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Abstract 

Denatured collagen protein is known as gelatin, and gelatin hydrolysate known as  

collagen peptide is used as a functional food material. In humans and rats, dipeptides  

of collagen origin, particularly Pro-Hyp (PO) and Hyp-Gly (OG), can be detected in 

blood after oral intake of collagen peptide. There are many PO and OG sequences in 

one single chain of human type I collagen and these collagen dipeptides have been 

brought to attention as a physiologically activated substances. In the present study, we 

examined the influence of PO and OG on bone metabolism and bone structure 

organization in mice with phosphorus-induced osteogenic disorder bone loss. In 

addition, we investigated the effect of PO and OG in vitro on the bone metabolism by 

use of both primary mouse bone marrow-derived osteoclasts and osteoblastic cell line 

MC3T3-E1. PO and OG appeared to have little influence on mineral concentration or 

bone metabolism markers, in terms of the blood levels of bone metabolism-related 

hormones in mouse blood. However, PO increased the bone density of primary joint 

subchondral bone and first cancellous bone, while OG increased that of secondary 

cancellous bone in addition of all of these bones. The bone strength which declined with 

the surplus Pi intake,recovered by the PO and OG intake. PO and OG induced the 

hyperplasia of bone trabeclae. On the other hand, PO increased the number of the 

TRAP positive multinucleated cell derived from the mouse bone-marrow-cell , but OG 

was not. Furthermore, PO and OG promoted both the differentiation and the 
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calcification of the cultivatied osteoblasts. The present study demonstrated the 

possible mechanism whereby the collagen dipeptides PO and OG exert a protective 

effect against jawbone loss in mice, suggesting that these bioactive collagen dipeptides 

may be useful for the prevention and amelioration of bone diseases. 

 

Key words: gelatin(ゼラチン), collagen dipeptide(コラーゲンジペプチド) , bone 

metabolism(骨代謝), osteoclast(破骨細胞), osteoblast(骨芽細胞) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

要旨 

コラーゲンの変性タンパク質がゼラチンであり,これを酵素などで加水分解したゼラチ

ン加水分解物がコラーゲンペプチドと呼ばれ,機能性食品素材として用いられている。ヒト

やラットにおいてコラーゲンペプチドを摂取すると,血中に複数のコラーゲン由来のジペ

プチドが検出される。Ⅰ型コラーゲンには Pro-Hyp(PO)と Hyp-Gly(OG)配列ともに多く存在

し,この成分が生理活性物質として注目されている。そこで本研究では無機リン(Pi)を過剰

摂取させ骨形成不良状態を人為的に誘導した高 Pi食誘導性硬組織障害モデルマウスを用

いた in vivo 実験系で PO,OG の骨代謝および骨組織に与える影響について検討した。さら

に正常マウス骨髄細胞由来破骨細胞,培養骨芽細胞株 MC3T3-E1 を用いた in vitro 実験系

で骨吸収,骨形成に対する PO,OG の効果について検討した。本モデルマウス血中骨代謝マー

カーの測定結果から血中のミネラル濃度や骨代謝ホルモン濃度に PO,OG は大きな影響を示

さなかった。しかし,骨密度を測定した結果,PO は海綿骨(関節軟骨下骨,一次海綿骨)を増

加させ,OG はすべての骨密度を増加させていた。また,Pi 過剰摂取で低下していた骨強度も

PO,OG 摂取により増加していた。さらに,骨梁の肥厚が,PO,OG 摂取により認められた。一方,

正常マウス骨髄細胞由来細胞の TRAP 陽性多核細胞数は、PO 添加で増加し、逆に OG 添加で

は減少した。また,PO,OG は培養骨芽細株 MC3T3-E1 の分化と石灰化を促進した。以上の結

果より PO,OG が骨組織の維持に重要な役割を演ずる可能性を示すことから,コラーゲンジ

ペプチドの PO,OG は骨を保護する新たな生理活性物質である可能性が示唆された。 
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緒言 

