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Abstract：Bone sialoprotein (BSP) is a phosphorylated and sulfated noncollagenous protein that has been
shown to have the ability to mediate cell attachment through an Arg-Gly-Asp (RGD) sequence and to bind
hydroxyapatite through polyglutamic acid sequences. The restricted distribution and temporal changes in the
expression of BSP mRNA and the ability of BSP to nucleate hydroxyapatite crystals indicate the potential role of
this protein in the initial mineralization of bone.
Androgens are steroid hormones that are essential for skeletal development. The androgen receptor (AR) is a
transcription factor and a member of the steroid receptor superfamily that plays an important role in male sexual
differentiation and prostate cell proliferation.
In this study, we analyzed the effects of androgens and the AR on the expression of the BSP using
osteoblast-like cells (ROS17/2.8 cells). Increase in AR protein levels was observed with androgen receptor
(AR) overexpression in ROS17/2.8 cells. The BSP mRNA levels were also increased by AR overexpression.
However, the endogenous and overexpressed BSP mRNA levels were not affected by DHT (10-8M, 24 h).
While the luciferase activities in all constructs, including a short construct (nts-116 to +60), were increased by
AR overexpression, the basal and luciferase activities enhanced by AR overexpression were not affected by DHT
(10-8M, 24 h). The effect of AR overexpression was abrogated by 2 bp mutations in either the cAMP response
element (CRE) or the activator protein 1/glucocorticoid response element (AP1/GRE). Gel shift analyses
showed that AR overexpression increased binding to the CRE and AP1/GRE elements. Notably, the
CRE-protein complexes were supershifted by phospho-CREB antibody, and CREB and AR antibodies disrupted
the formation of the complexes. The AP1/GRE-protein complexes were supershifted by c-Fos antibody, and
c-Jun and AR antibodies disrupted the formation of the complexes. These studies demonstrate that AR
stimulates BSP gene transcription by targeting the CRE and AP1/GRE elements in the promoter of the rat BSP
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要旨：骨シアロタンパク質 (BSP) は，リン酸化及び硫酸化をうけた非コラーゲン性タンパク質で，その配列中
のArg-Gly-Asp (RGD) 配列で細胞に接着し，グルタミン酸連続配列でハイドロキシアパタイトに結合する。石
灰化初期に石灰化結合組織特異的に BSPmRNAは発現し，アパタイト結晶形成能を有することから，BSP は初
期の石灰化において重要な役割を果たすと考えられる。
アンドロゲンは骨の発達に重要なステロイドホルモンである。アンドロゲン受容体(AR)は，ステロイド受容

体スーパーファミリーの一員であり，転写因子としても作用し，男性生殖器の分化や前立腺での細胞増殖に関与
する。
本研究では，BSP の転写調節機構を検索する目的で，ラット骨芽細胞様細胞である ROS17/2.8 細胞を用いて

アンドロゲンおよび AR が BSP の転写に及ぼす影響について検索した。AR を過剰発現させるベクターを
ROS17/2.8 細胞に導入すると，ARタンパク量は核内および細胞質内で増加した。ARを ROS17/2.8 細胞で過剰
発現させると，BSP mRNA量は増加したが，ARを過剰発現せずに，ROS17/2.8 細胞を 10-8M のアンドロゲン
(5α-dihydrotestosterone; DHT) で 24 時間刺激しても，過剰発現後にDHTで刺激しても，BSPmRNAは変化し
なかった。ルシフェラーゼアッセイの結果，-116 塩基対上流までの BSP プロモーターを含む pLUC3 とそれよ
りも長いプロモーター配列を含むルシフェラーゼコンストラクトの転写活性は，AR過剰発現により上昇したが，
DHT の影響を受けなかった。2 塩基対ずつの変異を挿入したミューテーションプラスミドを用いたルシフェ
ラーゼアッセイの結果，ARの作用は，cAMP応答配列 (CRE) およびアクチベータープロテイン 1と重複した
グルココルチコイド応答配列 (AP1/GRE) の 2 つの応答配列を介すると考えられた。ゲルシフトアッセイの結
果，ARを過剰発現させると，CREおよびAP1/GREへの核内タンパク質の結合量が増加した。CREに結合する
タンパク質は，抗リン酸化CREB抗体で結合バンドの位置が高分子領域へ移動 (スーパーシフト) し，抗 CREB
およびAR抗体で結合量が減少した。一方，AP1/GRE へ結合するタンパク質は，抗 c-Fos 抗体で結合バンドの
位置がスーパーシフトし，抗 c-Jun および AR 抗体で結合量が減少した。以上の結果から，ARは CRE および
AP1/GRE 配列を介して BSP の転写を調節し，CRE 配列には CREB，c-Fos，c-Jun および AR の複合体が，
AP1/GRE配列には，c-Fos，c-Jun およびARの複合体が結合していると考えられた。
キーワード：アンドロゲン，アンドロゲン受容体，骨シアロタンパク質，cAMP 応答配列，AP1，骨芽細胞，

