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研究成果の概要（和文）：転写制御機能を持つ核蛋白質Nupr1の骨芽細胞と骨細胞における働きを明らかにする
ことを目的とした。Nupr1は、骨組織においてスクレロスチンを強く発現する骨細胞や骨芽細胞で高い発現がみ
られた。Nupr1強発現はスクレロスチンの発現を亢進し、Nupr1を欠損した骨芽細胞では、スクレロスチンが作用
するWntシグナル因子の発現が亢進した。さらに、Nupr1を欠損した骨細胞では、細胞骨格制御に関わるタンパク
質や骨形成に関わるプロテアーゼの発現が低下した。Nupr1は、細胞骨格制御によって骨細胞の機能を調節し、
スクレロスチンやプロテアーゼ産生制御を介して骨形成に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We analyzed the role of transcriptional regulator Nupr1 in osteocytes and 
osteoblasts. Nupr1 was highly expressed in osteocytes and osteoblasts expressing screrostin. Nupr1 
overexpression promoted screrostin expression, and the expression of Wnt signaling molecules was 
reduced in osteoblasts derived from Nupr1 knockout mice. In addition, expression of cytoskeleton 
proteins, its regulatory proteins, and proteases which are thought to be involved in bone formation,
 was decreased in osteocytes derived from Nupr1 knockout mice. The results suggest that Nupr1 is 
involved in bone formation by regulating the function of osteocytes through the control of 
cytoskeleton organization and protease production. 

研究分野： 整形外科学

キーワード： 骨代謝　骨細胞　転写制御因子　骨粗鬆症

  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、骨粗鬆症などの骨・関節疾患の患者数が増加し、重大な社会問題となっている。近年、骨
吸収を行う破骨細胞と骨形成を行う骨芽細胞に加えて、骨の中に最も多く存在し、神経細胞のようなネットワー
クを形成する骨細胞が骨代謝や骨のホメオスタシスに重要な役割を持つことが考えられている。本研究では、マ
ウスで遺伝子を欠損すると骨形成が亢進するNupr1という転写制御因子の骨芽細胞と骨細胞での発現とNupr1によ
る骨形成の新たな制御機構を明らかにした。本研究の結果は、骨粗鬆症や変形性関節症などの骨・関節疾患の病
態の解明や新たな治療法の開発など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 

超高齢化社会に伴い、骨粗鬆症などの骨・関節疾患の患者数が増加し、重大な社会問題とな

っている。骨には、骨吸収を行う破骨細胞と RANKL を発現し骨形成を行う骨芽細胞が存在し骨

のリモデリングを行っているが、近年、骨細胞が骨代謝において重要な働きを持つことが明らか

となってきた。骨細胞は骨全体にネットワークを形成し、スクレロスチンを介した骨形成抑制や

RANKLを産生し骨吸収制御にも関わっているがその作用の詳細は不明の点が多い。申請者らは、

転写制御機能を持つ核蛋白質 Nupr1 の遺伝子欠損（KO）マウスの解析から、Nupr1KO マウスで

は骨芽細胞の増殖さらに分化が促進しており骨形成が亢進し、骨芽細胞の培養系でスクレロス

チンの発現が低下することを見出した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Nupr1 による新たな骨形成促進機構や骨細胞における作用を明らかにするこ

とを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）マウスの骨組織の免疫染色 

   大腿骨を単離し 4％PFA を用いて固定後 10％EDTA で 3 週間脱灰したのち OCT コンパウ

ンドに包埋した。凍結切片を作成し 10%アルブミンでブロッキングしたのち、さらに 15％ロ

バ血清で 2 時間ブロッキングを行った。次に切片を Nupr1 とスクレロスチン抗体でインキュ

ベートした。その後、細胞を洗浄し、二次抗体および DAPI と 30 分間、室温でインキュベー

トした。C2si 共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞観察を行った。 

（2）レンチウイルスの作成 

 Nupr1 遺伝子のコーディング領域を PCR により増幅し、pT7-Blue ベクターにクローニング後

Nupr1 コード領域をレンチウイルスプラスミドに挿入し Nupr1-TagRFP 融合タンパク質を発現

する組み換えレンチウイルスを作成した。293T 細胞にパッケージングプラスミドとともにトラ

ンスフェクションし、レンチウイルス粒子を作成した。 

（3）初代骨芽細胞の単離培養及びトランスフェクション 

野生型（WT）及び Nupr1KO 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。細胞から RNA を単離し RT-PCR 解析を行っ

た。骨芽細胞への感染については、7 日間培養した WT 初代骨芽細胞にレンチウイルスを導入し

た。この細胞をさらに 2 週間培養した。 

（4）骨細胞の単離と RT-PCR 及び DNA アレイ解析 

WT 型及び Nupr1KO マウスの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 を単離し RT-PCR 解析を行った。また、RNA を DNase I で

