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研究成果の概要（和文）：糖尿病性骨合併症発症機構を解明するために、特に酸化的ストレスに
注目し、マウス骨髄間質細胞株を用いて in vitroでの検討を行った。酸化的ストレスは、secreted 

Frizzled-related protein 4 (sFRP-4)に加えて、破骨細胞分化因子(RANKL)の発現増強、逆に
RANKL 阻害因子の Osteoprotegerin (OPG)発現を減少させた。また Wnt/β-catenin 系シグナ
ルの一部を抑制した。sFRP-4 に着目したところ、本遺伝子プロモータ領域 TATA-box 近傍の
CpG アイランドでは、定常状態で高頻度のシトシンメチル化が観察され、メチル化シトシン結
合蛋白(MeCP2)を介する転写抑制機構が推察された。一方、酸化的ストレス環境下では、この
CpG 配列のグアニン 8 位に水酸化が起きた場合、MeCP2 結合に干渉して、TATA-box 結合蛋
白(TBP)と TATA-box との結合の促進が観察され、酸化的ストレスによる sFRP-4 遺伝子発現
再活性化機構を明らかにした。また in vitro の観察では、薬剤性に糖尿病を誘発した野生型マ
ウスの大腿骨などで、骨梁減少が観察された。独自に開発した sFRP-4 欠損マウスは、自然経
過での加齢による骨量減少に抵抗性であった。急激な酸化的ストレスは RANKL を介する急激
な骨吸収を促進し、加齢などの緩やかな酸化的ストレス下では、sFRP-4 が Wnt/β-catenin 系
を介する骨代謝回転を抑制することで、骨減少症ひいては骨粗鬆症を招来することが示唆され
た。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of diabetic bone complication, we 
focused on the oxidative stress and performed in vitro studies by using mouse bone 
marrow stromal cell line. Oxidative stress induced by methylglyoxal (MG) treatment 
upregulated secreted Frizzled-related protein 4 (sFRP-4) gene expression as well that 
of osteoclast differentiating factor (RANKL) gene while MG treatment suppressed the 
expression of Osteoprotegerin (OPG, a RANKL antagonist) gene in reciprocal manner. 
Furthermore we observed oxidative stress suppressed Wnt/ β -catenin signal 
transduction pathway. In the analysis of sFRP-4 gene promoter region, we found 
highly methylated two-tandem cytosine-guanine sequences (CpGs) at 5 bases 
upstream of TATA-box following to downregulation of sFRP-4 gene transcription 
through methylcytosine binding protein 2 (MeCP2) recruitment. We observed 
enhanced adhesion of TATA-box binding protein (TBP) to TATA-box under the 
condition of oxidative stress. These findings elucidated a part of the mechanisms of 
restoration in sFRP-4 gene expression induced by oxidative stress. We next designed in 
vivo studies, in which we histomorphologically compared long bones obtained from 
drug-induced diabetic mice and healthy mice, and we observed reduction of trabecular 
bones in diabetic mouse femur. Moreover, we originally established sFRP-4 knock-out 
mice and observed that this animal was resistant to osteopenia due to senescence in 
natural course. These studies suggest that acute oxidative stress promotes bone 
resorption through RANKL signaling whereas, in mild and persistent oxidative stress 
as senescence, sFPR-4 represses turnover of bone metabolism through Wnt/ β-catenin 
signaling prior to the onset of osteopenia and ultimately osteoporosis. 
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１． 研究開始当初の背景 

塩基配列の変化を伴わないエピジェネティ
ックな遺伝子発現調節機構が、生命現象の多
くの場面に重要な役割を担っている。DNA

のメチル化は、エピジェネティックな遺伝子
発現不活化機序の一つとして知られるが、多
くの真核生物では、リン酸結合を介して隣り
合うシトシン、グアニン（5’-CG-3’, CpG）に
おけるシトシンの 5 位にメチル化が起きる。
このメチル化シトシンは GATC に次ぐ、いわ
ば 5 つめの塩基として、エピジェネティック
ス制御機構の主役である。 

 破骨細胞分化因子 RANKL の組織・細胞特
異的な発現が、、TATA-box 近傍（3 塩基上流）
の非 CpG アイランド領域内のただ 1 か所の
メチル化シトシンの有無で規定されること
が示された。（ Kitazawa R et al. Mol 

