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研究成果の概要（和文）：骨芽・皮膚細胞の機能維持に必要な栄養因子を検索している。今回は、安価かつ容易
に摂取できる大豆食品から得られるgenisteinと肉や卵、乳製品に含まれるmenaquinone-4（MK-4）の共同作用に
ついて報告する。骨芽細胞様MC3T3-E1細胞に1μMのgenisteinと24時間培養下、miroarray上で発現上昇する
mRNAsを選別した。genistein+MK-4の組合せでRT-qPCRで細胞接着因子であるCHADと骨のALPが反応し、蛋白レベ
ルを測定したところ，蛋白活性のみならず、各細胞の形態を紡錘形・卵形へ変化させた。これら栄養因子が骨芽
細胞の機能活性に有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Bone is a basic component of the musculoskeletal system and is constantly 
remodeled due to the function of osteoblasts and osteoclasts. The bone remodeling decreased 
especially in women following menopause, accelerated bone loss and leas to osteoporosis. 
Osteoporosis is a serious social and health problem in a progressively aging society. Utilization of
 food-based nutrients like genistein, contained in soybeans, and menaqoinone-4, in dairy foods, are 
considered to be the most economical and easy way to prevent bone loss. In the present study, effect
 of genistein and menaquinone-4 on osteoblastic MC3T3-El cells were examined. We could isolate 21 
mRNAs of which expression were increased more than three as much an control when genistein was 
supplied. Thereafter, co-effects of genistein and menaqoinone-4 were examined. We confirmed their 
simultaneous effectiveness on maintenance of using Chad and ALP. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)高齢化の進む本邦において、骨質の維持
は骨折を予防し高いQOLを保つのに必須であ
り、医療費を減少させるという観点からも極
めて重要である。特に女性は閉経とともに
estrogen を失うことで、骨粗鬆症のリスクに
さらされるため、食事から簡単に摂取できる
phytoestrogen による防護が注目されている。 
 
(2)骨密度の維持に保護的に作用することが
疫学的に示唆されている Vitamin K2 の一種
である menaquinone-7 が、骨芽細胞好性培養
細胞である MC3T3E1 細胞で，osteocalcin や
osteoproteogrein の発現を増加し骨芽化が
促進させることを示した。しかしながら、
menaquinone-7 の供給はほぼ納豆からのみに
限られ、食事からの摂取は必ずしも容易とは
言えない。 
 
(3)estrogen の作用は、核内受容体を介する
genomic action と介さない non-genomic 
action があり複雑であるが、phytoestrogen
の作用はさらに複雑であると考えられてい
る。例えば、Zebrafish の頭蓋骨の初期発生
にあたる各舌骨軟骨形成期には、estrogen、
genistein とも保護的では泣く形成不全をひ
きおこすが、estrogen が Patched 1 の発現阻
害を介するのに対し、genistein には阻害作
用はない。作用点の検討が必要であると考え
られる。 
 
(4)皮膚の分化を引き起こす cis-trans 調節
の解析、methylationによる angiotensinogen
遺伝子の活性変動の解析などを同時進行し
ており、genomic/non-genomic action の解
析・estrogen/ genisteinno の作用の異同の
解析などに、同様の方法を導入できる。 
 
２．研究の目的 
骨質・量の低下は骨折して初めて表面化する
ことが多いが、高齢者の骨折はそのものが
QOL を低下させるのみならず，鬱・認知症な
どのリスクでもある。良好な骨質・量の維持
を、安価で、かつ誰でもが好き嫌いなく摂取
できるような食品に含まれる栄養素の利用
が好ましい。そこで、大豆に含まれる
phytoestrogen である genistein と肉や卵、
乳 製 品 に 含 ま れ る vitaminK2 で あ る
menaquinone-4 の骨芽細胞に対する影響を検
討し，骨芽/骨機能の維持•促進に有効な作用
を同定する。 
 
３．研究の方法 
genistein 存在下または非存在下で培養した
MC3T3E1 細胞から RNAを抽出、mRNA を精製し、
蛍光標識した。micro array を用い、存在下
プールに非存在下プールの3倍以上発現して
いる mRNA を選定した。micro array は必ずし
も定量性が高くないので、骨芽/骨の機能と
関与すると推定される遺伝子を選択し、

real-time RT-PCRで estrogen (E)、genistein 
(G)、menaquinone-4 (M)、E+G、E+M、G＋M 存
在下での発現量を確定した。特に注目される
mRNA に関しては、さらに免疫細胞染色や活性
測定等蛋白レベルの動向を同定した。 
 
４．研究成果 
genistein は 10-4M 以上の濃度でのみ、
MC3T3E1 細胞の増殖を抑制し、以下の濃度で
は対照群と増殖速度に差を認めなかった。一
日摂取量は 50 µmol程度と推定されているの
で、10-６M を妥当と考え、24hr 存在・非存在
下で培養した MC3T3E1 細胞から RNAを得た後、
mRNA を精製し、それぞれ cy3、cy5 で標識後
micro array assay に供した。Genistein 投
与で 3倍以上の発現増加があると推定された
21 種の mRNA を選別した(表１)。 

 

 
 
これらの発現量および、menaquinone4 との相
互作用を確認するために。E、G、M、E+G、E+M、
G＋M 存在下での発現量を real-time RT-PCR
で確認した。Genistein と menaquinon4 の相
互作用が確認されたものを青字(表 1)で示す。
多くの骨機能増進にかかわると推定される
mRNAs(ALP3、ATPAAA、BGLAP 等)が得られてい
る一方，骨代謝に働くとされている GATA6 や
DPP4 の発現増強も観察され、全体としての骨
活動化に作用している可能性が示唆された。
そこで、最も骨形成に有用であると考えられ
る細胞間接着いんしである Chad のの動向を
検討した。G＋Mは E単独よりも Chad の mRNA
発現、蛋白合成を促進するのみならず、細胞
の形体をより骨に近い放射状や楕円状に変
形し、ALP 即ち骨マーカーの増量も行なった
(図１)。 

 



現在は、このような変化がどのような背景に
もとづいているのかの解析のために骨の活
性に必要な sonic hedegehog、patched 1 遺
伝子の解析を行っている（図 2。sonic 
hedegehog、patched 1 遺伝子を挿入した
reporter gene の蛍光）。 
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