転写調節

緒 言

アンドロゲンは，男性生殖器官の形成や発育を誘発
する男性ステロイドホルモンであり1,2)。アンドロゲ
ンの欠乏は，性腺機能低下による骨量の低下および骨
吸収促進による骨欠損の増加などの様々な骨代謝異常
を引き起こす3)。骨代謝に対してアンドロゲンは重要
な役割を果たすが，骨芽細胞に対するアンドロゲンの
作用の多くは不明である4～8)。
アンドロゲン受容体 (AR) は，ステロイド受容体

スーパーファミリーのメンバーであり，その多くはリ
ガンド依存性の転写調節因子である9)。一方，ARは，
アンドロゲンの作用により C2C12 筋芽細胞における
MyoD ファミリーのマイオジェニンの発現を促進し
筋分化を促進した10)。ARトランスジェニックマウス

では，骨芽細胞および破骨細胞関連遺伝子の発現量が
減少するが，雄でのみオステオプロテジェリン (OPG)
mRNA の発現が増加した11)。AR は骨髄間葉系細
胞12)，肥大軟骨細胞13)，破骨細胞および骨芽細胞等の
多くの細胞種で発現するが14)，骨芽細胞でのARの発
現は，骨がアンドロゲンの標的組織であることを示し，
アンドロゲンの作用は直接または間接的である1,2)。
骨シアロタンパク質 (BSP) は Small Integrin
Binding Ligand, N-linked Glycoprotein (SIBLING)
ファミリーのメンバーで,そのアミノ酸配列中のグル
タミン酸連続配列でハイドロキシアパタイトに結合
し，Arg-Gly-Asp (RGD) 配 列 で 細 胞 に 接 着 す
る15,16)。また，BSP は石灰化初期に発現し，生理的な
カルシウム，リン濃度の準安定溶液中でアパタイト結
晶の誘導能を持ち，初期の石灰化に関与すると考えら
れている17,18)。さらに，骨に転移を生じる乳ガンおよ
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び前立腺ガン病巣で BSP の発現が認められる事から，
BSP はガンの骨転移に関与すると考えられている19)。
マウス，ラットおよびヒト BSP のプロモーター領域
は非常に相同性が高く，転写開始位置より 370 塩基対
上流までは約 75% の相同性を示す20～23)。BSP 遺伝
子の上流域（プロモーター領域）には，ホルモン，サ
イトカインおよび成長因子に応答する遺伝子配列が存
在し，その配列中には逆配列のTATA配列24)と重複
したビタミン D 応答配列 (VDRE)25)，逆方向の
CCAAT 配列 (-50 ～ -46 塩基対上流)26,27)，cAMP
応答配列 (CRE；-75 ～ -68 塩基対上流)28～30)，FGF2
応答配列 (FRE；-92 ～ -85 塩基対上流)29～34)，下垂
体特異的転写因子結合配列 (Pit-1；-111 ～ -105 塩基
対上流)32,35)，ホメオボックス応答配列 (HOX；-199
～ -192 塩基対上流)34,36,37)，TGF-β応答配列 (TAE；
-499 ～ -485 塩基対上流)33,37,38)およびグルココルチ
コイド応答配列 (GRE；-920 ～ -906 塩基対上流)39)

と重複したアクチベータープロテイン 1 結合配列
(AP-1；-921 ～ -915 塩基対上流)40)などが報告され
ている。
そこで，骨代謝に密接に関係すると考えられるアン

