストロゲン応
答遺伝子の塩基配列を参考に哺乳動物（マウ
ス）において遺伝子バンクで検索する。さら
に、これらの遺伝子あるいはタンパク質が発
現しているか、マウス骨髄細胞あるいは細胞
株（RAW264.7）から分化させた破骨細胞を用
いて、RT-PCR 法やウェスタンブロット法など
により検討する。 
(6) マウスにおけるエストロゲン応答遺伝
子の機能を解明するために、マウス骨髄細胞
あるいは RAW264.7 を用いて、RNAi 法により
これらの遺伝子の発現を抑制し、破骨細胞形
成またはアポトーシス、ならびに骨吸収能へ
の影響を検討する。また、同様に，中和抗体
や阻害剤を用いて、タンパク質の機能を阻害
し影響を検討する。 
(7) 骨リモデリングにおけるエストロゲン
応答遺伝子の機能を解明するために、成熟マ
ウスおよび卵巣摘除マウス（骨粗鬆症モデル
マウス）に、応答遺伝子の発現を RNAi 投与 
により、タンパク質の発現を中和抗体あるい
は阻害剤投与によりそれぞれ抑制する。大腿
骨および下顎骨における骨量や形態変化を
骨形態計測などにより測定しつつ、破骨細胞
の機能および形態的変化、さらには骨芽細胞
など関連する細胞の動態についても形態学
的、免疫組織学的に調べ、エストロゲン応答
遺伝子の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) エストロゲン投与３日後の雄ウズラの
骨髄細胞を採取し、RANKL/M-CSF により破骨
細胞の分化を誘導するとともに、17β-エス
トラジオール（17β-E）を添加した。この 17
β-E 添加により、破骨細胞はアポトーシスを
起こさず、17β-E の濃度依存的に骨吸収を抑
制した。アポトーシス関連遺伝子（Fas、
Caspase 3, 8, 9、Bcl-2）の発現をリアルタ
イム RT-PCR 法にて検討したところ、いずれ
も高濃度の 17β-E でのみ、増加していた。
これらの細胞を用いて、骨吸収に関連する
V-ATPase の発現を免疫組織学的に検討した
結果、17β-E により免疫反応の減少が認めら
れた。以上のことから、アポトーシス関連遺
伝子の発現はエストロゲンにより増加する
が、骨髄骨破骨細胞にはアポトーシスを抑制
する機構が備わっていて、エストロゲンによ
り機能が抑制されると示唆された。 
(2) (1)の実験と同様に、骨髄細胞から破骨
細胞を分化させるとともに、17β-E を添加し
た。これらの細胞から Total RNA を回収し、
DNA マイクロアレイにより解析を行なった。
その結果、17β-E 無添加の細胞を対照群とし、
17β-E を添加した細胞と比較したところ、発
現量が著しく変動した遺伝子（４倍以上）が

多数見出された（増加した遺伝子は１０８個、
減少した遺伝子は４２個）。このことから、
骨髄骨の破骨細胞はエストロゲンに応答し
て、さまざまな遺伝子の発現を変動させるこ
とが明らかになった。 
(3) 著しく変動を示した遺伝子をカテゴリ
ー別に分類し、これらのカテゴリーから哺乳
動物の破骨細胞の分化、機能およびアポトー
シスなどに関連する既知の遺伝子を抽出し
た結果、増加した遺伝子群から１３個の遺伝
子、減少した遺伝子群からは３個の遺伝子が
認められた。このことから、骨髄骨の破骨細
胞において、哺乳動物の破骨細胞で発現して
いる遺伝子と同類の遺伝子がエストロゲン
により変動していることが示唆された。 
(4) 増加を示した遺伝子群の中から、２個の
遺伝子（遺伝子 Aおよび B）について、siRNA
による発現抑制を行なった。これまでと同様
に、エストロゲン投与３日後の雄ウズラの骨
髄細胞をRANKL/M-CSFにより破骨細胞に分化
させるとともに、17β-E を添加し、培養を行
なった。多核細胞が現れる培養後期に、遺伝
子AおよびBに対するsiRNAを添加した結果、
どちらの遺伝子も発現が抑制された。また、
17β-E の有無に関わらず、多核細胞の形成が
濃度依存的に抑制された。このことから、遺
伝子 Aおよび Bのいずれも、成熟破骨細胞の
形成を抑制するだけでなく、アポトーシスの
誘導に関与している可能性が示唆された。 
(5) エストロゲンの破骨細胞の機能に対す
る影響について、その詳細を調べるために、
エストロゲン投与５日後の雄ウズラ（波状縁
を形成した破骨細胞が骨髄骨表面に多数存
在する）にエストロゲンを再投与した。この
再投与により、血中エストロゲン値は再度上
昇し、その後、減少を示した。この過程にお
いて、形態学的観察を行なったところ、骨髄
骨は骨髄腔中心に向かって、さらに形成が進
行した。また、骨髄骨表面に存在している破
骨細胞は扁平化し、小さくなった。しかしな
がら、これらの細胞にアポトーシスは認めら
れなかった。骨吸収に関連する V-ATPase の
発現を免疫組織学的に検討した結果、その免
疫反応は細胞の形態変化とともに減少した。
このことから、培養細胞と同様に骨髄骨の破
骨細胞はエストロゲンによりアポトーシス
は誘導されないが、機能が抑制されることが
推察された。また、その機能の抑制には、
V-ATPase の発現の減少が関与していること
が示唆された。 
 
 以上の結果から、骨髄骨の破骨細胞は、多
数のエストロゲン応答遺伝子と推察される
遺伝子が存在し、それらの中にはアポトーシ
スの抑制に関与する遺伝子が複数存在する
ことが推察された。これらのエストロゲン応
答遺伝子には、直接または間接的にアポトー
シスの抑制ならびに骨吸収の抑制に関与す
る遺伝子が含まれると強く推察されるため、
これらの遺伝子の作用について調べること



は骨代謝へのエストロゲンの役割を明らか
にする上で非常に有用であると考えられる。
また、エストロゲンにより起こる骨吸収の抑
制には、V-ATPase の発現の減少が関与してい
ることが示唆されたことから、V-ATPase の発
現に直接的あるいは間接的にエストロゲン
あるいはその応答遺伝子が関与しているこ
とも予想される。 
 研究期間において哺乳動物へのアプロー
チに至らなかったものの、これらの遺伝子に
は哺乳動物で既知の遺伝子も多数含まれて
おり、さらに未知の遺伝子も含まれているこ
とから、今後、同様にこれらの遺伝子につい
て検討を続けることは、骨粗鬆症などエスト
ロゲン欠乏による骨疾患のみならず、骨代謝
全体において非常に有用な知見が得られる
と示唆される。 
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