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研究成果の概要（和文）：　骨芽細胞ではスフィンゴ糖脂質GD1aやGb4（グロボシド）は発現しており、それら
の糖脂質が欠損したマウス由来の骨芽細胞では、増殖が抑制されることを明らかにした。また、グルコシルセラ
ミド合成酵素阻害によるスフィンゴ糖脂質の生合成の抑制により、骨芽細胞の増殖が抑制されることも明らかに
した。そのスフィンゴ糖脂質による骨芽細胞増殖の分子メカニズムとして、angiopoietin-like 6（Angptl6）が
関与していることを明らかにした。さらに、GD1aが欠損したマウスでは、骨形成の抑制されることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）： We demonstrated glycosphingolipids GD1a and Gb4 (globoside) were expressed 
in osteoblasts, and the proliferation was suppressed in the osteoblasts derived from their 
glycolipids-deficient mice. Suppression of biosynthesis of glycosphingolipids by inhibition of 
glucosylceramide synthase resulted in the attenuation of the osteoblast’s proliferation. As the 
molecular mechanisms, angiopoietin-like 6 (Angptl6) is involved in the osteoblast’s proliferation 
by the glycosphingolipids. Furthermore, we demonstrated the bone formation was suppressed in the 
mice lacking GD1a.  

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　スフィンゴ糖脂質が骨芽細胞に発現しているという報告はあったが、それらの糖脂質が、骨芽細胞の増殖に及
ぼす影響、さらには、そのメカニズムについてはほとんど明らかになっていなかった。本研究において、骨芽細
胞に発現するスフィンゴ糖脂質がその増殖を制御していることを細胞および個体レベルで明らかにし、そのメカ
ニズムも解明した点で学術的に意義がある。また、本研究により、今後、スフィンゴ糖脂質を標的とすることに
より、骨形成促進を促すような治療法の開発の一助となる可能性がある点でも社会的な意義は大きい。

※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 
近年、細胞膜上に存在するスフィンゴ糖脂質が、癌、糖尿病、感染や炎症など様々な疾患に関

与することが明らかにされてきた。私たちは、今まで、糖脂質糖鎖の違いが、種々のタンパク質
の局在に影響を及ぼし、癌の悪性形質を正負に制御することを示してきた。 
 しかし、骨代謝にスフィンゴ糖脂質が関与しているのかについては、ほとんど検討されていな
かった。そこで、私たちは、骨芽細胞におけるスフィンゴ糖脂質の発現プロファイルを検討し、 
以前から発現の報告があったモノシアリルスフィンゴ糖脂質 GD1a の他に、新たにグロボ系スフ
ィンゴ糖脂質 Gb4 が発現していることを明らかにした。この Gb4 が欠損した Gb3 合成酵素遺伝
子ノックアウトマウスでは、野生型マウスと比較して、骨量が低下することが明らかになり、こ
の骨量低下は、骨形成の低下によるものであることを示した。つまり、骨代謝機構の調節におい
て、スフィンゴ糖脂質が関与していることが明らかになってきた。 
スフェンゴ糖脂質が骨芽細胞に発現し、骨形成を促進させることが明らかになってきたが、骨

芽細胞増殖促進による骨芽細胞数の増加によるものなのか、それとも、未熟な骨芽細胞から成熟
な骨芽細胞への分化促進によるものなのかは不明である。また、スフィンゴ糖脂質がどのような
メカニズムで、骨芽細胞増殖・分化を制御しているのかについても明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、スフィンゴ糖脂質が骨芽細胞の増殖、分化のどちらに関与しているのか、ま

た、その分子メカニズムを明らかにし、スフィンゴ糖脂質による新規骨再生治療への応用に向け
た基礎的基盤を構築することである。 
 
３．研究の方法 
（１）フローサイトメトリーによる骨芽細胞におけるスフィンゴ糖脂質の発現 
   抗スフィンゴ糖脂質抗体（GM3、GM2、GM1、GD1a、GD3、GD2、GD1b、GT1b、Gb4）を用いて、 
   骨芽細胞におけるスフィンゴ糖脂質の発現を測定した。 
（２）グルコシルセラミド合成酵素（GCS）阻害剤を添加した骨芽細胞株（MC3T3-E1）の RNA 