ドロゲンおよび AR の BSP の転写に対する影響を解
析することを目的に本研究を行った。

材料および方法

1. 細胞培養
ラット骨肉腫由来の骨芽細胞様細胞である

ROS17/2.8 細胞39)は 37℃，5%CO2インキュベーター
内で培養した。培養液は 10% ウシ胎児血清 (FCS：
Invitrogen 社) および抗生物質 (100 unit/ml ペニシ
リ ン お よ び 100μg/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン：
Invitrogen 社) を含む Alpha-minimal essential 培地
(α-MEM：Invitrogen 社) を用いた。アンドロゲン
(5α- dihydrotestosterone：DHT：和光純薬工業) およ
び ARの作用を検索するために，AR 発現プラスミド
(PCMV-AR：Dr Chawnshang Chang より供与)41)を
導入する 1 日前に ROS17/2.8 細胞を 60 mm 培養
シャーレー (Corning 社) に播種した。細胞が 40 ～
60% コンフルエントの状態で，PCMV-AR を，リポ
フェクタミン (Invitrogen 社) を用いて細胞内に導入
した。その後，10%FCS を含むα-MEM 培地中で 36
時間細胞培養し，無血清のフェノールレッド不含α
-MEMで 12 時間培養後，10-8Mの DHTで 24 時間刺
激し，細胞を回収した。
2. ウェスタンブロット
PCMV-AR を導入する 1 日前に，ROS17/2.8 細胞

を 100 mm 培養シャーレーに播種した。細胞が 40 ～
60% コンフルエントの状態で，PCMV-AR を，リポ
フェクタミンを用いて細胞内に導入した。その後，
10%FCS を含むα-MEM培地中で 36 時間細胞培養し，
無血清のフェノールレッド不含α-MEM で 12 時間培
養後，10-8Mの DHTで 24 時間刺激し，細胞を回収し
た。回収後，核内タンパク質および細胞質タンパク質
を抽出し31)，10% SDS ポリアクリルアミド電気泳動
にて分離後，PVDF（poly vinilidene difluoride）膜に転
写し，ブロックエース (大日本住友製薬株式会社) に
てブロッキングを行った。一次抗体として抗ARモノ
クローナル抗体 (441: Santa Cruz Biotechnology 社)
を 3 時間作用させ，膜を洗浄後，二次抗体としてペル
オキシダーゼ標識抗マウス IgG 抗体を作用させた後，
ECL chemiluminescence’s reaction kit (ECL Kit;
Amersham Pharmacia Biotech 社) を用いてARを検
索した。
3. ノーザンハイブリダイゼーション法
ROS17/2.8 細胞からグアニジンチオシアネート法
(和光純薬工業) で全 RNA を抽出し，20μg を 1.2％
アガロースゲルで電気泳動後，Hybond N plus ナイロ
ンメンブレン (Amersham Pharmacia Biotech 社) に
転写した41)。次に紫外線照射により RNAを膜上に固
定し，α-32P-dCTP (GE ヘルスケア バイオサイエン
ス株式会社) で標識 (ランダムプライム法) したラッ
ト BSP および glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH)cDNA をプローブとしてハイブリ
ダイゼーション後，メンブレンを 0.1％ SDS を含む 2
× SSC (30mM 酢酸ナトリウム，0.3M 塩化ナトリウ
ム，pH7.0)で 25℃，30 分間 2回洗浄し，さらに 55℃
で 30 分間洗浄した。次に，0.1％ SDS を含む 0.1 ×
SSC で 55℃，30 分間 2 回洗浄した後，フジ BAS2000
イメージングプレートに約 12 時間コンタクトさせた。
ハイブリバイゼーションの結果は，フジ BAS2000 イ
メージングアナライザーにて解析を行なった。
4. Real-time PCR
ROS17/2.8 細胞より，グアニジンチオシアネート法
にて全 RNA を抽出し，1μg の全 RNA から ExScript
RT reagent Kit を用いて cDNAを合成した。alkaline
phosphatase (ALP) および GAPDH のプライマーは
以下の通りである。
ALP forward, 5'-TTGAATCGGAACAACCTGACTGAC-3'；
ALP reverse, 5'-GATGGCCTCATCCATCTCCAC-3'；
GAPDH forward, 5'- GACAACTTTGGCATCGTGGA-3'，；
GAPDH reverse, 5'-ATGCAGGGATGATGTTCTGG-3'。
Real-time PCR 反応は，Thermal Cycler Dice Real
Time System (TaKaRa 社)を用いて以下の様に行っ
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た。SYBR ExScript RT-PCR Kit 中の 2 × SYBR
Premix Ex Taq (12.5μl), 50μM PCR Forward
Primer (0.1μl), 50μM PCR Reverse Primer (0.1μl),
H2O (11.3μl)および 100ng cDNA (1μl)を混和後，増
幅反応を行った。PCR 反応は 95℃, 10 秒を 1 サイク
ル，95℃, 5 秒；60℃, 30 秒を 1サイクルとして 40 サ
イクル行った。ALP の発現量は GAPDH の発現量で
補正を行った。
5. プラスミドの調整
ルシフェラーゼプラスミドを制限酵素，Hind III お

