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研究成果の概要（和文）：細胞の老化制御に関わる塩基性HLH型転写因子の骨代謝と骨の老化における働きにつ
いて解析を行った。bHLH-1を欠損した若年マウスでは、骨芽細胞のオートファジーや分化が亢進し、骨形成が促
進され骨量が増加していた。老齢においてもbHLH-1を欠損したマウスでは骨量が野生型マウスと比較して高く、
老化による骨量減少も低下していた。さらに、bHLH-1を欠損したマウスの骨芽細胞や骨細胞において老化細胞の
マーカー遺伝子の発現が低下していた。bHLH-1は、老齢マウスにおける老化細胞の蓄積と加齢による骨量減少に
関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the role of basic HLH-type transcription factors involved in 
cellular senescence in bone metabolism and bone aging. bHLH-1 knockout (KO) mice showed increased 
bone mass and bone formation in femurs, and osteoblasts showed increased proliferation and 
differentiation of progenitor cells, and increased number of osteocytes. On the other hand, 
autophagy in osteoblasts was increased whereas apoptosis in osteoblasts and osteocytes was 
decreased. The bone mass of bHLH-1 KO mice was higher than that of wild type (WT) mice even in old 
age, and the bone loss due to aging was also reduced. Furthermore, the expression of senescent 
marker genes was decreased in osteoblasts and osteocytes of bHLH-1 KO mice, suggesting that bHLH-1 
may be involved in the accumulation of senescent cells and age-related bone loss.

研究分野：骨代謝　分子生物学

キーワード： 骨代謝　骨芽細胞　骨細胞　老化　骨粗鬆症　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会に伴い骨粗鬆症や変形性関節症などの骨・関節疾患の患者数が増加している。近年、このような加
齢に関連する疾患において、複製やストレスなどの刺激で形成した老化細胞の蓄積が病態の原因となることが報
告されている。本研究では老化細胞の制御機能が知られているbHLH型転写因子が、老化した骨で老化細胞の蓄積
に関わる可能性を初めて明らかにした。本研究で得た知見は、骨・関節疾患の治療法の開発などの研究に将来的
に寄与するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 骨粗鬆症や変形性関節症において加齢は重要な危険因子であるが、最近体内に蓄積した老

化細胞が病態の原因となることがわかってきた。マウスの個体で老化細胞を除去すると、加齢に

よる骨量減少が減弱し変形性関節症の病態が軽減されることが報告された。老化した骨組織で

は、骨芽細胞の分化や機能が不全となり骨形成が低下し、低レベルの炎症が原因となり骨吸収が

亢進すると考えられている。しかしながら、老化細胞がどのように老化した骨軟骨組織の病態に

関与しているか不明な点が多い。申請者らは、細胞の老化制御に関わる２つの塩基性へリックス

ループヘリックス(bHLH)型転写因子が骨形成に関わる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、bHLH 型転写因子の骨代謝と骨の老化における役割及びその調節機構を、若

齢や老齢の遺伝子欠損マウスを用いて明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（1）マウスの骨量・骨構造解析及び骨形態計測 

