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研究成果の概要（和文）：本研究ではガスメディエーターによる骨代謝制御機構の解明を目的として、骨組織における
内因性硫化水素の役割に注目し、硫化水素産生酵素であるシスタチオニンβ合成酵素（CBS）の遺伝子破壊マウスの解
析を行った。その結果、CBS遺伝子破壊マウスでは様々な骨代謝異常に加えてカルシウム代謝異常が観察された。以上
の結果から、硫化水素は正常なカルシウム恒常性の維持に重要な役割を担っていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen sulfide has been recognized as a gaseous mediator with a variety of 
physiological functions. However, its role in the control of skeletal function is unknown. Hydrogen 
sulfide can be physiologically generated by enzymes, cystathionine beta-synthase (CBS). To define the 
physiological function of hydrogen sulfide in the skeletal tissue, we performed functional analysis of 
bone metabolism in CBS knockout mice. The knockout mice showed disturbance of calcium metabolism. These 
results suggest that hydrogen sulfide is essential for calcium homeostasis.

研究分野：骨・カルシウム代謝
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１．研究開始当初の背景 
 
 硫化水素はミトコンドリア呼吸鎖のシト
クロムcオキシダーゼを阻害する猛毒のガス
として有名であるが、最近では生体内におい
て産生される重要なガス状の情報伝達物質
（ガスメディエーター）としての機能が発見
され、その生理活性と作用メカニズムに対す
る関心が高まりつつある。しかしながら試験
管レベルの研究が中心であり、個体レベルに
おける硫化水素の明確な生理機能の報告は
極めて少ない。一方、含硫アミノ酸・ホモシ
スチンの代謝酵素であるCBSの遺伝子ノック
アウトマウスでは内軟骨性骨化遅延を示唆
するデータが報告されていることから、申請
者は含硫黄アミノ酸代謝の副産物として産
生される硫化水素によって、骨・カルシウム
代謝が制御されている可能性を考え、CBS ノ
ックアウトマウスの表現型解析とそのメカ
ニズムの解明を試みることにした。また、全
身性CBS遺伝子ノックアウトマウスは生後間
もなく致死となるうえ、CBS 欠損に起因した
メチオニン代謝不全により、ホモシスチン尿
症を呈するため、観察される表現型が血中ホ
モシスチンの増加と硫化水素産生低下のど
ちらに依るものなのか、更には、骨組織異常
がどのような細胞機能障害によって引き起
こされているのか詳細な解明が困難である。
この点を克服するため、本研究では Cre/loxP
システムを用いる事で、骨細胞種特異的な遺
伝子破壊を行い、全身性遺伝子欠損によるホ
モシスチン蓄積を回避することで、硫化水素
による骨・カルシウム代謝機構の解明を試み
る。 
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者はこれまでガスメディエーターで
ある一酸化炭素（CO）の産生を骨組織特異的
に抑えた遺伝子改変動物の作出に成功し、一
酸化炭素による骨代謝制御機構の存在を発
見した。一方で、一酸化炭素がエネルギー代
謝と深く関わるメチオニン代謝経路の制御
分子であることが申請者の所属グループに
よって明らかとなっている（Shintani T. et 
al., Hepatology, 2009）。加えて、分子メカ
ニズムは不明であるものの、メチオニン代謝
の律速酵素であるCBSの遺伝子欠損マウスで
は、骨芽細胞機能低下に伴う骨密度の減少が
起こる事が報告されている（Robert K., et 
al., Anat Rec Discov Mol Cell Evol Biol, 
2005）。CBS はガス状情報伝達物質として近年
注目を浴びている硫化水素を産生する酵素
である事から、CBS-硫化水素系による骨・カ
ルシウム代謝制御システムの存在が考えら
れた。そこで本研究では CBS ノックアウトマ
ウスの骨組織表現型の詳細な解析を行うこ
とで、硫化水素による新たな生理機能の発見
とその原因の特定を試みる。 

３．研究の方法 
 
 全身性 CBS ノックアウトマウスの骨・カル
シウム代謝の表現型解析と細胞種特異的 CBS
ノックアウトマウス作製の為の、floxed CBS
マウス系統の樹立を試みる。 
 
(1)全身性 CBS ノックアウトマウスの解析 
 全身性 CBSノックアウトマウスの骨組織の
表現型をマイクロ CT 及び組織切片作成、マ
ーカー遺伝子の発現変動解析により詳細な
骨組織の表現型を解析する。また、KO マウス
由来の骨芽細胞・破骨細胞を用いた初代培養
を行い、in vitro における細胞機能の変化を
調べるほか、CBS ノックアウトマウスにおけ
る骨代謝制御因子に対する応答性について
調べる。 
 
(2)floxed CBS マウスおよび骨組織特異的
CBS 遺伝子破壊マウス系統の作出 
 時期組織特異的な遺伝子破壊を行なうた
め、floxed CBS マウス系統の樹立を行なう。
これまでも樹立を試みてきたが、相同組換え
体 ES クローンの取得に至らなかったため、
標的ベクターの改変を行い、相同組換え体 ES
クローンの取得を目指す。相同組換え体クロ
ーンが取得出来次第、アグリゲーション法に
よるキメラマウスの作出を行い、サザンブロ
ッティングに依る生殖細胞系列への移行確
認を行う。作出したマウスを交配することで、
細胞種特異的な CBS KO マウスの作出を試み
る。 
 
 
４．研究成果 
 
 硫化水素産生酵素であるCBSの遺伝子欠損
は骨粗鬆症をはじめとする多彩な表現型を
示すが、個々の異常が起こるメカニズムにつ
いてはその多くが不明であった。そこで硫化
水素がもつ新たな生理機能の発見を目的と
し、CBS と骨カルシウム代謝の関連について
解析を進めた。先ずは骨組織特異的な CBS 遺
伝子破壊マウスを樹立する目的で、ジーンタ
ーゲティング法による条件付き CBS KO マウ
スの作出を試みた。これまでも floxed CBS
マウスの樹立を試みてきたが、完全な相同組
換え体 ES 細胞クローンが取得できていなか
ったため、相同領域や標的領域の変更を行っ
た複数の新たなターゲティングベクターを
新たに構築し、エレクトロポレーション法に
よる ES 細胞への遺伝子導入とサザンブロッ
ティングによるスクリーニングを行なった。
その結果、複数の相同組換え体クローンが取
得に成功したため、現在アグリゲーション法
によるキメラマウスの作出を行なっている。
一方で、全身性 CBS ノックアウトマウスの骨
代謝に関連する表現型について詳細な解析
を行なった。その結果、CBS 欠損マウスにお
いて骨代謝異常が起こる原因を突き止める



ことに成功し、現在派その詳細な分子メカニ
ズムの解析を進めているところである。これ
は硫化水素による新たな骨カルシウム代謝
制御という新たな概念をもたらす発見であ
り、インパクトのある研究成果であると考え
る。 
 今後は作出中の floxed CBS マウスを用い
た組織特異的CBSノックアウトマウスを作製
し、生体レベルでのより詳細な解析を進める
予定である。 
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