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1. 緒 言

骨は，形態維持と生体内でのカルシウム貯蔵庫とし

ての役割をになう器官であり，常に形成と吸収をバラ

ンスよく繰り返し（骨のリモデリング)，その機能と

構造を保っている。近年，食生活の変化や，高齢化に

伴い，骨粗鬆症や歯周病などの骨疾患の増加が顕著で

あり，QOL（クオリティーオブライフ）の維持をお

びやかしつつある。骨シアロタンパク質（BSP）は，

石灰化初期に石灰化結合組織特異的に発現し，試験管

内でハイドロキシアパタイト結晶形成能を有すること

から，初期の石灰化部位における結晶形成に関与する

と えられる 。このことから，BSPの転写調節機構

を明らかにし，その遺伝子およびタンパク質発現を調

節する因子（成長因子，ホルモン等）を臨床応用する

ことで，骨粗鬆症や歯周病の骨吸収を抑制し，歯周組

織再生に応用できる可能性があると えられる。

BSPは，リン酸化および硫酸化を受けた糖タンパ

ク質で，その配列中に RGD（アルギニン―グリシン

―アスパラギン酸）細胞接着配列およびグルタミン酸

連続配列を有し，RGD配列で細胞に接着し，グルタ

ミン酸連続配列で，カルシウムおよびアパタイト結晶

に結合する （図1)。さらに最近では，骨に転移を

生ずる乳ガン，前立腺ガン，肺ガン病巣で BSPの発

現が認められることから，BSPはガンの骨転移に関

与することが示唆されている 。

2. BSP遺伝子プロモーター領域の

塩基配列と転写因子結合配列

構造遺伝子の上流域をプロモーター遺伝子と呼ぶ。

プロモーターは調節遺伝子の一種で，RNAポリメラ

ーゼや転写因子が結合し，転写の調節に関わる領域で

ある。BSP遺伝子プロモーター領域には，成長因子

およびホルモンに応答する塩基配列（レスポンスエレ

メント；応答配列）が多数存在し，転写を調節してい

ると えられる。ラット，マウスおよびヒト BSPの

プロモーター遺伝子配列は，転写開始点から370塩基

対上流までは約75%の相同性を示す 。その配列中
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には，逆方向の TATA配列（－20塩基対上流) と

重複したビタミン D受容体結合配列（VDRE)，逆

方向の CCAAT配列（－50塩基対上流)，cAMP応

答配列（CRE；－70塩基対上流) ，塩基性線維芽

細胞成長因子（FGF2）応答配列（FRE；－90塩基

対上流) ，下垂体特異的転写因子結合配列

（Pit1；－108塩基対上流) ，TGF-β応答配列

（－500塩基対上流) ，グルココルチコイド応答配

列（GRE；－930塩基対上流) および同配列に重複

したアクチベータープロテイン1（AP1）結合配列

等が存在する（図2)。マウス BSP遺伝子プロモータ

ーの転写開始点から約－190塩基対上流に存在するホ

メオボックス（HOX）応答配列に Dlx5転写因子が

結合し，BSPの石灰化組織特異的発現が調節されて

いることが報告されたが ，その内容を否定する論文

が最近報告された 。BSP遺伝子発現における

HOX応答配列の意義については，今後の研究結果を

待たなければならない。
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図 1 BSPの構造の模式図

N末端付近に helix構造が存在し，同部分のグルタミン酸連続配列を介してアパタイト（HA）

に結合する。RGD細胞接着配列は C末端近くに存在する。その他，糖結合部位，リン酸化，硫酸

化部位を示す。
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図 2 A：ラット BSPプロモーター遺伝子配列（－116～－43）を示す。同配列内には，Pit-1配列，FRE配列，

CRE配列および逆方向の CCAAT配列が存在する。FREの上には，ミューテイションを挿入した部位

（M 1～M 4）を示した。詳細は文献12）を参照のこと。B：ラット，マウスおよびヒト BSPプロモーター

配列の比較。相同性が高く，特に FREおよび CCAAT配列は完全に保存されている。
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3. BSPの転写に対する FGF2の効果