  μCTを用いて 野生型及びノックアウトマウス（11週令、19か月♂♀）の大腿骨・椎骨の海

綿骨の骨量と骨構造解析を行った。野生型及びノックアウトマウス（11週令♂）の大腿骨を単離

し Villanueva染色後、非脱灰標本を作製し海綿骨における骨芽細胞と骨細胞の骨形態計測を行な

った。 

(2) 骨芽細胞及び骨細胞の解析 

 新生児マウスの頭蓋冠からコラゲナーゼ、ディスパーゼ処理により骨芽細胞前駆細胞を単

離し、ascorbic acid及び-glycerophosphateを添加した石灰化培地で 6～18日間培養し、骨芽細胞

の分化を誘導した。培養後アリザリン染色を行い石灰化の評価を行った。細胞から RNAを単離

し RT-PCR解析、及びタンパク質を抽出してWestern解析を行った。shRNAレンチウイルスプラ

スミドを構築しレンチウイルスを作成し、骨芽細胞に感染させ bHLH の発現をノックダウンし

た。大腿骨と脛骨から骨髄細胞を除き、骨表面の骨芽細胞を単離した後、骨を粉砕して骨細胞の

RNAおよびタンパク質を単離した。 

（3）オートファジーの解析 

  骨芽細胞の分化培養系において、培地をアミノ酸を含まない培地に交換し飢餓状態としオ

ートファジーを誘導させた。オートファジー関連タンパク質の発現を RT-PCR及びWestern解析

した。オートファゴソームの形成は Cyto-IDを用いて染色し、共焦点顕微鏡で観察した。骨細胞

のアポトーシスは大腿骨の凍結切片を TUNEL法を用いて染色することにより評価した。 
 
４．研究成果 

（1）bHLH型転写因子ノックアウトマウスの

骨量と骨形態計測 

野生型(WT)と 2 種類の bHLH 型転写因子

bHLH-1と bHLH-2ノックアウト（KO） マウ

スの大腿骨を μCT により解析したところ、ど

ちらの KO の場合も海綿骨では野生型と比較

し、骨密度の増加、海綿骨量、数及び厚さの有

意な増加が見られた。まず bHLH-1 (Nupr1) KO

マウスを用いて大腿骨の骨形態計測を行った

ところ、骨面上の骨芽細胞数の増加や類骨量



の増加が見られた。さらに、カルセイン及びテトラサイクリンを用いた２重骨標識を行い骨形成

の動的な状態を調べたところ、bHLH-1 KOマウスはWTマウスと比較して骨形成が有意に亢進

していた（図１）。 

（2）bHLH-1 KOマウスの骨芽細胞の分化及び増殖能の解析 

WTと KOの新生児マウスから骨芽細胞前駆細胞を単離して、in vitroにおける骨芽細胞の増

殖及び分化能を比較した。その結果、KOマウス由来の骨芽細胞前駆細胞は、WTと比較し増殖

能が高く骨芽細胞に分化したときに Osteocalcin, Osteopontin Bone sialoprotein などの骨芽細胞特

異的な遺伝子の発現が顕著に上昇していた。さらにアリザリン染色により骨芽細胞の石灰化能

を比較したところ、bHLH-1 KOマウスの骨芽細胞において石灰化が亢進していた。 

（3）bHLH-1 KOマウス骨芽細胞と骨細胞のオートファジーとアポトーシスの解析  

in vitro 骨芽細胞の分化系ではオートファジ

ー関連遺伝子である Foxo3や Bnip3の発現が分

化に伴い上昇し、その上昇は KO マウスの骨芽

細胞で亢進していた。また、bHLH-1 KOマウス

由来の骨芽細胞ではアミノ酸飢餓状態において

ひきおこされるオートファゴソームの形成が顕

著に亢進していた（図 2）。さらに、骨芽細胞の

アミノ酸飢餓は骨芽細胞のアポトーシスをおこ

し生存する細胞数を減少させたが、KO マウス

由来の骨芽細胞では有意に生存細胞数が増加し

た。また、bHLH-1 KOマウスの大腿骨では骨芽

細胞が最終分化して形成される骨細胞数が増加

していた。さらに、TUNEL陽性の骨細胞数は KOマウスの骨で顕著に減少し、骨細胞のアポト

ーシスが低下していると考えられた。このように、bHLH-1は骨芽細胞のオートファジーや骨細

胞のアポトーシスを制御することにより骨形成に関与することが示唆された。 

（4）老齢 bHLH-1 KOマウスの骨量及び減少率の解析 

 bHLH-1 KOマウスの老齢マウス(19か月)を作成し、椎骨の骨量や骨構造解析を行った。そ

の結果、WT と比較して海綿骨量（BV/TV）、海綿骨数及び厚さの有意な増加が見られた。老齢

マウスでは若年マウス（11週令）と比較した時、椎骨の海綿骨量が 56.7％と低下したのに対し、

bHLH-1 KO老齢マウスにおいては若年マウスと比較したときの骨量の減少率が 32.6％と顕著に

低下していた。 

（5）老齢 bHLH-1 KOマウスの老化関連タンパク質の発現の解析 

老齢マウスの骨細胞では老化細胞の指標となるマーカー遺伝子 p16 が上昇していた。そこ

で、老齢の bHLH-1 KO マウスの骨細胞における老化細胞関連遺伝子の発現を解析したところ、

WTと比較して p16や p21の発現が低下していた。さらに、骨芽細胞に shRNAレンチウイルス

感染させ bHLH-1の発現を抑制すると p16や p21の発現が低下した。 

以上のことから bHLH-1は、老齢マウスにおける老化細胞の蓄積と加齢による骨量減少に関

与する可能性が示唆された。 
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