Endocrinol, 2006）。 

 Wnt アンタゴニストの一つである sFRP-4

遺伝子では、TATA-box 近傍の CpG メチル化
が高頻度で存在するにもかかわらず、糖尿病
患者血清・組織中にグルコース中間代謝産物
として蓄積するメチルグリオキサール(MG)

による酸化的ストレス下においては、sFRP-4

遺伝子発現が増加する現象を観察した。 

 

２． 研究の目的 

プロモータ領域内 TATA-box 近傍に CpG が
存在する遺伝子群では、CpG メチル化により
発現抑制されている遺伝子において、酸化的
ストレスがメチル化 CpG 結合蛋白（MBP）
のメチル化 CpG への結合に干渉する機構の
存在が想定された。そこで、特に硬組織など
において、メチル化により不活化された遺伝
子発現が、糖尿病などによる酸化的ストレス
を介して転写を回復する分子機構を詳細に
検討し、糖尿病、加齢などによる酸化的スト
レスが骨減少を誘導するメカニズムの解析
を主にマウス細胞株、マウス個体を用いて解

析することにした。 

 

３． 研究の方法 

（１） マウス骨髄間質細胞株 ST2 を用いた
in vitro でのでの検討 

① メチルグリオキサール（MG）投与
による遺伝子、蛋白発現変動の解析。 

ST2 細胞に、細胞毒性を示さない範囲で高濃
度の（100μM）の MG による短期酸化的ス
トレスを加え mRNA 抽出の後、網羅的遺伝
子発現検索、real time RT-PCR を行い、種々
の主に骨代謝関連遺伝子の発現変化を観察
する。また、蛍光免疫染色法にて、MG 投与
前後での sFRP-4 蛋白発現変動を観察する。
また、sFRP-4 は Wnt 阻害因子の一つである
ため、Wnt シグナル伝達系に関与する蛋白発
現をウェスタンブロット法で観察する。 

 

② 酸化的ストレスにより発現開腹を示
す sFRP-4 遺伝子を含む遺伝子プロ
モータ領域の構造解析。 

網羅的解析にて発現増加を示した遺伝子の
うち、プロモータ領域に TATA-box を持ちな
おかつ、TATA-box 近傍（数塩基以内）に CpG

を有する遺伝子を in silico で検索する。条件
に該当する遺伝子について 5’上流プロモータ
領域の構造を検索し、その後 sodium 

bisulfite mapping 法により ST2 細胞より回
収したDNAを用いTATA-box近傍のCpGメ
チル化の頻度（CpG アイランドであればメチ
ル化の分布）を確認する。 

 

③ TATA-box 直上の CpG メチル化/酸
化 修 飾が メチ ル化 結合 蛋 白と
TATA-box 結合蛋白結合能に及ぼす
影響の検討。 

ST2 細胞質・核抽出蛋白と、sFRP-4 遺伝子
プロモータ領域の TATA-box 周辺配列を基に
し た プ ロ ー ブ を 用 い 、 electrophoresis 



mobility shift assay (EMSA)を行う。プロー
ブは TATA-box 直上の CpG のシトシンに対
するメチル化修飾プローブとグアニンに対
する酸化修飾プローブとを組み合わせて使
用する。免疫クロマチン沈降法（ChIP assay）
で sFRP-4遺伝子TATA-box周辺でのMBP、
TATA-box 結合蛋白（TBP）結合能に対する
MG 投与による酸化的ストレスが与える効果
を検討する。 

 

（２） 糖尿病発症マウスを用いた in vivoで
の検討 

ストレプトゾトシン（STZ）誘発糖尿病マウ
スを作成後、成獣より大腿骨を採取し、ホル
マリン固定後にパラフィン包埋ブロックを
作成し、HE 標本、sFRP-4 免疫染色標本を
作製し、健常マウス大腿骨標本との比較を行
う。 

 

（３） sFRP-4KO マウスでの表現型、加齢
による硬組織変化の解析 

理化学研究所変異マウス開発チームとの共
同研究により、sFRP-4 遺伝子ノックアウト
マウスの作成が終了したので、これを用いて、
若年（17 週齢）個体と、高齢（46 週齢）個
体それぞれから、大腿骨を採取し、骨形態計
測、μCT などの腫瘍を用いて、それぞれ野
生型マウスとの比較を行う。 