よび Sal I で切断し，様々な長さに調節したラット
BSP プロモーター配列を挿入した。作製したコンス
トラクトの配列は，作成したコンストラクトは，
pLUC3 (-116 ～ +60 塩基対)，pLUC4 (-425 ～ +60
塩基対) および，pLUC5 (-801 ～ +60 塩基対) で，
pLUCBは BSP プロモーターを含まないルシフェラー
ゼプラスミドである。また，Quickchange Site-direc-
ted Mutagenesis Kit (Stratagene 社) を用いてミュー
テイションルシフェラーゼプラスミドを作製した。作
製した全てのミューテイションプラスミドはその塩基
配列の確認を行った。
6. ルシフェラーゼアッセイ
ルシフェラーゼプラスミドを細胞に導入する 24 時

間前に，ROS17/2.8 細胞を 35mm ディッシュに播種
した。細胞が 40 ～ 60 % コンフルエントの状態で，
ROS17/2.8 細胞はルシフェラーゼプラスミド，コント
ロールであるβガラクタトシダーゼ (β-Gal) プラスミ
ド (pSV-β-Galactosidase Control Vector：Promega
社) および AR 発現プラスミド (PCMV-AR) をリポ
フェクタミンにて細胞に導入し，プラスミドが導入さ
れた ROS17/2.8 細胞は，10 %FCS を含むα-MEM 培
地で 36 時間培養し，無血清のフェノールレッド不含α
-MEMで 12 時間培養後，10-8Mの DHT で 24 時間刺
激した。その後，細胞は PBS で 2 回洗浄し，細胞溶解
液 (125μl) にて溶解後，12,000 × g で 1 分間遠心し，
上清を活性の測定に用いた。20μl の上清と 100μl のル
シフェラーゼ基質 (東洋インキ株式会社) を混合し，
ルミノメーターにて活性の測定を行った。プラスミド
の導入効率を補正する目的で，60μl の上清と 66μl のβ
-Gal 基質を混合し，37 ℃で 12 時間インキュベート
後，420 nmで吸光度を測定し，活性値の補正に用いた。
7. ゲルシフトアッセイ
核内タンパク質と BSP 遺伝子プロモーター配列と

の結合を検索する目的でゲルシフトアッセイを行なっ
た。ラット BSP プロモーター配列中の CRE (nts,
-84 to -59, 5’-CCCACAGCCTGACGTCGCACCGGCCG)およ
び AP1/GRE (nts, -925 to -898, 5’-TAGCTGAGTCA

