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研究成果の概要（和文）：閉経に起因する骨密度の低下は女性ホルモンの欠如のみからメカニズムが説明されて
いる。本研究では、女性ホルモンの欠如が大腸のホメオスタシスを破綻させ、大腸由来の炎症性物質が骨密度低
下を誘導するのか否かを検証した。その結果、正常メスマウスと閉経後モデルマウスにおいて、盲腸内ムチン
量、血中LPS結合タンパク質濃度に変化はなく、生体位において女性ホルモンの欠如が大腸のバリア機能に影響
しないという結果を得た。一方、骨髄遺伝子の網羅解析を行ったところ、女性ホルモンの欠如が細胞死の1つで
あるフェロトーシス経路を抑制することを見出した。この知見は抗炎症成分による骨密度低下の作用機序を説明
する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of menopause-induced reduction in bone mineral density has 
been explained solely from the lack of estrogen. In the present study, we tested whether the lack of
 estrogen disrupt colonic homeostasis and whether colon-derived inflammatory substances induce the 
reduction in bone mineral density. The cecal mucin and the concentration of LPS-binding protein in 
the blood did not change in normal female mice and ovariectomized mice, indicating that the lack of 
estrogen does not affect the barrier function of the large intestine. On the other hand, the RNA 
sequences of comprehensive analysis of bone marrow genes found that the lack of estrogen suppressed 
the ferotosis pathway. This finding may explain the mechanism of action of anti-inflammatory 
components in reducing bone mineral density.

研究分野： 栄養生理

キーワード： 骨代謝　閉経後骨粗鬆症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
閉経により生じる疾患は女性のキャリア形成に限らず、生活の質を著しく低下させる。女性ホルモンの分泌停止
が大腸のバリア機能に影響しないという知見は骨密度低下の主要因とされる炎症が何に由来するのかを探索手掛
かりになる。また、骨密度低下とフェロトーシスの関連性は、これまでに存在しない副作用のない閉経後骨粗鬆
症予防食品を開発するきっかけとなる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

 
１．研究開始当初の背景 

 

閉経に起因する骨密度の低下は女性ホルモンの欠如のみからメカニズムが説明されている。

この時、炎症が誘導されることで破骨細胞の骨吸収が増加し、骨密度低下が低下すると考えられ

ている。しかし、その炎症の起源は不明である。近年の研究から、女性ホルモンが大腸上皮のム

チン分泌を制御していることが細胞実験で明らかになった。これらの知見と申請者が観察した

閉経後骨粗鬆症（OVX）モデルマウスにおける大腸上皮の炎症から、閉経は、大腸上皮のホメオ

スタシスを破綻させ、腸内細菌由来の LPS による炎症の増加を介して破骨細胞の活性化するこ

とで、骨密度の低下を惹起していると予測された。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、女性ホルモンの欠如が大腸のホメオスタシスを破綻させ、大腸由来の炎症性物質

が骨密度低下を誘導するのか否かを検証することを主目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

実験① 

ICR 雌マウスを用いて、偽手術マウス（Sham）および閉経後骨粗鬆症モデル（OVX）マウスを作成

した。これらマウスを AIN93G 飼料（脂質源；コーン油）および飲料水で 1、2、6 週間の飼育を

行った。各飼育期間終了後、解剖を行い、血漿、盲腸、大腿骨および脛骨を採取した。血漿は炎

症性サイトカインおよび血中 LPS 濃度を、盲腸は炎症性マーカー（ミエロペルオキシダーゼ活

性、炎症関連遺伝子発現量）を、大腿骨は骨密度（CT 法）を、脛骨は骨代謝関連遺伝子発現量を

測定した。 

 

実験② 

実験①の脛骨由来 mRNA(6 週間の飼育を行ったサンプル)を用い、遺伝子発現の網羅解析を行っ

た。骨髄由来 mRNA はオリゴ dT 磁気ビーズで精製した後、断片化した。その後、cDNA を合成し、

次いで、アダプターを付加し他サンプルをライブラリーとした。シーケンシングは Illumina 

NovaSeq(PE150)で行った。NGS データは STAR alligner でマッピングし、正規化後、遺伝子発現

量の定量を行った。なお、RNA サンプルは等量の RNA 濃度に調整した後、各群の 2 検体をプール

した物を用いた。そのため、各群の n 数は 6 から 3 となっている。 

 

実験③ 

ICR 雌マウスを用いて偽手術マウス（Sham）および閉経後骨粗鬆症モデル（OVX）マウスを作成

した。AIN93G 飼料またエストロゲン製剤添加飼料(プレマリン 0.1%)で 6 週間の飼育を行った。

飼育終了後、解剖を行い、大腿骨および脛骨を採取した。大腿骨は骨密度（CT 法）を、脛骨は骨

代謝関連遺伝子発現量を測定した。 

 

実験④ 

骨芽細胞（MC3T3-E1）に GPX-4 阻害剤(ML-162)を作用させ、骨形成への影響を解析した。GPX-4

阻害剤を 10-250 nM の濃度で作用させ、乳酸デヒドロゲナーゼ活性および細胞増殖活性の測定

を行った。細胞増殖活性などの結果から 100nM 以上で細胞死が観察されことから、25-100 nM の

濃度条件で、アルカリフォスファターゼ(ALP)活性の測定を行った。また、骨芽細胞の成熟促進

剤であるβ-グリセロリン酸およびアスコルビン酸の存在下で GPX4 阻害剤を作用させ、成熟へ

の影響も解析した。 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

 