ホルモンや成長因子，メカニカルストレス等が骨の

リモデリングを調節し，骨量を常に一定に保ってい

る。FGF2は，胎生期より形態形成，骨成長や創傷

治癒に重要な役割を果たすヘパリン結合型成長因子で

あり，骨芽細胞においても合成分泌され，細胞外マト

リックス中に活性型として貯蔵されている 。

FGFファミリーの細胞内情報伝達系は膜貫通型の受

容体（FGFR1～4）によりチロシンのリン酸化を介

する 。FGF2は FGFR1と FGFR2に結合する。

FGFR1遺伝子変異により，常染色体優性遺伝に起因

する Pfeiffer症候群が発症する。同疾患は，頭蓋冠

の変形，手の親指，足の指が大きいことを特徴とす

る 。FGFR2と FGFR3の遺伝子異常により骨成長

に異常が生じ，常染色体遺伝疾患である Jackson-

Weiss，Crouzon症候群は FGFR2遺伝子の変異で発

症する。両症候群は変異遺伝子の位置が異なり，頭蓋

冠の変形，手足の指および爪の変形が認められ

る 。また，thanatophoric dyplasiaや軟骨形成不

全症は FGFR3遺伝子異常が原因である 。FGFR3

ノックアウトマウスでは長幹骨が長くなることから，

FGFR3は骨成長を抑制していると えられる 。

ラット骨肉腫由来の骨芽細胞様細胞である ROS

17/2.8細胞を FGF2で刺激しノーザンブロット法で

解析すると，濃度依存的（1，10，50ng/ml，6時間

刺激；図3A)，経時的（10ng/ml刺激，3，6，12，

24時間；結果は示していない）に BSPのmRNA量

は増加した。転写阻害剤を用いたノーザンブロットの

結果，BSPmRNAの半減期は FGF2刺激前後で変

化はなかった。FGF2による BSPの転写調節を調べ

る目的で，ラット BSPプロモーターを含むルシフェ

ラーゼコンストラクト（pLUC1～pLUC5）を作成

し，ROS17/2.8細胞に導入後，FGF2（10ng/ml）

で6時間刺激し，ルシフェラーゼアッセイを行った。

その結果，pLUC3（－116～＋60塩基対）と pLUC3

よりも長いプロモーター配列を含むコンストラクト

で，FGF2により約3倍の転写活性の上昇が認めら

れた（図4A)。pLUC3に含まれるプロモーター配

列である－116から－43塩基対までのプロモーター配

列をさらに短く切断したコンストラクトを用いてルシ

フェラーゼアッセイを行ったところ，－108塩基対上

流までのプロモーター配列では，FGF2による転写

活性の上昇が認められ，－84塩基対上流までのプロ

モーター配列を含むコンストラクトでは転写活性の上

昇は認められなかった。以上のことから，－108か

ら－84塩基上流までの BSPプロモーター中に FGF2

応答配列が存在すると えられた。次に，－92か

ら－85塩基対上流の間に存在する塩基配列を2塩基

対ずつ変化させたミューテイションルシフェラーゼコ

ンストラクト pLUC3M 1～4を作製した（図2A)。

FGF2刺激前のミューテイションプラスミドの basal

活性は pLUC3に比べて全てのコンストラクトで低

く，その中でも pLUC3M 2が最も低値を示した。

次に FGF2刺激を行うと，FGF2による転写活性の

上昇はすべてのミューテイションコンストラクトで抑

制されたが，その中でも pLUC3M 2が最も抑制さ

れた。以上のことからラット BSPプロモーター中

の－92から－85塩基対の間の配列を FGF2応答配列

骨シアロタンパク質の転写調節
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図 3 A：ROS17/2.8細胞に対するFGF2（6時間

刺激）の効果（ノーザンブロット法)。B：

UMR106細胞に対する PGE（3μM）の効

果（RT-PCR)。C：UMR106細胞に対する

PGE（3μM）の効果（Real-time PCR)。
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（FRE）と同定した 。FRE配列はラット，マウス，

