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研究成果の概要（和文）：　骨格系疾患は要介護者の増加と健康寿命の縮小に関連し、予防が求められている。
コラーゲンペプチドは骨格系疾患の予防に有効との報告があるが、そのメカニズムは不明な点が多い。そこで、
骨芽細胞での作用に関与するFoxファミリー転写因子とコラーゲンペプチドの相互作用に着目し、骨芽細胞の分
化を促進するメカニズムの解明に取り組んだ。　
　コラーゲンペプチドのPro-HypはFoxg1、Foxo1、およびRunx2タンパク質と相互作用し、骨芽細胞分化のマスタ
ー転写因子Runx2の転写を誘導した。以上より、コラーゲンペプチドは核内転写因子を介して骨芽細胞の分化を
促進し、これが骨形成の促進につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Skeletal disorders are associated with an increase in individuals requiring 
caregiving and a reduction in healthy life expectancy, highlighting the need for prevention. 
Collagen peptides have been reported to be effective in preventing skeletal disorders, but their 
mechanism of action remains unclear. Therefore, we focused on the interaction between collagen 
peptides and Fox family transcription factors, which are involved in the function of osteoblasts, to
 elucidate the mechanism underlying the promotion of osteoblast differentiation. We found that the 
Pro-Hyp component of collagen peptides interacts with Foxg1, Foxo1, and Runx2 proteins, inducing the
 transcription of Runx2, the master transcription factor for osteoblast differentiation. Based on 
these findings, collagen peptides are believed to promote osteoblast differentiation through 
interaction with nuclear transcription factors, ultimately enhancing bone formation.

研究分野：食品機能学

キーワード： コラーゲンペプチド　骨芽細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究課題では、コラーゲンペプチドが骨芽細胞の分化を調節するための共通のキーとなる分子を特定し、そ
の骨格系における作用メカニズムを解明することを目標とした。本研究により、コラーゲンペプチドの一つ
Pro-Hypが結合し、相互作用する分子を特定できた。食品として摂取される生理活性ペプチドが転写因子と相互
作用して骨芽細胞の分化を亢進し骨形成を調節することが理解されることで、機能性食品摂取が骨格系疾患の改
善や予防に寄与する可能性が広がり、社会的に重要な意味を持つと考えられる。

※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 
超高齢社会である我が国では健康寿命の延伸が求められている。健康寿命を縮める原因の一
つに骨格系疾患を原因とする要介護者の増加が挙げられることから、骨格系疾患改善と予防は
社会的に必須といえる。そこで骨格系疾患に対し改善・予防効果を示す食品成分の一つである
「 コラーゲンペプチド 」に着目した。コラーゲンが多く含有される骨や皮膚ではその代謝にお
いてコラーゲンの分解産物が組織液や血中に放出される。この分解産物が「 コラーゲンペプチ
ド 」である。またコラーゲンは、古くから食品としても利用されてきた。コラーゲンを加熱変
性させた食品素材がゼラチンであり、そのゼラチンを酵素処理し低分子化した機能性食品素材
が「 コラーゲンペプチド 」である。 
コラーゲン（ ゼラチン ）加水分解物を摂取したヒト血中にコラーゲン由来のペプチドが検出
されることが報告（ Iwai et al., 2005)され、変形性膝関節症患者の膝の痛み改善作用（ T. E. 
McAlindon et al., 2011）や骨粗鬆症患者の骨密度改善作用（ D. König et al., 2018) が報告さ
れている。また軟骨細胞の分化調節作用 ( Nakatani et al., 2010) 、筋芽細胞の分化促進作用 
( Kitakaze et al., 2016) が報告されており、コラーゲンペプチドは骨格組織の構成細胞の分化
遺伝子発現調節を有していると考えられている。 
これまでに申請者は、コラーゲンペプチドの一つである Pro-Hyp について、骨芽細胞分化促
進作用を有することを報告している（ Kimira et al., 2014）。近年では、コラーゲンペプチドに
よる骨芽細胞の分化調節作用メカニズムの一部に核内転写因子である Foxg1 が関与することを
報告（ Kimira et al., 2017）し、コラーゲンペプチドの作用は細胞分化を転写レベルで調節し
ている可能性について言及している。しかしながら、コラーゲンペプチドの細胞分化調節に関す
る詳細な分子メカニズムは未だ明らかとなっていない。 

 
２．研究の目的 
これまでに申請者は骨芽細胞におけるコラーゲンペプチドの分化促進作用について報告して
きた。コラーゲンペプチドが骨芽細胞内に取り込まれ遺伝子発現を調節するためには相互作用
する分子が必要であると考え、コラーゲンペプチドによる骨芽細胞の分化調節作用メカニズム
の一部に核内転写因子である Foxg1が関与することを報告（ Kimira et al., 2017）している。 
しかし、コラーゲンペプチドと分化関連転写因子とが相互作用し、骨芽細胞の分化に関与して
いるかは不明である。本研究では、コラーゲンペプチドの骨芽細胞での作用発現機構に Runx2
プロモータ領域への結合能を有する Fox ファミリー転写因子が関与すると考え、コラーゲンペ
プチドと Fox ファミリー転写因子が相互作用し、骨芽細胞の分化亢進作用をもたらすメカニズ
ムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨芽細胞分化シグナリングに与えるコラーゲンペプチドの影響 
コラーゲンペプチドを骨芽細胞に作用させると分化マスター転写因子である Runx2 の mRNA 発
現量を上昇させる。Runx2 の転写調節には、その上流のシグナル伝達機構として MAPK カスケー
ド、Akt シグナルが活性化されることが報告されている。これらシグナル伝達経路を介してコラ
ーゲンペプチドが遺伝子発現調節に関与している可能性を考え、骨芽細胞分化シグナリングに
与える影響について検討した。 
 