CTAGGACCTGGGCAACA)配列を合成して使用した。合
成オリゴヌクレオチドは相補鎖同士がそれぞれ終濃度
10 pmol になるように調整し，100 ℃で 5 分間煮沸後，
室温に放置して 2本鎖にするためのハイブリダイズを
行った。2 本鎖オリゴヌクレオチドは 2 pmol に希釈
し，T4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて，[γ-32P]
ATP に て 標 識 を 行 っ た。ROS17/2.8 細 胞 に
PCMV-AR発現ベクターを導入し，10-8Mの DHTを
24 時間作用させ，核内タンパク質の抽出を行った。核
内タンパク質とプロモーター配列との結合は，以下の
反応バッファー中で (CRE buffer；10 mM Tris-HCl,
50 mM KCl, 1 mM DTT, 0.04％ Nonidet P-40, 5％
glycerol, 0.5％ EDTA)，(GRE buffer；20 mM
Tris-HCl, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 1％ Nonidet
P-40, 10％ glycerol, 1 mM EDTA) 3μg の核内タン
パク質と，1μg/μl polydI-dC，およびγ-32P-ATP標識
した合成オリゴヌクレオチド (2 pmol) を 20 分間反
応後，5％アクリルアミドゲルで電気泳動し，乾燥後，
フジ BAS2000 イメージングアナライザーにて解析を
行なった。
8. 免疫沈降法
ROS17/2.8 細胞に PCMV-AR を過剰発現させ，核
内タンパク質の抽出を行った。核内タンパク質を
RIPA buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 500mM
NaCl, 0.5% NP-40, 10% BSA) にて溶解し，抗CREB
抗体 (C-21：Santa Cruz Biotechnology 社) または抗
c-Fos 抗体 (K-25：Santa Cruz Biotechnology 社) と
共に 4℃で 1 時間インキュベート後， Protein A/G
agarose (20μl) (Santa Cruz Biotechnology 社) を 12
時間作用させた。遠心により回収した Protein A/G
agarose beads を洗浄後，10% SDS ポリアクリルアミ
ドゲルにて電気泳動し，抗ARおよび c-Fos 抗体，ま
たは抗 AR および CREB 抗体を使用してウェスタン
ブロットを行った。免疫反応はECL kit を用いて可視
化した。
9. 検定
ルシフェラーゼアッセイの結果は，Student's t test
を用いて有意差の検定を行った。

結 果

1. 核内および細胞質内タンパク質における AR
の発現量の変化

ROS17/2.8 細胞から抽出した核内および細胞質内
タンパク質におけるARの発現量をウェスタンブロッ
ト に て 検 索 し た。AR は 核 内 に 多 く 発 現 し，
PCMV-AR を細胞内で発現させると，核内および細
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胞質内のARのタンパク質量が増加した (図 1)。
2. BSPおよび ALP mRNA量の変化
BSP mRNA 発現に対する DHT (10-8M) および

AR の影響を検索した。ROS17/2.8 細胞を DHT
(10-8M, 24h) で刺激しても BSP mRNA の発現は変
化しなかった。細胞内に AR を過剰発現させると，
BSPmRNA 量は増加したが，AR の過剰発現前後に，
DHT (10-8M, 24h) で刺激しても BSP mRNA量に変
化は認められなかった (図 2)。次に，DHT の ALP
mRNA 発現に対する効果を Real-time PCR 法にて検
索した結果，ARの過剰発現により，ALPmRNAの発
現は約 1.7 倍増加し，DHT (10-8M, 24h) 刺激により
完全に抑制された (結果は示していない)。
3. BSPの転写活性に対する影響
ラット BSP 遺伝子プロモーター配列の長さを変化

させたルシフェラーゼプラスミド (pLUC3 ～
pLUC6) を ROS17/2.8 細胞に導入し，DHT (10-8M)
にて 24 時間刺激を行ったところ，BSP の転写活性は
変化しなかった。ROS17/2.8 細胞内に AR を過剰発
現させると，pLUC3 およびそれより長い BSP プロ
モーター配列を含むルシフェラーゼコントラスト
（pLUC3, 4, 5 and 6）で転写活性が上昇した。プロ
モーターの長さを -938 塩基対上流 (pLUC6) から
-801 塩基対 (pLUC5)上流までに短くすると，AR に
よる転写活性の上昇は部分的に抑制された。さらに
DHT (10-8M) で刺激しても，AR 過剰発現により上
昇した転写活性は変化しなかった (図 3)。以上の結
果から，ROS17/2.8 細胞において，AR過剰発現によ
り BSP の転写は促進され，その転写調節は，ラット
BSP 遺伝子プロモーターの -116 塩基対上流および，
-936 と -801 塩基対上流までの間のプロモーター配列
中に存在すると考えられた。
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図 1 アンドロゲン受容体 (AR) の過剰発現による
ARタンパク質発現量の変化

ROS17/2.8 細胞にARを過剰発現させ，核内および細
胞質内タンパク質を抽出した。抗AR抗体を使用して
ウエスタンブロットを行った結果，核内および細胞質
内のARのタンパク質量が増加した。

