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研究成果の概要（和文）：運動誘導性に筋肉から分泌されるマイオカインが、骨格筋－脂肪組織連関を仲介する
ことが明らかにされているが、骨－脂肪組織連携は明らかにされていない。そこで本研究では、申請者らがゼブ
ラフィッシュ心筋から同定したHDOIが骨－脂肪組織の新規連関経路を仲介する可能性を検討した。しかし、遺伝
的背景を統一したHDOIのKOマウスでは、脂肪組織に異常を認めなかった。また、HDOIのTgマウスは長管骨の伸長
を認めたが、脂肪組織や高脂肪食負荷下でも、野生型との顕著な変化を認めなかった。一方で、HDOIの上流と推
測した運動刺激については、機械刺激がHDOIの発現維持に必要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exercise-induced myokines provide systemic benefits by controlling adipose 
tissues. However, the relationships between bones and adipose tissues remain to be elucidated. In 
this study, we analyzed whether periosteum-derived HDOI regulates adipose tissues. After 
backcrossing to C57BL/6 for 10 generations, we didn’t find any abnormalities in adipose tissues of 
HDOI-KO mice compared to wild-type mice. Furthermore, HDOI-Tg mice were quite normal in their 
adipose tissues and showed no metabolic differences even under high-fat diet conditions. Although 
exercise didn’t induce HDOI directly, mechanical stimulation was required to maintain the 
expression of HDOI. 

研究分野： 細胞生物学、分子生物学
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１．	 研究開始当初の背景	
申請者の所属するグループは、ゼブラ
フィッシュ心筋から分泌される骨新生
因子 	 (Heart-derived	 Osteogenesis	
Inducer、HDOI)	を発見した。HDOI の遺
伝子座にLacZ遺伝子を組み込んだノッ
クインマウスを用いた in	 vivo プロモ
ーター解析から、HDOI は成体および成
長中の骨組織、特に骨膜(periosteum)
に存在する骨膜細胞に著しく高発現し
ていることを明らかにした。申請者ら
が作成したコンベンショナルKOマウス
では、骨組織に異常を認めないが、生殖
腺 WAT	 (epidydymal	 white	 adipose	
tissue、eWAT)	 における脂肪組織重量
の増加と脂肪細胞の肥大化が観察され
た。つまり、HDOI–KO マウスでは脂肪組
織が貯蓄型に偏る白色化	 (ホワイトニ
ング)	 が進んでいた。逆に、全身性に
HDOI を発現するトランスジェニック	
(HDOI–Tg)	 マウスにおいても骨組織の
形態異常は認めないが、鼠径部 WAT	
(inguinal	WAT、iWAT)	におけるベージ
ュ細胞の増加が認められ、褐色脂肪組
織	(Brown	adipose	tissue、BAT)にお
いては脂肪滴の縮小が観察された。す
なわち、HDOI−Tg マウスではブラウニン
グが亢進していると考えられた	

２．	 研究の目的	
HDOI の遺伝子改変マウスでは、脂肪組
織に異常が見られることから、骨−脂肪
組織の連関が示唆された。運動刺激誘
導性に筋肉から分泌されるマイオカイ
ンが、骨格筋−脂肪組織連関を仲介する
ことが明らかにされているのに対し、
骨−脂肪組織間連携は全く明らかにさ
れていない。そこで本研究では、HDOI が
仲介する骨−脂肪組織の新規連関経路
の分子機構を明らかにし、運動と肥満
の関係解明の新たな切り口とすること
を目的とした。	

３．	 研究の方法	
計画 1）遺伝子改変マウスを用いた解析
から HDOI が仲介する骨–脂肪組織連関
の存在を明らかにする。	
これまでの解析では、申請者らが作成
した HDOI コンベンショナル KO マウス
の遺伝的背景が揃っていなかった。そ
こで HDOI–Tg、–KO マウスから BAT、eWAT、
iWAT を採取し、脂肪組織重量体重比の
測定、およびこれらの脂肪組織におけ
る BAT マーカーの発現量を定量 PCR に
より解析する。BAT マーカーであるミト
コンドリア逆共役タンパク質	 (UCP-1)	
の免疫染色や脂肪細胞サイズの計測か
ら、HDOI 遺伝子改変マウスにおける脂
肪組織の異常を定量的に評価し、骨−脂
肪組織連関の存在を裏付ける。	
計画 2-Ａ)	in	vitro 初代培養システム
を用いたシグナル解析から、体液性調