① 飼料摂取量は各試験期間において群間に差はなかった（表 1）。一方、体重増加量はいずれ

の試験期間においても Sham 群に比べ、OVX 群で有意な増加が認められた。OVX 群では卵巣摘出の

2 週間後に、Sham 群と比べ、骨密度が低下し、その差は卵巣摘出 6 週間後も維持されていた。盲

腸内容物重量およびムチン総量は、試験飼育 1 週間後において、Sham 群に比べ、OVX 群で有意な

増加が認められたらものの、試験飼育 2 および 6 週後では群間に差はなく、飼育期間の差もなか

った。また、血中 LPS 濃度は試験飼育 1 週目では Sham 群に比べ、OVX 群で有意な低下が認めら

れたらものの、試験飼育 2 および 6 週後では群間に差は認められなかった。骨髄の骨代謝関連遺

伝子発現量はいずれも群間に変化は観察されなかった。 

 

表 1 成長、骨密度、盲腸および血中リポポリサッカライド結合タンパク質(LBP) 

 

 

② 実験①の脛骨由来 mRNA を用い遺伝子発現の網

羅解析を行った結果、1118 種類の遺伝子発現が増

加し、1244 種類が減少した（図 1）。パスウェイ解

析では、B セル受容体シグナル経路、造血幹細胞関

連経路などの変動が認められた。この経路は骨密度

の減少と矛盾しない。その他の特徴としては、フェ

ロトーシス関連遺伝子の変動が認められた。そこ

で、RT-PCR により試験①サンプルの gpx-4 遺伝子

発現量を測定した。その結果、骨密度の低下が生じ

る卵巣摘出後 2 週間後では OVX 群で有意な低下認

められたものの、6 週間後ではその差は消失した。 

 

 

図 1 RNA-seq の volcano plot 図 (Sham vs OVX) 

 

③ 実験①、②の結果から、エストロゲンは骨髄細胞の膜酸化を調整している可能性が考えられ

た。そこで、卵巣摘出マウスにエストロゲンを供給した場合に GPX-4 遺伝子発現にどのような影

響を与えるのかを検討した。なお、エストロゲン製剤(プレマリン)の供給量は予備検討の結果か

ら食餌への添加では 0.1%以上では子宮の異常肥大を生じさせるが、0.1%%添加で肥厚化はなく、

卵巣摘出により生じる骨密度の低下を予防できることを確認している。表 2 の結果では Sham 群

に比べ、エストロゲン製剤添加飼料群で子宮重量の有意な増加が認められているものの、解剖の

タイミング（性周期）によって Sham 群でも子宮は 0.2g 程度の値を示すため、この結果は異常な

子宮肥大を意味するものではないと考えられる。エストロゲン製剤の飼料への添加により、骨髄

の GPX-4 遺伝子発現量は有意に増加した (post-hoc test, Sham vs. E)。この結果はエストロ

ゲンが細胞膜酸化のカウンタータンパク質である GPX-4 を調整している可能性を示唆している。 

 

 

 



表 2 成長、骨密度および gpx-4 遺伝子発現量 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④ 試験①-③の結果から、エストロゲンは骨髄の GPX-4 のレギュレーター因子である可能性が

考えられる。一方、脛骨の遺伝子発現は骨芽細胞と破骨細胞を区別できていない。そのため、GPX-

4 がどちらの細胞の機能に関与しているのか否かは判別できない。そこで、骨芽細胞に GPX-4 阻

害剤を作用させ、成熟への影響を解析した。その結果、GPX-4 阻害剤は骨芽細胞の初期成熟マー

カーである ALP 活性に影響を与えなかった。また、成熟促進剤添加条件では、GPX-4 阻害剤(0 nM 

vs.50 nM )により ALP 活性の有意な低下が認められた。しかし、この作用は弱く、用量依存性も

観察されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 *成熟促進剤；5mM β-グリセロリン  

酸、50 μg/mL アスコルビン酸 

 

 

図 2 アルカリフォスファターゼ活性 

 

以上が本研究で得られた結果である。試験④では破骨細胞への影響を計画していたものの、

RAW264 では破骨細胞の分化条件が設定できなかったため、GPX-4 が破骨細胞の骨吸収に影響を

及ぼすのか否かを解析することが達成されなかった。この解析は今後も続けることでエストロ

ゲン欠乏による骨密度低下の新規メカニズムを明らかにする予定である。 

以上から、エストロゲンの欠乏は大腸上皮の恒常性に関与しないことが明らかにでき、細胞膜

の酸化による炎症が閉経後骨粗鬆症の発症を説明する可能性を見出すことに繋がった。つまり、

エストロゲン欠乏で生じると考えられている炎症はエンドクラインではなく、パラクラインま

たはオートクラインであると考えられる。また、本研究はエストロゲン様作用を持たない抗炎症

性成分が閉経骨密度低下を予防する従来の研究の解釈を裏付けることに寄与するものと考えら

れる。 
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