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研究成果の概要（和文）：閉経によるエストロゲン欠乏は骨粗鬆症発症の最も大きなリスクの１つであることは
よく知られている。我々は、破骨細胞のHIF1αが閉経後骨粗鬆症の治療標的であることを明らかにしていた。今
回我々は、閉経後骨粗鬆症治療薬として使用されるRaloxifene、Bazedoxifene, Tamoxifen、ED71のいずれも
が、破骨細胞のHIF1αの抑制活性を有することを明らかにした。さらに、男性の性ホルモン欠乏性骨粗鬆症モデ
ルにおいても、破骨細胞にHIF1αが発現すること、これらの薬剤のいずれもが男性の性ホルモン欠乏性骨粗鬆症
モデルにおいても骨密度低下を抑制することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Estrogen deficiency due to menopause is one of the most serious risks for 
osteoporosis development. We previously identified that HIF1α expressed in osteoclasts was a target
 for postmenopausal osteoporosis therapy. In the current study, we clarified that Raloxifene, 
Bazedoxifene, Tamoxifen and ED71, all of which are currently used for postmenopausal osteoporosis 
therapy, had HIF1α inhibiting activity in osteoclasts. We also demonstrated that HIF1α was 
expressed in osteoclasts under an androgen deficient condition in male osteoporosis model mice. We 
showed that decreased bone mineral density in androgen deficient male osteoporosis model mice was 
clearly blocked by administrating either Raloxifene, Bazedoxifene, Tamoxifen or ED71.
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１．研究開始当初の背景 
 骨粗鬆症は加齢や閉経をリスク因子とし
て発症する疾患であり、近年の超高齢社会の
到来をうけて、その罹患患者数は増加の一途
を辿り、骨粗鬆症を背景とした脆弱性骨折の
発生数も増加し続けている状況であった。脆
弱性骨折を防止するためには、骨粗鬆症に介
入することが最もエビデンスレベルが高い
方法として知られていた。閉経によるエスト
ロゲン欠乏は、骨粗鬆症発症の最も大きな
要因の１つであることは広く知られていた
が、なぜエストロゲン欠乏により骨粗鬆症
を発症するようになるのか、その分子メカ
ニズムは不明であり、したがって、臨床で
使用されている骨粗鬆症治療剤の中にも、
その薬理作用が十分には解明出来ていない
ものがあるのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
 閉経後のエストロゲン欠乏が、破骨細胞
の活性化から骨粗鬆症発症の最も大きな要
因の１つであることは知られていたが、意
外にもその分子メカニズムは明らかにされ
ていなかった。申請者らは、閉経によるエ
ストロゲン欠乏により、低酸素応答性分子
である hypoxia inducible factor 1 alpha 
(HIF1α)が破骨細胞に蓄積し、骨吸収の活
性化から骨量減少に寄与する現象を世界で
初めて明らかにした（PNS 2013）。そこで、
本研究では臨床で使用されている骨粗鬆症
治療剤における HIF1αの阻害活性の有無
をみること、また HIF1αが骨粗鬆症の治療
標的として適切であるかを検証することを
目的として研究を実施することとした。 
 
３．研究の方法 
 破骨細胞の培養は、room airによる正常酸
素分圧と、低酸素培養チャンバーを用いた
5%酸素濃度分圧の２通りで培養した。エスト
ロゲンあるいはエストロゲン受容体作動薬
等を用いた培養実験では、エストロゲンを
charcoal strip して除去した胎児牛血清を用
い、エストロゲン類似作用があるフェノール
レッドが無添加の培地で培養した。HIF1αの
阻害活性が期待される薬剤としては、
selective estrogen receptor modulator 
(SERM)である Raloxifene、Bazedoxifene, 
Tamoxifenと、ビタミンD作動薬であるED71
と活性型ビタミンDである 1,25(OH)2D3を
用いて、それぞれ vehicle と効果の比較を
行った。これらの薬剤の HIF1αの阻害効果
は HIF1αの western blot で検証した。 
 性ホルモン欠乏性の骨粗鬆症では、メス
のみならず、オスでも HIF1αが治療標的と
なり得る可能性がある。上述の薬剤はいず
れも女性の閉経後骨粗鬆症の治療薬として
用いられているが、SERMs に関しては男性
骨粗鬆症の治療薬としての承認が得られて
いない。そこで、in vivo での検証として
は、オスの性ホルモン欠乏性骨粗鬆症モデ

ルである Orchiectomy (ORX)モデルを用い
た解析を行い、骨組織における破骨細胞に
おける HIF1αの発現は免疫染色で解析し
た。ORXモデルに対してはSERMsおよびED71
を経口投与し、ORX による骨密度低下に対
する薬剤の効果は dual energy X-ray 
absorptiometry (DEXA)にて評価した。 
 
４．研究成果 
 まず、破骨細胞における HIF1αの発現は、
正常酸素分圧に比べて低酸素分圧において
タンパク質レベルで著しく蓄積すること、エ
ストロゲン存在下にそれが抑制されること
をポジティブコントロールとして確認した。
培養系が機能していることを確認したとこ
ろ で 、 こ の 培 養 系 に Raloxifene 、
Bazedoxifene, Tamoxifen、ED71 あるいは
1,25(OH)2D3を添加し、HIF1αのタンパク
質レベルでの抑制の有無を western blot
で検証したところ、1,25(OH)2D3を除くい
ずれの薬剤にも破骨細胞の HIF1αの抑制
効果があることが明らかとなった。このこ
とは、これまで明らかではなかった
Raloxifene、Bazedoxifene, Tamoxifen、
ED71 の破骨細胞の活性抑制効果の、少なく
とも一部を説明する。また、興味深いこと
に男性ホルモンであるテストステロンにも
エストロゲン同様、低酸素環境下における
破骨細胞の HIF1αを抑制することが明ら
かとなった。このことは、男性骨粗鬆症に
おいても破骨細胞の HIF1αが治療標的と
なり得ることを示唆している。そこで、ORX
モデルを用いて Raloxifene、Bazedoxifene, 
Tamoxifen、ED71 あるいは vehicle の投与
を行い、骨密度の変化を DEXA で検証した。
この結果、ORX により Sham に比べて有意に
低 下 し た 骨 密 度 は 、 Raloxifene 、
Bazedoxifene, Tamoxifen、ED71 のいずれ
の薬剤の投与によってもブロックできるこ
とが明らかになった。これらの成果は、女
性に比べて使える薬剤の選択肢が限られて
いる男性骨粗鬆症患者にとって、新たな選
択肢を提案するものとして期待される結果
と考えられ、すでに臨床で用いられている
薬剤であることから、今後の臨床試験にお
いても安全性などの観点がクリアしやすく、
臨床応用の可能性が現実的であると考えら
れた。また、これまでは ovariectomy (OVX)
などの in vivo の動物モデルに対し薬剤を
投与し、骨密度低下を防止する効果で薬剤
をスクリーニングしていたところを、in 
vitro の破骨細胞の低酸素培養系における
HIF1αの抑制能を検証することで薬剤をス
クリーニングできることが考えられること
から、より安価により大量に、よりスピー
ディに薬剤をスクリーニングし、より強力
な骨粗鬆症治療薬の同定・開発が可能にな
ると考えられた。 
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