 
４． 研究成果 
（１）①マウス骨髄間質細胞株 ST2 では、
MG 投与前後で、解析した遺伝子 36,719 個
のうち、354 遺伝子が 2 倍以上に発現亢進し、
121 遺伝子が 0.5 倍以下に発現低下した。ｓ
FRP-4 を含む多くの Wnt/βcatenin シグナ
ル関連遺伝子の発現が有意な変動を示した
（下表）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、骨代謝関連遺伝子を含むいくつかの
遺伝子について、real-time RT-PCR で発現
を確認したところ、MG 投与の前後の比較で
は、sFRP-4、RANKL、p16INK4a などで 2

倍以上の高い発現亢進が見られた。 

 ST2 細胞を用いた蛍光免疫染色では、MG

投与により、細胞質内 sFRP-4 シグナルの増
加が観察された。 

 この他、MG 投与後から継時的に回収した
ST2 細胞核抽出物を用いたウェスタンブロ
ット法での検討では、β-catenin 蛋白の継時

的減少、リン酸化β-catenin 蛋白の増量が観
察された。 

 

（１）② sFRP-4 遺伝子プロモータ領域
TATA-box 近傍に CpG が集積しており、
sodium bisulfite mapping 法で CpG メチル
化の頻度を観察したところ、TATA-box 直上
に 2 連続して存在する CpG が高頻度にメチ
ル化され（20/24）ており、定常状態での
sFRP-4 遺伝子発現を低く保つ機構の一つと
推定された。 

 

（１）③ sFRP-4 遺伝子プロモータ領域
TATA-box 周辺配列をプローブとした EMSA

では、TATA-box 直上の CpG メチル化導入プ
ローブでメチル化シトシン結合蛋白(MCBP)

の一つである MeCP2 結合が強化される一方
で、同部の 8-OHdG（酸化ストレス状態を模
したもの）導入により MeCP2 結合は低減さ
れた。対照的に、TATA-box 結合蛋白（TBP）
のプローブ結合は、メチル化導入プローブで
低減、8-OHdG 導入プローブで増強された。
また、MG 投与した ST2 細胞を用いた ChIP 

assay 法でも、酸化ストレス存在下で MeCP2

結合は低減するが、TBP 結合は強化された。
よって、定常状態の sFRP-4 遺伝子プロモー
タ TATA-box 直上の CpG のメチル化は同遺
伝子発現を抑制しているが、酸化的ストレス
の負荷は、この発現抑制を阻害し、正に制御
することが明らかとなった。 

 

（２）STZ 誘発糖尿病マウス大腿骨と健常マ
ウス大腿骨を HE標本にて組織学的に比較し
たところ、同週齢の健常個体に比較して、一
次海綿骨骨梁の短縮、減少が観察された。ま
た、パラフィン切片での免疫組織化学的な
sFRP-4 蛋白発現を検索したところ、健常個
体に比較して、糖尿病個体の骨皮質内膜の骨
芽細胞細胞質に陽性シグナルの増加を認め
た。 

 

（３）sFRP-4 遺伝子ノックアウトマウス個体
は、同週齢の野生型マウスと同様の発生を示
し、継代可能であった。体重の推移は、正常
マウスと同様であった。また、個々の臓器重
量、形状についても正常マウスに比べ、際立
った変化は見られなかった。若年（17 週齢）
個体と高齢（46 週齢）個体の大腿骨を用いた
解析では、若年個体では骨パラメータ（骨構
造に関するパラメータ（海綿骨量、骨梁幅、
骨梁数）・骨形成に関するパラメータ（類骨
面、骨芽細胞面、骨石灰化面、石灰化速度、
骨形成率など）・骨吸収に関するパラメータ
（骨吸収面、破骨細胞数、破骨細胞面など））
において、同週齢正常マウスとの間に有意差
は見られなかったが、高齢マウスにおいては、
骨形成パラメータはやや高く保たれていた。



よって、sFRP-4 は、加齢などの持続的な酸
化的ストレスによる低代謝回転型骨減少を
促進している可能性が明らかとなった。 
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