図 2 アンドロゲン (DHT) およびアンドロゲン
受容体 (AR) による BSP mRNA発現の変化

ROS17/2.8 細胞において DHT (10-8M，24h) 刺激お
よび AR 過剰発現後，全 RNA を抽出し，BSP および
GAPDH mRNA量の変化をノーザンハイブリダイゼイ
ションで検索した結果，AR の過剰発現により，
BSPmRNA 量は増加したが，DHT 刺激前後で，
BSPmRNAに変化は認められなかった。

図 3 DHTおよびARによるラットBSP プロモーターの
転写活性に対する効果

pLUCB (BSP プロモーターを含まないルシフェラーゼ
プラスミド)，pLUC3 (-116 ～ +60 塩基対)，pLUC4
(-425 ～ +60 塩基対)，pLUC5 (-801 ～ +60 塩基対)，
pLUC6 (-936 ～ +60 塩基対) の 5 種類のルシフェ
ラーゼプラスミドを ROS17/2.8 細胞に導入し，DHT
(10-8M，24h) 刺激およびAR過剰発現後の転写活性の
変化をルシフェラーゼアッセイにて検索した結果，AR
を過剰発現させると，pLUC3 およびそれより長いBSP
プロモーター配列を含むルシフェラーゼコンストラス
ト（pLUC3, 4, 5 および 6）で転写活性が上昇したが，
DHT 刺激前後で，転写活性に変化は認められなかっ
た。コントロールに対する有意差；** (P<0.05)；*
(P<0.1)；#(P<0.2)。



4. AR応答配列の同定
ラット BSP 遺伝子プロモーターの -116 ～ -43 塩

基対上流までの配列中には，逆方向の CCAAT 配列
(-50 ～ -46 塩基対上流)，cAMP応答配列 (CRE; -75
～ -68 塩基対上流)，FGF2 応答配列 (FRE; -92 ～
-85 塩基対上流)，下垂体特異的転写因子結合配列
(Pit-1; -111 ～ -105 塩基対上流) が存在し，-936 ～
-899 塩基対上流の間にはグルココルチコイド応答配
列と同配列に重複したアクチベータープロテイン 1応
答配列 (AP1/GRE) が存在する (図 4)。ARに応答す
ると考えられる -116 塩基対上流までのプロモーター
配列をさらに短く調節してルシフェラーゼアッセイを
行った結果，-60 塩基対までを含むコンストラクトで
は転写活性に変化はなかったが，-84 塩基対上流およ
び，それよりも長いプロモーター配列を含むコンスト
ラクトで，AR による転写活性の増加が認められた
(結果は示していない)。このことから，転写開始位置
より -60 塩基対上流から -84 塩基対上流までの間に
AR に応答する配列が存在すると考えられた。次に，
BSP プロモーターの -116 塩基対上流までに存在する
転写因子結合配列である逆方向の CCAAT，CRE お

よび FRE 配列の 1 カ所に 2 塩基ずつのミューテイ
ションを導入した pLUC3 ミューテイションプラスミ
ドと -936 ～ -899 塩基対上流の間に存在する
AP1/GRE 配列に 2 塩基のミューテイションを導入し
た pLUC6 ミューテイションプラスミドを作製した。
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図 4 ラットBSP 遺伝子プロモーターの模式図
パネル上部は，ラットBSP 遺伝子プロモーターの転写
開始点から -931 塩基対上流までの転写因子結合配列
の模式図を示した。A: ラット BSP 遺伝子プロモー
ターの -116 ～ -43 塩基対上流までの塩基配列。下線
部は，逆方向の CCAAT 配列 (-50 ～ -46 塩基対)，
cAMP 応答配列 (CRE; -75 ～ -68 塩基対)，FGF2 応
答配列 (FRE; -92 ～ -85 塩基対)，下垂体特異的転写
因子結合配列 (Pit-1; -111 ～ -105 塩基対)が存在す
る。B: ラット BSP 遺伝子プロモーターの -936 ～ -899
塩基対上流までの塩基配列。2 つのグルココルチコイ
ド応答配列と同配列に重複したAP1 配列が存在する。