およびヒトで完全に保存されていることから，BSP

の発現および FGF2による転写調節に重要な塩基配

列であると えられる（図2B)。FGF2による細胞

内情報伝達系を検索する目的で，各種リン酸化阻害剤

を用いてルシフェラーゼアッセイを行った結果，Src

チロシンキナーゼ阻害剤である PP1，チロシンキナ

ーゼ阻害剤のハービマイシンAそしてMAPキナー

ゼキナーゼ阻害剤のU0126で FGF2による転写活性

の上昇が抑制された。以上のことから，FGF2は Src

チロシンキナーゼおよびMAPキナーゼ系を介して作

用すると えられた。FRE配列と核内タンパク質

（転写因子）との結合をゲルシフトアッセイで検索し

たところ，ROS17/2.8細胞から抽出した核内タンパ

ク質とアイソトープ標識した FREとの結合は，

FGF2（10ng/ml）刺激後，経時的に増加した。さ

らに，非標識の FREでは競合され，CCAATでは競

合されないことから，その結合は特異的であると え

られた（図5A) 。最近，プロスタグランジン E

（PGE）および静磁場（メカニカルストレス）によ

る BSPの転写調節に，FREが関与することが報告さ

れた 。

4. BSPの転写に対するプロスタグランジン

E （PGE ）の効果

PGE は骨芽細胞により産生され，骨吸収を促進

し，さらに骨髄細胞培養系で破骨細胞形成を促進す

る 。PGE の破骨細胞分化に対する効果は，骨芽

細胞を介する。骨芽細胞は，マクロファージコロニー

刺激因子（M-CSF) や Receptor Activator of Nu-

clear Factor-κB Ligand(RANKL）を発現し，破骨

細胞形成を促進するが ，osteoprotegerin（OPG）

は RANKLのおとり受容体として働き，破骨細胞形

＋60

－116

－425

－801

－938

B

－1149

０ ２ ４ ６ ８ 10

Relative Luciferase Activity

 

pLUC7
 

pLUC6
 

pLUC5
 

pLUC4
 

pLUC3
 

pLUCB

＊＊

PGE
Control

＊

#

#

＊＊＊

UMR106 3μM

０ ２ ４ ６ ８ 10 12

Relative Luciferase Activity

 

FGF2

Control

＊＊＊＊

＊

＊

ROS17/2.8 10ng/ml
 

pLUC5
 

pLUC4
 

pLUC3
 

pLUC2
 

pLUC1
 

pLUCB

＋60

－18

－43

－116

－425

－801

A

図 4 A：ラット BSPプロモーターを含むルシフェラーゼコンストラクト（pLUC1～

pLUC5）を作成し，ROS17/2.8細胞に導入後，FGF2（10ng/ml）で6時間

刺激し，ルシフェラーゼアッセイを行った結果。B：ルシフェラーゼプラスミド

（pLUC3～pLUC7）をUMR106細胞に導入し，PGE（3μM）にて12時間

刺激後ルシフェラーゼアッセイを行った結果。
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成を抑制する 。PGE は RANKLおよび IL-6の発

現を促進し，OPGの発現を抑制することにより骨吸

収を促進するが，その一方で，骨形成も促進す

る 。PGE は，in vivoでの骨量増加作用を

有し，頭蓋骨の器官培養系で，コラーゲンおよび

DNA合成を促進する 。PGE はその濃度や投与

法により骨芽細胞の成長と分化を促進または抑制す

る。PGE 受容体（EP）は EP1～4の4種類のサブ

タイプが存在し，Gタンパク質と共役してシグナルを

伝達する 。EP1は細胞内カルシウム動態と関連

し，EP2および EP4はアデニル酸シクラーゼの活

性化，EP3はアデニル酸シクラーゼを抑制す

る 。MC3T 3-E1骨芽細胞様細胞において，

EP1アゴニストは細胞増殖を促進し，アルカリフォ

スファターゼ（ALP）活性を抑制する。一方，EP4

アゴニストは細胞増殖を抑制し，ALP活性を促進す

る 。EP4受容体刺激は骨形成を促進し，骨吸収を

抑制することから，EP4ノックアウトマウスではリ

ポポリサッカライド（LPS）による骨吸収は誘導さ

れない 。以上のことから，PGE は骨代謝におい

て重要な役割を担うと えられる。

PGE（3μM）にて，6および12時間刺激した

UMR106骨芽細胞様細胞から全 RNAを抽出し，

BSP mRNA量の変化を RT-PCR（図3B）および

real-time PCR（図3C）にて検索した結果，BSP
 

mRNAの発現は，6および12時間で優位に上昇し

た。ルシフェラーゼプラスミド（pLUC1～pLUC7）

をUMR 106細胞に導入し，PGE（3μM）にて12

時間刺激後ルシフェラーゼアッセイを行った結果，

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

クトで転写活性の上昇が認められ（図4B)，短いプ

ロモーター配列を含むコンストラクト（pLUC2；－

43～＋60塩基対）では転写活性に変化はなかった

図 5 A：FRE配列と核内タンパク質との結合をゲルシフトアッセイで検索した結果。ROS17/2.8細胞から抽出

した核内タンパク質とアイソトープ標識した FREとの結合は，FGF2（10ng/ml）刺激後，経時的に増加

した。さらに，非標識の FREでは競合され，CCAATでは競合されなかった。B：CREおよび FRE配列

と核内タンパク質との結合は，PGE 刺激後に経時的に増加を示した。
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（結果は示していない)。以上の結果から，ラット