を用いたマイクロアレイ解析 
３種類の GCS 阻害剤（Miglustat、D-PDMP、D-PPMP）を添加した MC3T3-E1 細胞および無添 
加群（コントロール）の細胞より RNA を分離し、マイクロアレイ解析を実施した。 

（３）糖転移酵素遺伝子ノックアウトマウス由来の骨芽細胞の増殖の測定 
GM2/GD2合成酵素遺伝子ノックアウトマウスおよびGb3合成酵素遺伝子ノックアウトマウ 
スより分離された骨髄細胞を骨芽細胞へ分化誘導し、BrdU assay により骨芽細胞の増殖 
能を測定した。 

（４）GM2/GD2 合成酵素遺伝子ノックアウトマウスにおける骨表現型の解析 
   ①  microCT による大腿骨の骨量測定 
   ② 大腿骨海綿骨表面における骨芽細胞の計数（HE染色） 
   ③ 大腿骨海綿骨表面における破骨細胞の計数（TRAP 染色） 
   ④ カルセイン二重標識を用いた骨形成能の評価 
 
 
４．研究成果 
（１）グルコシルセラミド合成酵素（GCS）阻害による骨芽細胞増殖抑制とそのメカニズム 
 スフィンゴ糖脂質 GD1a や Gb4（グロボシド）は、未熟な骨芽細胞では発現し、成熟な骨芽

細胞では、その発現が低下することが判明した。このことは、これらの糖脂質が、未熟な骨芽細
胞の増殖に関与し、成熟な骨芽細胞へ分化する過程で、これらの糖脂質の発現が低下することで、
増殖が抑制され、その結果、分化の方向に進むことを示す可能性がある。そこで、このことを明
らかにするため、これらの糖脂質の合成に必須である GCS を阻害し、骨芽細胞の増殖能への影響
を検討した。未熟なマウス骨芽細胞株である MC3T3-E1 細胞に、GCS 阻害剤（Miglustat、D-PDMP、
D-PPMP）を添加した結果、GD1a および Gb4 の発現の低下が認められた。また、これらの糖脂質
の発現が低下した細胞では、増殖能の抑制が認められた。そこで、GCS の発現により制御を受け
る遺伝子を同定するため、MC3T3-E1 細胞を用いて、無添加群（コントロール）、Miglustat 添加
群、D-PDMP 添加群、および D-PPMP 添加群の４群に分け、マイクロアレイによる網羅的解析を実
施した。その結果、無添加群に対して、３種類の阻害剤すべてで、発現が低下する遺伝子として、
９個（Fndc1、Acta2、Igfbp5、Cox6a2、Cth、Mymk、Angptl6、Mab21I2、Igsf10）（図１）、発現
が上昇する遺伝子として、10 個（Mtg2、Nr4a1、Mapre2、Ahcyl1、Exoc6b、Traf6、Anxa3、Egr1、
Egr2、Egr3）検出された 1)。 
マイクロアレイによる網羅的解析の結果、3種類の GCS 阻害剤すべてで、発現が低下する９個

の中で、Fndc1、Igfbp5、Cox6a2、Cth、Angptl6 は、qPCR によっても同様に発現の低下が認めら
れた。また、Fndc1、Cox6a、Cth、Angptl6 の発現は、成熟な骨芽細胞への分化誘導に伴い低下し 



た。この発現パターンは、GCS 遺伝子 Ugcg、
GD1a、Gb4 の発現パターンと類似していた。
そこで、これら４つの遺伝子をそれぞれ
siRNA でノックダウンして、骨芽細胞増殖へ
の関与を検討した。 
その結果、Angptl6 をノックダウンした時