コラーゲンは体内のタンパク質の約 30％を占め,全身に分布している。生体内で線維を

形成しているⅠ型コラーゲン分子は三重らせん構造をしており，分子量は約 30 万である

1)。これを加熱変性させて抽出したゼラチンは部分的な加水分解を受けているため，分子

量が数万から数十万と幅広く不均一である 1)。このゼラチンをタンパク質分解酵素によっ

て更に加水分解し，分子量数百から数千としたものがコラーゲンペプチドと呼ばれ機能性

食品素材として用いられている 1)。コラーゲンペプチドは特定のアミノ酸配列の１分子を

示すものではなく,ゼラチン原材料や低分子化処理する酵素の相異により,様々なアミノ酸

配列のペプチド分子を含んだ混合物として形成される。また,コラーゲンペプチドは生体内

においても,骨代謝の過程で matrix metalloproteinase(MMP)や cathepsin K(Ctsk)などの

作用によって体内のコラーゲンから分解・生成されている 2,3)。これらのうち,特定のジペ

プチドに注目すると骨,腱,皮膚組織に多く含まれるⅠ型コラーゲンの１次配列には 

prolyl-hydroxyproline(Pro-Hyp;PO)配列と hydroxyprolyl-glycine(Hyp-Gly;OG)配列と

もに多く存在し,このジペプチドが生理活性物質として予想されている 4)。 

翻訳後修飾で生成する hydroxyproline(Hyp)はコラーゲン特有のアミノ酸である。Hyp

を含むペプチド結合は特殊な構造のため,タンパク質分解酵素が作用しにくく,ペプチドの

まま吸収され血液中に長時間存在すると考えられている 5)。また,コラーゲンペプチドは小

腸においてアミノ酸の形態のみならず,Hyp を含むジペプチドおよびトリペプチドとして

吸収されることも明らかとなっている 5)。さらに,コラーゲンペプチド経口摂取後のヒト末

梢血で検出されたペプチドの主要構成成分は PO であることも報告されている 6)。ま
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た,Shigemuraら 7)はゼラチン加水分解物を経口摂取後に新しい食品由来コラーゲンペプチ

ドである OG が血液中に高い濃度で出現することを報告した。さらに,Sugihara ら 8）は健常

ボランティア被験者におけるコラーゲン加水分解物の経口摂取後の血漿中の食事由来 OG

の定量化に世界で初めて成功している。これらの知見は食事由来の PO,OG が人体において

何らかの役割を演じている可能性を示唆している。 

最近,Nakataniら 9)はマウス培養前駆軟骨細胞株ATDC5を用いて,コラーゲンジペプチドで

ある PO が軟骨細胞の分化を調節することを明らかにした。一方,老化を抑制する Klotho

遺伝子が変異したマウスはヒトの老化に類似した症状を示す 10)。その Klotho 遺伝子を変

異させたマウスに,通常の飼料に含まれる無機リン(Pi)濃度を半分以下にした低 Pi 食を与

えたところ,老化症状の1つである骨粗鬆症,関節異常を抑制したとの報告がされている 11)。

逆にNakataniら 9)は高Pi食誘導性硬組織障害モデルマウスを用い,関節軟骨下骨の骨梁が

変化したことを報告した。このモデルマウスに POを摂取させたところ,関節軟骨の変性を

抑制し,関節軟骨下骨の骨梁構造も維持されることを証明した 9)。この結果は骨代謝におけ

る PO の新たな機能的役割を示唆している。しかしながら,コラーゲンジペプチドがどのよ

うなメカニズムにより骨代謝制御に関与しているかについては明らかにはなっていない。 

骨代謝を維持するためには十分なカルシウムの摂取だけでなく,Pi の適正摂取が必要と

言われている 12）。Piの過剰摂取が骨代謝に及ぼす影響については,ヒトにおいて高 Pi食摂

取によりの尿中への排泄増加 12）,幼弱ラットでの尿中へのⅠ型コラーゲン C末端テロペプ

チドの排泄増加 13）,腎臓におけるオステオポンチン発現上昇 14）,ナトリウム依存性リン酸

トランスポーターⅡa の発現低下 15）,大腿骨における receptor activator of nuclear 
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factor-B ligand(RANKL)の発現上昇 16）などがあり,結果的に骨生成不良や骨粗鬆症を引

き起こす。今回の研究では高 Pi食誘導性硬組織障害モデルマウスを用い,骨形成不良状態

を人為的に作り出し, in vivo におけるコラーゲンジペプチドの骨代謝制御における役割

について検討した。また,マウス骨髄細胞由来破骨細胞およびマウス頭蓋冠由来培養骨芽細

胞株 MC3T3-E1 を用いた in vitro 実験系で PO,OG の破骨細胞および骨芽細胞に与える影響

についても検討した。 
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材料と方法 

1.実験動物 

C57BL/6J 雄性マウスは 10 週齢以降になると成長に伴う体重増加および骨成長が終了す

る 17)。そこで本研究は急激な体重増加および骨成長が終了した,C57BL/6J 雄性マウス(東京

実験動物,東京)10 週齢に Pi を 1.5ｇ/Pi/100g 飼料で過剰摂取させた,高 Pi 食誘導性硬組

織障害モデルマウスを用いた 9)。本研究で用いた Pi 添加食は AIN93-G 組成 18)を基

に,Morishita ら 19)の論文を参考に作製した。Pi 源としてリン酸二水素カリウム(KH2PO4)