BSP遺伝子プロモーターの－116塩基対上流までの

配列中に，PGE 応答配列が存在すると えられた。

PGE による BSPの転写調節に関わる細胞内情報伝

達系を検索するために，pLUC3ルシフェラーゼプラ

スミドをUMR106細胞に導入し，リン酸化阻害剤を

用いてルシフェラーゼアッセイを行った。Aキナー

ゼ阻害剤であるH89，チロシンキナーゼ阻害剤の

HA，Srcチロシンキナーゼ阻害剤である PP1およ

びMAPキナーゼキナーゼ（MEK）阻害剤のU0126

で，PGE による転写活性の上昇が抑制されたが，C

キナーゼ阻害剤（H7）では効果が認められなかっ

た。以上の結果から，PGE は，Aキナーゼ，チロシ

ンキナーゼおよびMAPキナーゼ系を介して BSPの

転写を調節すると えられた。

PGE に応答すると えられる－116～－43塩基対

上流までの配列を，さらに短く調節したコンストラク

トを用いてルシフェラーゼアッセイを行った結果，

PGE に応答する BSPプロモーター配列は－108～－

84塩対上流の間に存在すると えられた。次に，

pLUC3に存在する応答配列に変異を導入したミュー

テイションコンストラクトを用い，ルシフェラーゼア

ッセイを行ったところ，PGE 刺激による転写活性の

上昇は，CREおよび FREミューテイションコンス

トラクトで抑制され，CREと FREのダブルミュー

テイションコンストラクトでは，BSPの転写活性の

上昇は完全に抑制された。以上のことから，PGE の

作用は CREおよび FRE配列を介すると えられた。

CREおよび FRE配列と核内タンパク質との結合は，

PGE 刺激後に経時的に増加した（図5B)。さらに，

CREに結合する転写因子はリン酸化 CREBであるこ

とが判明した 。

プロスタグランジン合成酵素である cyclooxygen-

ase-2（COX-2）のノックアウトマウスでは，骨折治

癒が遅延する。同ノックアウトマウスの骨髄細胞で

は，Cbfa1と osterixの発現が減少し，試験管内での

骨結節の形成量がワイルドタイプの約50%に減少す

るが，PGE または BMP-2を添加すると，ワイルド

タイプと同等の骨結節の形成を示し，Cbfa1と

osterixの発現も上昇する。以上の結果から，骨折治

癒における間葉系細胞の分化において，PGE は

BMP-2の上流に位置し，BMP-2の下流に Cbfa1と

osterixが存在すると えられる 。以上の結果は，

PGE が，骨折治癒，骨形成に非常に重要な因子であ

ることを示している。

5. ガン細胞での BSPの発現

BSPは，石灰化結合組織特異的に発現するタンパ

ク質であるが，乳ガン，肺ガン，甲状腺ガンおよび前

立腺ガン細胞で発現し，ガン細胞の骨転移に関与する

ことが報告されている 。さらに，原発ガン病巣

で BSPの発現が認められる場合は予後が悪く，骨転

移が予測できる 。BSPの他の機能としては，補体

H因子と結合することにより，補体の攻撃から細胞

を守ることが報告された 。BSPを発現するガン細

胞は，まず細胞膜に存在するαvβ3インテグリンに

RGD配列部分で結合し，その後H因子と結合して補

体の攻撃から逃れることが出来ると えられる 。さ

らに，血管内皮細胞の付着と移動に関与し，骨形成や

腫瘍の転移における血管形成を促進すると えられ

る 。

6. おわりに

我々のグループは，BSPの転写調節に関わる細胞

内情報伝達系を検索する過程で，チロシンリン酸化を

抑制する薬剤である genisteinが BSPの転写を促進

することを見いだした。Genisteinはイソフラボン構

造を持つことから，チロシンのリン酸化阻害作用では

なく，フラボノイド構造が BSPの転写を促進すると

えられたが，その細胞内情報伝達系は不明であ

る 。BSPの遺伝子発現は，チロシンリン酸化

（FGF2および PGE）および cAMP（PGE）によ

り調節を受けることから，その発現を調節することに

より，将来，歯周組織再生に応用出来る可能性が期待

される。
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