図 5 CRE配列に結合する核内タンパク質（転写因子）
の検索

アイソトープ標識した CRE と，コントロール (無刺
激；レーン 1) および AR 過剰発現 (レーン 2 ～ 6)後
の ROS17/2.8 細胞から抽出した核内タンパク質との
結合をゲルシフトアッセイにて検索した結果，コント
ロールと比較して AR 過剰発現後に CRE 配列に結合
する核内タンパク質は増加した。さらに CRE 配列に
結合する転写因子を検索するために，抗 CREB，抗リ
ン酸化 CREBおよび抗AR抗体を使用した結果，抗リ
ン酸化 CREB 抗体では，近接した上部バンドがスー
パーシフトし，抗 CREB および抗AR抗体では，2 本
のバンドの結合が減少した。



さらに CRE 配列に 1 カ所，CRE と AP1/GRE 配列の
2 カ所にミューテイションを導入した pLUC6 ミュー
テイションプラスミドを作製した。pLUC3 および
pLUC6 の CRE ミューテイションでは，AR による転
写活性の上昇が部分的に抑制され，AP1/GRE ミュー

テイションでも，転写活性の上昇が部分的に抑制され
た（結果は示していない）。CRE と AP1/GRE のダブ
ルミューテイションで，ARによる転写の上昇が完全
に抑制されたことから (結果は示していない)，CRE
およびAP1/GRE配列がARに応答する配列であると
考えられた。
5. 核内タンパク質とプロモーター配列との結合
ルシフェラーゼアッセイの結果から，ARによる転
写調節に関与する DNA 配列はラット BSP プロモー
ター中の CRE および AP1/GRE 配列であると考えら
れた。そこでこれらの結合配列と ROS17/2.8 細胞の
核内タンパク質および細胞質内タンパク質の結合を検
索した。CRE およびAP1/GRE 配列と ROS17/2.8 細
胞から抽出した核内タンパク質との結合をゲルシフト
アッセイにて検索したところ，CREおよびAP1/GRE
配列への核内タンパク質の結合は，コントロールおよ
びDHT（10-8M, 24 h）刺激に比べてARを発現させ
た核内タンパク質で増加し，AP1/GRE では 2 本のバ
ンドが認められた (結果は示していない)。CRE およ
びAP1/GRE配列に結合する転写因子を検索する目的
で，各種抗体を用いたゲルシフトアッセイを行った。
CRE 配列への結合は非常に近接した 2 本のバンドが
認められた。抗リン酸化CREB抗体を使用すると，上
のバンドが高分子領域へ移動 (スーパーシフト)し
(図 5，lane 5)，抗CREB抗体を用いると，上下 2本の
バンドの結合量が減少した(図 5，lane 4)。また，抗
AR 抗体を用いると，2 本のバンドの結合は消失した
(図 5，lane 6)。AP1/GRE配列に対する核内タンパク
質の結合は，抗 c-Fos 抗体で上のバンドがスーパーシ
フトし (図 6，lane 5)，抗 c-Jun 抗体および抗AR抗
体を用いると，結合が減少した(図 6，lane 4，6 )。
6. 転写因子の相互作用
ゲルシフトアッセイの結果から，ARによる BSP の
転写の調節に関係している転写因子はCREB，c-Fos，
c-Jun および ARであると考えられた。そこで，これ
らの転写因子の相互作用を検索する目的で免疫沈降法
を行った。核内タンパク質を抗 CREB 抗体で沈降さ
せ，抗 AR 抗体または抗 c-Fos 抗体でウェスタンブ
ロットをすると，CREB と AR，CREB と c-Fos は共
沈し，ARの過剰発現により増加した。このことから，
CRE 配列には CREB と AR，CREB と c-Fos が複合
体を形成して結合していると考えられた。次に，核内
タンパク質を抗 c-Fos 抗体で沈降させ，抗AR抗体お
よび抗 CREB 抗体でウェスタンブロットを行った結
果，c-Fos と ARは共沈し，c-Fos と CREBの沈降量
は非常に少なかった。さらに，ARの過剰発現前後で
それらの沈降量は変化しなかった。そのことから，
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図 6 AP1/GRE配列に結合する核内タンパク質
（転写因子）の検索

アイソトープ標識したAP1/GREと，コントロール (無
刺激；レーン 1) および AR 過剰発現 (レーン 2 ～ 6)
後の ROS17/2.8 細胞から抽出した核内タンパク質と
の結合をゲルシフトアッセイにて検索した結果，コン
トロールと比較してAR過剰発現後にAP1/GRE 配列
に結合する核内タンパク質は増加した。さらに，
AP1/GRE 配列に結合する転写因子を検索するために，
抗AR，抗 c-Fos および抗 c-Jun 抗体を使用した結果，
抗 c-Fos 抗体では，上部バンドがスーパーシフトし，
抗 c-Jun および AR抗体では，核内タンパクの結合量
が減少した。