を用いて各飼料に添加し,コンスターチの一部と置換した(Table 1)。実験群は,Pi を過剰

摂取させていない Normal 群(0.15% Pi),Pi を過剰摂取させた Control 群(1.5% Pi),Pi を過

剰摂取させるとともに POを摂取させた PO 群(1.5% Pi＋0.3% Pro-Hyp),Pi を過剰摂取させ

るとともに OGを摂取させた OG群(1.5% Pi＋0.3% Hyp-Gly)の 4 群として 3週間飼育した。

また,各群すべてのマウスは飼育開始時と飼育終了時に体重測定をした。本研究は明海大学

歯学部動物倫理委員会（B1106,A1231）ならびに城西大学動物実験管理委員会（H24072）よ

り承認され,実験動物は明海大学歯学部ならびに城西大学動物実験ガイドラインに従い飼

育した。 

 

2.血中骨代謝マーカーの測定 

飼育終了後,各群 5 匹のマウスをエーテル麻酔し,下腹部静脈より血液採取し,室温で 30

分放置後,室温下で 5,000×g, 10 分間,遠心分離した上清をさらに 10,000×g, 15 分間遠心

分離した上清を血液サンプルとして用いた。得られた血液サンプルを用い,カルシウム(Ca)



9 

 

濃度はカルシウムEテストワコー(和光純薬工業,大阪),Pi濃度はホスファCテストワコー

(和光純薬工業), alkaline phosphatase(ALP)活性はラボアッセイ ALP(和光純薬工業), 

tartrate-resistant acid phosphatase(TRAP)活性はラボアッセイ ALP(和光純薬工業)の基

質溶解液を 2 mM 酒石酸含有 0.1 M 酢酸ナトリウム緩衝液に置き換え 20), parathyroid 

hormone(PTH)濃度は Mouse Intact PTH ELISA Kit(Immutopics, San Clemente, CA, USA)

を各々用いて測定した。 

 

3.マウス大腿骨の骨密度測定 

骨密度測定のために,上記 4群(Normal 群,Control 群,PO 群,OG 群)を 3 週間飼育した後,

大腿骨および脛骨を摘出した。摘出後,70 %エタノールで固定した左後脚大腿骨を一晩乾燥

させた後, peripheral quantitative CT(p-QCT)で骨密度の測定をした。p-QCT は

Latheta(ALOKA,東京)を用い,大腿骨遠位部骨端から 0.05 mm 幅,80 スライスの海綿骨骨密

度および皮質骨骨密度を測定した。海綿骨骨密度において 17 スライス目を関節軟骨下

骨,25 スライス目を一次海綿骨,37 スライス目を二次海綿骨とし,3 つに分けて比較を行っ

た。皮質骨骨密度も海綿骨同様に測定を行い,17 スライス目を関節軟骨下骨,25 スライス目

を骨端皮質骨,37 スライス目を骨幹皮質骨とし,3つに分けて比較を行った。 

 

4.マウス大腿骨の三点折り曲げ試験 

p-QCT で使用した左後肢大腿骨を用い,両端を固定し,物性評価試験装置 EZ-S(島津製作

所,京都)で骨強度を測定した。測定方法は大腿骨の中点に対して一定のスピードで荷重を



10 

 

かけて骨を破断させる三点折り曲げ試験を行い,力学的特性を測定し,最大破断点および破

断エネルギーの解析を行った。 

 

5.マイクロ(μ)CT によるマウス脛骨の形態学的解析 

飼育終了後に右後脚を摘出し,ホルマリン固定を行った。風乾後,卓上型μCT スキャナ

(SKYSCAN1172,SKYSCAN,Kontich,Belgium)を用いて,撮影を行った。撮影条件は管電圧 61 kV,

管電流 172 μA,ステージ回転ピッチ 0.5 とした。μCT により得られた断層画像より,画像

再構築ソフトウェア(NRecon,SKYSCAN）を用いて画像の再構築後,画像解析ソフトウェア

(CT-analyzer,SKYSCAN)を用い矢状断面図を構築した。 

 