37℃、30 分間処理後、RNA をカラム精製し、シアニン-3 で標識し Agilent DNA マイクロアレ

イを用いて骨細胞が発現する遺伝子の比較解析を行った。 

 （5）卵巣摘出手術による骨粗鬆症モデルの作成と μCT による骨量解析 

 WT 型及び Nupr1KO マウス（8 週令、♀）に卵巣摘出（OVX）または偽手術（Sham）を行い、

4 週間後、12 週齢のマウスの大腿骨の骨構造をμCT で解析した。 



 

４．研究成果 

（1）骨組織の Nupr1 の免疫染色 

 免疫染色を用いて in vivo での骨組織における NUPR1 の発現を解析した。NUPR1 のシグナル

は、スクレロスチンを強く発現している骨内部の骨細胞に検出された。また、NUPR1 はスクレ

ロスチンを発現し海綿骨を覆っている骨芽細胞の一部の集団にも検出された。WT および Nupr1 

KO マウスの骨組織について、スクレロスチン抗体による免疫染色を行い発現の強度を比較した。

その結果、Nupr1 KOマウスでは、スクレロスチンの発現が低下する傾向があることがわかった。

また、単離骨細胞画分では、Nupr1 KO マウスでは SOST mRNA およびタンパク質の発現が WT

と比較し減少していた 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）骨芽細胞における Nupr1 強発現によるスクレロスチンと Nupr1 欠損による Wnt シグナル

への作用 

 スクレロスチンの発現における Nupr1 の役割を調べるために、Nupr1-TagRFP レンチウイル

スを初代骨芽細胞に感染させ、Nupr1 を過剰発現させた。Nupr1 を過剰発現させた初代骨芽細胞

は、スクレロスチンの発現を著しく増加させたが、オステオポンチンの発現は減少させた（図

１） 。さらに、WT および Nupr1 KO マウスの骨芽細胞における Wnt シグナルの標的遺伝子の

発現量を解析した（図２）。その結果、Axin2、Lef1、Tcf-1 の発現が Nupr1 KO 骨芽細胞で有意

に増加しており、Wnt シグナルの亢進が骨形成の促進に関与することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (3) 骨細特異的な遺伝子の発現解析 

 E11/gp38 糖タンパク質は骨細胞で発現しており、樹状突起の伸長を制御していることが知ら

れている。Nupr1 KO 骨細胞では、E11/gp38 の発現が有意に低下していた。また、細胞突起の形

成に関与すると考えられる-actin の発現も Nupr1 KO 骨細胞では低下していた。また、骨細胞

の成熟に関与する dentin matrix protein (Dmp-1) と matrix extracellular phosphoglycoprotein 

(Mepe) の発現も Nupr1 KO 骨細胞では低下していた。一方、骨細胞周囲のリモデリングに関与

する MMP-13 とカテプシン K の発現は、WT と Nupr1 KO の骨細胞で有意な差は見られなかっ

た。これらの結果から、Nupr1 欠失により骨細胞の成熟を低下させた可能性が示唆された。 

 

(4) 骨細胞の DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析 

 WT 及び Nupr1KO マウスの骨から骨細胞を単離し、DNA マイクロアレイ解析による網羅的遺

伝子発現の比較解析を行った。WT と比較すると Nupr1KO マウスの骨細胞では Survival に関連

する Bcl-XL やオートファージ関連タンパク質 Foxo3 の発現が亢進していた。また、Dstn など

の骨細胞が発現する遺伝子の発現の低下もみられた。さらに、アクチンやミオシンおよびその結

合タンパク質の発現が減少していた。WT と KO マウスの骨細胞で発現に差がある 6 個の遺伝子

を見出した。そのうちの２つ、細胞骨格制御に関わるタンパク質 Tacc2 と骨形成に関わる可能

性があるプロテアーゼについて、初代骨芽細胞培養系を用いた RT-PCR 解析により Nupr1KO 骨

芽細胞で発現が低下することを確認した。また、初代骨芽細胞で Nupr1 を強発現するとプロテ

アーゼも発現が上昇した。さらに WT と Nupr1KO で 4 倍以上発現の差がみられた遺伝子 275 個

について GO 解析及びクラスタリング解析を行った。その結果、老化にも関与することが知ら

れているミオシンやアクチン、トロポミオシン等の細胞骨格に関わる遺伝子群が Nupr1KO 骨細

胞で低下していた。 

 

（5）卵巣摘出による骨粗鬆症モデルにおける骨量減少 

 OVX による骨粗鬆症モデルマウスを作成し、WT と KO マウスの骨量の減少を比較した。

WT と同様に KO マウスでは OVX により骨量が低下していたが、骨量の減少率には大きな違い

が見られなかった。 

 

以上のことから Nupr1 は、細胞骨格制御によって骨細胞の機能を調節するとともに、スクレロ

スチンやプロテアーゼ産生制御を介した新たな骨形成制御機構に関わることが示唆された。 
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