節に基づく骨−脂肪組織の連関機構を
明らかにする。	
	 計画 1により HDOIがベージュ細胞形
成を促進する場合は、ベージュ細胞へ
の分化誘導系を用いて、そのシグナル
機構を明らかにする。	
計画 2-B)	 HDOI 発現細胞の in	 vivo ト
レースとシグナル解析により前駆細胞
の供給に基づく連関機構を検証する。	
計画 2-A が予想と反する場合は、骨膜
細胞が脂肪細胞の前駆細胞を供給する
可能性を検討する。具体的には、HDOI プ
ロモーター下でCre-loxPシステムを用
いて、遺伝的に骨膜細胞をラベルし、こ
の細胞を trace して明らかにする。	
計画 3)	 生化学的解析から運動負荷刺
激によるHDOIの発現誘導を明らかにす
る。	
HDOI–HT マウスに運動刺激を与え、頸骨
の LacZ 活性をモニターする。または野
生型マウスを用いて、運動前後の HDOI
発現量を qPCRまたは ELISAにより測定
する。	
計画 4)	 高脂肪食モデルを用いた解析
からHDOIによる抗肥満作用について検
証する。	
高脂肪食はホワイトニングを促進して、
白色脂肪細胞を肥大化させ、肥満を誘
導する。そこで、生後 8 週齢の HDOI–Tg
マウスに高脂肪食を 4 週間与え肥満を
誘導する。これらのマウスにおける体
重変化および脂肪組織量を測定、組織
学的解析、マーカーの発現解析により、
HDOI が肥満を改善できるかを明らかに
する。この解析から HDOI が抗肥満作用
を持つかを明らかにする。	

４．	 研究成果	
計画 1）	
C57BL/6 マウスと戻し交配させ、遺伝的
背景を 9世代以上 B6マウスに統一させ
た。その後、HDOI の KO および Tg の脂
肪組織重量を測定したところ、BAT、
eWAT、iWAT の組織重量比に有意な差は
認められなかった。また、BAT マーカー
の発現や脂肪細胞サイズにも影響が認
められなかった。しかし、HDOI-KO マウ
スでは一部の長管骨の長さが短くなり、
海綿骨量、皮質骨厚が減少しているこ
とがわかった。	
計画 2)	
HDOI は骨膜に発現していることを既に
明らかにした。そこで、骨膜細胞が脂肪
細胞にも分化することを応用して、
HDOI の脂肪細胞分化に対する影響を検
討した。HDOI-KO マウスから採取した、
骨膜細胞は骨への分化能力が減少して
いたが、脂肪細胞への分化能力は野生
型と同程度であった。従って、HDOI の
脂肪細胞分化に対する内在的な抑制効
果は、認められなかった。	



	
計画 3)	
運動の過剰負荷を実現するために、ト
レッドミルを用いて急性負荷刺激を行
った。運動後のPGC-1a遺伝子の発現は、
心臓、頸骨、大腿四頭筋において非運動
群に比較して上昇していたが、HDOI の
発現は、運動群と非運動群間で差を認
めなかった。従って HDOI は短期的運動
負荷によっては発現誘導されないこと

が示された	(図 1)。	
	

図 1	運動負荷による HDOI と PGC-1aの発現	
変化	
	
しかし、HDOI が遠位骨の骨凸面に限定的に
発現していたことから、伸展ストレスとの
関係性が予想された。そこで、脛骨にかかる
荷重を免除するために、マウスの片脚に大
腿・坐骨神経切除手術を施し、HDOI の発	
現量を脛骨 LacZ 染色と qPCR によって検討
した。HDOI の発現部位には顕著な変化を認
めなかったが、HDOI の発現レベルの低下を
認めた。qPCR による定量から、HDOI の発現
量は術後 4 週から、対照群の半分程度にま
で有意に低下した。一方で、卵巣摘出により
骨量低下を引き起こしても、HDOI の発現量
は低下しないことから、HDOI の発現は骨量
には依存せず、荷重刺激が必要であること
が明らかになった(図 2)。	

図 2	神経切除による HDOI の発現変化	
	
計画 4)	
運動刺激による内因性 HDOI の発現上昇を
確認する事例はなかったが、外因性 HDOI が
脂肪組織の増大を抑制する可能性は考えら

れる。そこで、HDOI-Tg マウスに高脂肪食を
3ヶ月間与え、継時的体重変化と負荷後の各
脂肪組織の重量と組織像、耐糖能およびイ
ンスリン抵抗性について解析した。しかし、
HDOI-Tg と野生型マウスに有意な変化は認
められなかった(図 3)。	

図 3 高脂肪食負荷後の体重変化とインスリ
ン負荷試験およびグルコース負荷試験	
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