6.マウス脛骨の脱灰切片標本による組織学的評価 

各群5匹のマウスの左後肢脛骨を脱灰後,通法に従いパラフィン切片を作製し,HE染色を

行った標本を光学顕微鏡下にて観察した。また,顕微鏡デジタルカメラシステム Penguin 

600CL(ピクセラコーポレーション,大阪)を用いて組織画像を取り込み,上記システム専用

ソフトウェアである In Studio(ピクセラコーポレーション)を用いて組織学的評価を行っ

た。 

 

7.軟Ｘ線撮影による歯槽骨の石灰化度 

軟Ｘ線撮影装置(ビーナスアルファ,ヨシダ,東京)を用いて,ホルマリン固定した下顎骨

を風乾後,撮影を行った。撮影条件は管電圧 30 kV,管電流 10 mA とした。軟Ｘ線撮影によ
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り得られた画像より,画像処理ソフトウェア(ImageJ,NIH, Bethesda, Maryland, USA)を用

いて,石灰化度に最も変化を認めた前臼歯根分岐部域における歯槽骨の石灰化度(点線内)

を数値化することで測定した（Fig 7a）。 

 

8.μCT による歯槽骨の形態学的解析 

SKYSCAN1172 を用いて,ホルマリン固定した下顎骨を風乾後,撮影を行った。撮影条件は

管電圧 59 kV,管電流 167 μA,ステージ回転ピッチ 0.5 とした。μCT により得られた断層

画像より,NRecon を用いて画像の再構築後,CT-analyzer を用い矢状断面図を構築し,軟 X

線撮影で最も変化を認めた前臼歯根分岐部域における骨梁構造の比較検討を行った。 

 

9.マウス下顎骨の脱灰切片標本による組織学的評価 

各群 5匹のマウスから下顎骨の軟 X線画像解析結果が平均値に近い 3匹のマウスの下顎

骨を脱灰後,通法に従いパラフィン切片を作製し,HE 染色を行った標本を光学顕微鏡下に

て観察した。また,顕微鏡デジタルカメラシステム Penguin 600CL を用いて組織画像を取り

込み,上記システム専用ソフトウェアである In Studio を用いて組織学的評価を行った。 

 

10.DNA マイクロアレイ解析 

同一条件下で飼育した C57BL/6J 雄性マウスから大腿骨を摘出し,total RNA 抽出のための

資料とした。摘出した大腿骨を液体窒素で凍結後,ステンレスプレートの上でハンマーで粉

砕し,粉末状にした。その後,トリゾールを加えポリトロン型のホモゲナイザーでホモジネ
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ート後,1000×g, 10 分で遠心分離し,骨片を除去し上清をそのままトリゾール溶液として

RNA を抽出した。DNA マイクロアレイ解析は Sure Print G3 Mouse miRNA マイクロアレイ

キット 8×60K Rel.16.0(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)を使用し,実験操

作に関しては操作マニュアルに従って行った。実験で得られた複数のアレイデータを相互

比較する為に Normalization を行い,Subio Platform (Subio,東京)を用いて解析をした。

Processed Signal 値を用いて,Control 群を 1とし,他群とのシグナル強度の比較を Fold 

Change として示した。Fold Change が 1.5 倍以上を発現上昇,0.75 倍以下を発現低下とし

た。 

 

11.マウス骨髄細胞由来細胞の調整 

破骨細胞はマウス骨髄細胞の初代培養法による形成系で解析をした。4 週齢の雄性 ddY

マウスの大腿骨および脛骨を摘出し骨髄細胞を得た。骨髄細胞の培地は alpha modified 

Eagle,s Minimum Essential Medium: 炭酸水素ナトリウム(α-MEM 5.125 g / 500 mL : NaHCO3 

0.9 g / 500 mL)に 10% fetal bovine serum(FBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),10 万

U/L ペニシリン Gカリウム(明治製菓,東京)を添加したものを用いた。骨髄細胞は 1000 

U/mL のロイコプロール（協和発酵,東京）を添加し,37 ℃,5 % CO2の条件下で培養した。3

日後,トリプシン EDTA により細胞を剥離回収した。洗浄後,2000×g, 4 分間遠心し,実験に

用いる培地へ交換を行い,培養を開始した。培地交換は 2日後に行った。 

 