のみ、骨芽細胞の増殖が抑制された 1)。以上
の結果より、GCS が Angptl6 を介して骨芽細
胞の増殖を制御している可能性が示唆され
た。 
 

（２）GM2/GD2 合成酵素遺伝子あるいは Gb3 
合成酵素遺伝子欠損による骨芽細胞 
増殖への影響 

  GD1a が欠損している GM2/GD2 合成酵素
遺伝子ノックアウトマウスおよび、Gb4 が欠
損している Gb3 合成酵素遺伝子ノックアウ
トマウスより分離された骨髄細胞を骨芽細
胞へ分化誘導して、BrdU assay による骨芽
細胞の増殖能を検討した。その結果、野生型
マウス由来の骨芽細胞と比較して、それら
のノックアウトマウス由来の骨芽細胞で
は、その増殖能が抑制されることが明らか
になった。以上の結果より、GCS 阻害を用い
た GD1aや Gb4の発現抑制による骨芽細胞増
殖抑制と同様に、それらの糖脂質がノック
アウトされた骨芽細胞でも増殖が抑制され
ることが示された。 
（３）GM2/GD2 合成酵素遺伝子による骨形成  

への影響とスフィンゴ糖脂質の発現  
パターンの変化 

 GM2/GD2 合成酵素遺伝子ノックアウト
（GM2/GD2S KO）マウスより分離された骨髄細
胞を骨芽細胞へ分化誘導した結果、その細胞
の増殖能は、野生型マウス由来の細胞より低
下することが示されたので、GM2/GD2S KO マウ
スにおける骨代謝への影響を検討した。まず、
microCT を用いて、骨量を解析した結果、野生
型マウスと GM2/GD2S KO マウスの間で、有意
な差は認められなかった。次に、骨形成能を評
価するために、大腿骨海綿骨における組織学
的解析を行った。その結果、大腿骨海綿骨にお
ける骨芽細胞数が、野生型マウスと比較して、
GM2/GD2S KO マウスで有意に減少していた（図
２）2)。また、カルセイン 
二重標識を用いた解析によ
り、GM2/GD2S KO マウスで
骨形成能の低下が認められ
た（図３）2)。一方、野生型
マウスと GM2/GD2S KO マウ
スの間で、骨吸収能に有意
な差は認められなかった。 
次に、GM2/GD2S KO によ

る骨芽細胞におけるスフィ
ンゴ糖脂質の発現パターン
の変化を検討した。その結
果、野生型マウス由来の骨
芽細胞では、GM3 および
GD1a の発現が認められた
（図４A）。一方、GM2/GD2S 
KOマウス由来の骨芽細胞で
は、GD1a の発現の消失およ
び GM3 の発現の上昇が認め

 
図１．３種類の GCS 阻害剤すべてで、発現が低
下する遺伝子（マイクロアレイデータを用いた
ヒートマップ解析） 

 
図３.カルセインを用いた二重標識による骨形成の評価 
BFR:骨形成速度、WT:野生型マウス、GM2/GD2S KO:GM2/GD2S KO マ
ウス 

 
図２.大腿骨海綿骨表面における骨芽細胞数 
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られた（図４B）2)。本研究において、GM2/GD2S
が欠損した骨芽細胞では増殖が抑制され、その
結果、骨形成の低下が認められた。しかし、こ
の骨芽細胞の増殖の抑制が GD1a の消失による
ものなのか、また、GM3 の発現上昇によるもの
か不明であり、今後検討が必要である。 
以上の結果より、スフィンゴ糖脂質の発現の

変化が、骨芽細胞の増殖に影響を与えることが
明らかになり、スフィンゴ糖脂質を標的とする
ことで、骨形成を促進させることができる可能
性が示唆された。 
 本研究成果として、骨芽細胞に発現するスフ
ィンゴ糖脂質が Angptl6 を介して、その細胞の
増殖を制御していることを明らかにした原著
論文と、骨芽細胞に発現している GM2/GD2 合成
酵素が、骨形成を制御していることを明らかに
した原著論文を国際雑誌に発表した。 
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図４.野生型マウスおよび GM2/GD2S KO マウ
ス由来の骨芽細胞におけるガングリオシド
の発現 A：野生型マウス由来の骨芽細胞、
B:GM2/GD2S KO マウス由来の骨芽細胞 
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