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研究成果の概要：近年、骨粗鬆症の治療薬の一部で顎骨壊死などの副作用が起きることが知ら
れてきている。そこで、新たな骨粗鬆症薬の開発を目指して、シスタチンＣに着目した。 
シスタチンＣは体内に存在するタンパクで骨芽細胞を促進し、破骨細胞を抑制する。骨粗鬆症 
モデル動物を用いて、シスタチンＣを経口投与する実験を行い、シスタチンＣが骨量減少を抑
制することがわかった。このことは、シスタチンＣが新たな骨粗鬆症薬の可能性を持つことを
示唆している。 
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１．研究開始当初の背景 
骨は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞

による骨形成のバランスで維持されている。

加齢に伴いそのバランスは崩れ、骨量は低

下する。その原因は、エストロゲンの欠乏

による破骨細胞機能の抑制の解除、骨芽細

胞の増殖と分化の亢進がおこることで骨リ

モデリングのバランスがくずれるためであ

ると言われている。エストロゲンはまた

IFNγ、IL-1、IL-6 等のサイトカインを制

御することが知られている。エストロゲン

が欠如することにより IL-6 の抑制が失わ

れ、IL-6 の上昇、続いて破骨細胞数の増加

が引き起こされることが報告されている

（Jilka RL ら、1992）。 

ヒトシスタチン C は、分子質量 13.359Da

の一本鎖のポリペプチドで、システインプ

ロテアーゼインヒビターの一種である。シ

スタチン C は、唾液や乳汁、尿、脳脊髄液

に多く分布しており、生体内でのシステイ
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ンプロテアーゼの活性を調節することで知

られている。環境変化に影響を受けず、血

中濃度が一定であり、糸球体濾過率の指標

として活用されつつあるタンパクである。

また、ES 細胞が神経幹細胞へと分化するの

をシスタチン C が促進することや、海馬の

細胞の増殖因子として働くとの報告もされ、

再生療法を目指した研究においても有望な

分子として着目されつつある。 

骨に対するシスタチン C の研究は少なく、

シスタチン C が破骨細胞の骨吸収能を抑制

する（Lerner ら、 1992, 1997）ことや、

破骨細胞の分化を抑制する（Brage ら、2004, 

2005）、骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞において培

養中期と後期でシスタチンCのmRNAが上昇

すること（Raouf ら、2002）が報告されて

きた。しかし、骨芽細胞における、シスタ

チン C の分化や骨形成促進効果についての

報告は全くなかった。そこでわれわれは、

in vitro 実験においてシスタチン C添加マ

ウス骨芽細胞において、非添加群にくらべ

分化が促進するだけでなく、石灰化能が飛

躍的に向上することを証明した（Danjo A., 

2007）。これらのことから、シスタチン C

は骨吸収、破骨細胞分化を抑制し、骨芽細

胞に対しては石灰化および分化を促進する

因子であることがわかってきた。また、ご

く最近になって樹状細胞において

IL-6-STAT3 経路を刺激するとシスタチン C

が抑制され、シスタチン C を過剰発現する

と IL6-STAT3 経路の効果が減弱することが

報告された（北村ら、2005）。以上のことか

ら、我々は、IL-6-STAT3 経路が亢進してい

ると考えられる骨粗鬆症モデル動物にシス

タチンCを補充することでIL-6の効果を減

弱させ、骨粗鬆症の進行を抑制できるので

はないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
今回の研究では以下の目的を設定した。 
実験１：シスタチン C を in vivo 投与し、

骨粗鬆症モデルマウスの骨組織に及ぼす

影響を解析する。 

実験２：in vitro での IL-6 刺激した骨芽

細胞、破骨細胞におけるシスタチン Cの発

現変化の解析 
 
３．研究の方法 
実験１： 
CystatinCを飲料水に混ぜて投与し、その骨
形成促進効果を確認する。 
６週齢雌性C57BL6/Jマウスを以下の４群に
分ける 
対照群：shamOP後通常の飲料水を投与 
対照―CysC群：shamOP後シスタチンC含有飲
料水を投与 
骨粗鬆症モデルOVX群：OVX（卵巣摘出術）後
通常の飲料水を投与 
骨粗鬆症モデルOVX̶CysC群：OVX後シスタチ
ンC含有飲料水を投与 
実験開始後２８日後に以下の解析を行った。 
血清学的検査： 
血中osteocalcin濃度（ELISA） 
組織学的評価： 
マウスを４％パラフォルムで還流固定。５％
EDTAで脱灰後、HE染色を行った。） 
Ｘ線的評価： 
マウスを７０％エタノールで固定。軟Ｘ線撮
影にて評価した。 
遺伝子的評価： 
マウスの脛骨、大腿骨から液体窒素下にtota
lRNAを取り出す。 
RT反応の後、osteocalcin遺伝子をRT-PCRで
比較した。 
 
実験２： 
C3H/HeJ マウスから骨髄細胞を採取し、in 
vitroで IL-6刺激を行い、以下の分析を行っ
た。 
ALP染色、石灰化能の比較 
骨髄細胞から破骨細胞への分化、dentin slice
上での吸収能の比較 
RT-PCRによるシスタチンＣの発現量比較 
４．研究成果 
実験１ 
血清学的評価 
 
 
 
 
 
 
 
組織学的検査 
  



 

 

血中オステオカルシンの濃度：OVX を行うと、
血中のオステオカルシンの濃度が下がる傾
向にあった。シスタチンＣを投与すると、血
中のオステオカルシン濃度が下がる傾向に
あった。このことは卵巣摘出によって高回転
型骨粗鬆症を呈している時期のマウスにお
いても、シスタチンＣを投与することで骨粗
鬆症を予防できる可能性を示唆している。 
 
組織学的検査 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HE 染色像：OVX マウスにおいて、シスタチン
Ｃ投与群の方がより多くの骨量を維持して
いることがわかった。また、骨粗鬆症でない
コントロールマウスにおいても、シスタチン
Ｃ投与群の方が軽度骨量が増しているよう
な傾向であった。 
 
Ｘ線的評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各実験条件でのマウス脛骨のＸ線写真：Ｘ線
写真でも、組織や RT-PCR の結果と同様に、
シスタチンＣ投与群の方が骨密度が高い傾
向にあった。 
 
遺伝子的評価 
 
 
 
 
 
 
 
RT-PCR による骨組織中の osteocalcin の比
較：骨粗鬆症モデルマウス（OVX）にシスタ

チンＣ(CysC)を内服させると、オステオカル
シンの発現強度が軽度上昇することがわか
った。このことはシスタチンＣの添加によっ
て骨芽細胞の分化が促進されている事を示
唆していると思われる。 
 
実験２ 
マウス初代細胞を用いて骨芽細胞に IL-6 を
添加して石灰化誘導実験を行うと、石灰化が
促進された。しかしながらシスタチンＣの発
現量の変化は明らかでなかった。 
また、同様に破骨細胞の分化誘導実験におい
て、IL-6 を添加すると、破骨細胞の分化は促
進された。この時のシスタチンＣの発現量の
変化も明らかでなかった。 
 
まとめ 
以上のように、シスタチンＣが骨粗鬆症モデ
ルマウスにおいて、その骨吸収を抑制できる
ことがわかった。今回は IL-6 との関連を評
価することを試みたが、結論を出すには至ら
なかった。今後さらに研究をすすめ、シスタ
チンＣの骨形成促進機能のメカニズムの解
明を進めたいと考えている。 
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