(2) コラーゲンペプチドと Fox ファミリータンパク質の相互作用の解析 
  Pro-Hyp による Runx2 の転写制御機構を解明するには、Foxg1, Foxo1 そして Runx2 転写調節
因子の相互作用をPro-Hypが調整するかを明らかにすることが重要であると考え、Foxo1とRunx2
のタンパク質の相互作用に Pro-Hyp が影響を及ぼすか、また Pro-Hyp が Foxg1 と Runx2 の相互
作用に影響を与えるか検討した。 
 
(3) Foxファミリータンパク質を介したコラーゲンペプチドのRunx2プロモーター転写活性機構
の解明 
  骨芽細胞における Pro-Hyp の Runx2 発現制御機構を明らかにするため、マウス Runx2 P1 プ
ロモータープラスミドを確立し、Runx2 P1 プロモーター内の Pro-Hyp 応答領域を同定した。同
定した Pro-Hyp 応答領域に Pro-Hyp 依存的に結合する転写調節因子の同定を行い、Foxg1, Foxo1
および Runx2 を介した Runx2 転写活性機構の解明を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 骨芽細胞分化シグナリングに与えるコラーゲンペプチドの影響 
骨芽細胞分化マスター転写因子である Runx2 の mRNA 発現量をコラーゲンペプチドが上昇させ
るシグナル伝達への影響を明らかにするために Erk1/2、Akt シグナルのリン酸化に対する Pro-
Hyp の影響を検討した。骨芽細胞への Pro-Hyp の添加は Erk1/2、Akt のリン酸化を促進した。ま



た Pro-Hyp による Runx2 の mRNA 発現量増加作用は、Erk1/2、および Akt リン酸化阻害剤により
消失したことから Pro-Hyp は Erk1/2、および Akt シグナル経路を介して骨芽細胞分化を促進し
ていることが示された。 
 
(2) コラーゲンペプチドと Fox ファミリータンパク質の相互作用の解析 
  Foxo1-Runx2 の相互作用と Pro-Hyp の影響について調べた。Foxo1 は Pro-Hyp が非存在下で
は、Runx2 と弱い結合を示し、Pro-Hyp 存在下では Foxo1 と Runx2 の結合が増強した。次に、Pro-
HypがFoxo1とRunx2の相互作用に影響を与えるか検討したところ、Pro-Hypが存在しない場合、
Runx2 は Foxo1 と弱い結合を示し、Pro-Hyp 存在下では、Foxo1 と Runx2 の結合が増強した。 
Pro-Hyp が Foxg1 と Runx2 の相互作用に影響を与えるか検討したところ、Pro-Hyp 非存在下に
おいて、Runx2 と Foxg1 は強く結合し、Pro-Hyp 存在下では、Foxg1 と Runx2 の結合は減弱した。
以上より、Pro-Hyp は Foxg1 と Runx2 の結合を抑制し、反対に Foxo1 と Runx2 の結合を促進する
ことを明らかにした。これらの結果から、(Pro-Hyp)-Foxg1, (Pro-Hyp)-Foxo1および (Pro-Hyp)-
Foxo1-Runx2 が骨芽細胞内で形成されていることが予想された。 
 
(3) Foxファミリータンパク質を介したコラーゲンペプチドのRunx2プロモーター転写活性機構
の解明 
前項で見出された Pro-Hyp と Fox ファミリータンパク質および Runx2 の複合体が Runx2 の転
写に関与していると考え、マウス Runx2 P1 プロモータープラスミドを確立し、Runx2 P1 プロモ
ーター内の Pro-Hyp レスポンス領域の同定を試みた。Runx2 P1 プロモーターの nt -365 から-
332 を Pro-Hyp 応答領域として同定し、この領域には、Runx2 結合部位と Fox コア配列が含まれ
ることが明らかとなった。Runx2 結合部位には Runx2 が結合し、転写を抑制することが報告され
ていることから、Pro-Hyp が Runx2 と Runx2 P1 プロモーターの結合を阻害していると予想し、
次に Pro-Hyp 依存的に Pro-Hyp 応答領域に結合する転写因子を同定した。結果、Pro-Hyp の非存
在下では Runx2 は、Runx2 P1 プロモーター内の Pro-Hyp 応答部位に結合しており、この結合は
Pro-Hyp により阻害された。一方で、Pro-Hyp 存在下において Foxg1 と Foxo1 は Runx2 P1 プロ
モーターの Pro-Hyp 応答部位に結合することを明らかにした。 
これらの結果から、骨芽細胞における Pro-Hyp の Runx2 レポーター応答のメカニズムとして
Pro-Hyp がサプレッサーとして Runx2 P1 プロモーターの nt -365 から-332 の領域に結合してい
る Runx2 を解離することにより、転写抑制を阻害する。さらに、Pro-Hyp は Runx2 P1 プロモー
ターの nt -365 から-332 の領域に存在する Fox コア配列へ、Foxg1、Foxo1 を結合させることで
Runx2 レポーター応答を活性化することを明らかにした。 
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コラーゲン由来ジペプチドProlyl hydroxyproline(Pro-Hyp)は間葉系幹細胞株C3H10T1/2の褐色脂肪細胞分化を加速する

Pro-HypはFoxG1と結合することによりFoxG1とRunx2の相互作用を抑制する

Collagen-derived dipeptide prolyl-hydroxyproline promotes differentiation of MC3T3-E1 osteoblastic cells
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