AP1/GRE 配列には c-Fos と ARの複合体が結合する
と考えられた (結果は示していない)。

考 察

性ステロイドホルモンは，骨格の発達と維持に重要
であり，骨成長期に成長プレートの成熟および閉鎖を
制御している3)。また，皮質骨および海綿骨での骨形
成を調節し，骨量を増加させる。アンドロゲンは，骨
芽細胞に対してTGF-β産生の亢進，IGF- Ⅱ受容体数
の増加，FGFへの感受性亢進などの作用を示し，骨形
成を促進する。さらに，PGE2 および IL-6 の分泌を抑
制し，骨吸収を抑制する3,42)。ステロイドホルモン受
容体は標的遺伝子プロモーターのステロイドホルモン
受容体応答配列に作用して，直接または間接的に遺伝
子発現を調節している。これらのことから，アンドロ
ゲンおよびARは，骨形成および骨の恒常性の維持に
重要な役割を果たしていると考えられる。そこで，初
期の石灰化に重要な役割を果たしていると考えられる
BSP の転写調節に対するアンドロゲンおよび AR の
影響を検索した。
ROS17/2.8 細胞において，DHT (10-8M，24h) 刺激

およびAR過剰発現後の BSP mRNA量の変化につい
て検討した結果，AR の過剰発現により BSP mRNA
量は増加した (図 2)。しかし，DHT 刺激前後で，
BSPmRNA に変化は認められなかった。ルシフェ
ラーゼアッセイの結果，pLUC3 (-116 ～ +60 塩基対)
およびそれよりも長いプロモーター配列を含むルシ
フェラーゼコンストラクト pLUC4，5，6 において転
写活性の上昇が認められ，プロモーターの長さを -938
塩基対上流 (pLUC6) から -801 塩基対 (pLUC5)上流
までに短くすると，ARによる転写活性の上昇が部分
的に抑制された (図 3)。さらにミューテイションプ
ラスミドを用いたルシフェラーゼアッセイの結果，
CRE および AP1/GRE 配列が AR に応答する配列で
あると考えられた。ゲルシフトアッセイの結果，
ROS17/2.8 細胞において，AR 過剰発現後に CRE 配
列およびAP1/GRE配列と核内タンパク質の結合が増
加したことから，CRE 配列および AP1/GRE 配列が
ARに応答する配列であると考えられた。抗体を用い
たゲルシフトアッセイおよび免疫沈降の結果，CRE
配列にはCREB，c-Fos，c-Jun と ARの複合体が結合
し，AP1/GRE配列にはAR，c-Fos および c-Jun の複
合体が結合していると考えられた (図 5, 6)。以上の
結果から，ARは，核内および細胞質内に内因性に存
在するが，その発現量は少なく，ARを細胞内で過剰
発現させると，リガンド非依存的に CREB と c-Fos

および c-Jun の複合体である AP1 転写因子は AR と
複合体を形成し，CRE および AP1/GRE 応答配列に
結合して BSP の転写を調節していると考えられた。
エストロゲンレセプターβ(ERβ) は，AP1 応答配列を
介してリガンド非依存的にマウス性腺刺激ホルモンプ
ロモーターを活性化することが報告されている43,44)。
今回の結果から，ARは，アンドロゲンの作用を受け
ずに BSP の遺伝子発現を調節することができると考
えられた。オスとメスのラット腰椎から得た骨芽細胞
様細胞に，合成ステロイドホルモンであるデキサメタ
ゾンを作用させると，オスとメスの両方の骨芽細胞様
細胞で石灰化結節の形成が増加し，プロゲステロンで
は，メスでのみ石灰化結節の形成の促進が認められた。
一方，テストステロンでは，オスとメスの両方の骨芽
細胞様細胞で，石灰化結節の形成が認められなかっ
た45)。以上の結果から，アンドロゲンの石灰化促進作
用はデキサメタゾンやプロゲステロンに比較して，弱
いと考えられた。今後，ARと ARに結合する転写因
子との相互作用，さらに石灰化に対する効果について
の検討が必要であると思われる。
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