12. Tartrate-resistant acid phosphatase(TRAP)染色 
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マウス骨髄細胞由来細胞は 1×104 cells/well ずつ 96 well 細胞培養プレートに播種し

(n=4),各々20 ng/mL の macrophage colony-stimulating factor(M-CSF, R&D, Minneapolis, 

MN, USA)および 10 ng/mL の RANKL(R&D)を添加した。2時間後,24 時間後,48 時間後,72 時

間後に1 mMの各コラーゲンジペプチドを添加し,全て84時間後にメタノールで固相化した。

TRAP 染色は Acid Phosphatase, Leukocyte(TRAP)kit（Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA）

を用いて酒石酸溶液を 0.335 M, pH 4.9 に変更し染色を行った。固相化プレートを 3回水

洗後,TRAP 染色試液と 37 ℃で 5分間反応させ,光学顕微鏡下で観察した。TRAP 陽性多核細

胞形成および数を測定した後, Penguin 600CL を用いて,染色細胞像を取り込み In Studio

を用いて画像解析を行った。 

 

13.骨芽細胞株 MC3T3-E1 の培養 

骨芽細胞株はマウス頭蓋冠由来の培養骨芽細胞株 MC3T3-E1 を用いた 21)。MC3T3-E1 の培

地は α-MEM:炭酸水素ナトリウム(α-MEM 5.125 g/500 ml:NaHCO3 0.9 g/500 ml)に

10 %FBS,10 万 U/L ペニシリン G カリウム(明治製菓)を添加したものを用いた。MC3T3-E1

は 37 ℃,5 % CO2 の条件下で培養した。継代は2～3日毎に 0.25 %トリプシ-EDTA溶液(Sigma 

Aldrich)により細胞を剥離採取し,洗浄後,2,000×g,4 分間遠心し,実験に用いる培地へ交

換を行い,培養を行なった。 

 

14.細胞傷害性試験  

MC3T3-E1 は 3×10³cells/well ずつ,96 well 細胞培養用プレートに播種し,3 時間後,PO
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あるいは OG を 10 % FBS 添加α-MEM 培地にそれぞれ 0.01 mM 添加し 3日間培養した。生細

胞数はCell Counting Kit-HS (DOJINDO,熊本)試薬を培地の1/10量添加し,1時間37 ℃,5 % 

CO₂存在下で静置し,プレートリーダー Wallac 1420 ARVO.SX multilabel counter(Wallac 

Finland Oy, Turku, Finland)を用いて波長 450 nm で測定し,各測定値は通常培地で培養し

た MC3T3-E1 の測定値で除し,相対値を算出し比較した。 

 

15. Alkaline phosphatase(ALP)染色 

MC3T3-E1 細胞は 3×10³cells/well ずつ 96 well 細胞培養用プレートに播種し,3日間培

養した。その後,PO あるいは OG を 10 % FBS 添加α-MEM 培地にそれぞれ 0.01 mM 添加し 7

日間培養した。ALP 活性は培養後,20 %ホルマリンを用いて 10 分間固定し,2 回水洗した細

胞を透過液(エタノール：アセトン＝1：1)にて 1分間氷上で静置した。透過処理後,2回水

洗した細胞を ALP 染色液[(10 mM naphthol AS-BI Phosphate(Sigma Aldrich)および 1 mM 

Fastred Violet LB Salt(Sigma Aldrich)in 0.05 M 2-amino-2-methyl-1-propanol(pH 9.8) 

(AMP Buffer)]を用いて 37 ℃インキュベーター内で 10～15 分反応させ 5 回水洗した。染

色後,フラットヘッドスキャナーを用いて96 well細胞培養用プレートの染色画像を取り込

み,ImageJ を用いて染色強度を数値化した。 

 

16.Von Kossa 染色 

MC3T3-E1 細胞は 3×10³cells/100 µl ずつ 6 well 細胞培養用プレートに播種し,3日間培

養した。その後,5 mM βグリセロールリン酸,0.1 nM のデキサメサゾン,100 µg/mL アスコ
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ルビン酸を添加した培地に交換しPOあるいはOGをそれぞれ0.01 mM添加し 14日間培養し

た。培養終了後,Von Kossa 染色にて細胞数を測定した(n=4)。細胞は 20 %ホルマリンを用

いて 10 分間固定し,2 回水洗した細胞を透過液(エタノール：アセトン＝1：1)にて 1 分間

氷上で静置した。透過処理後,2 回水洗した細胞をマイヤーヘマトキシリン溶液(和光純薬

工業)にて 5分静置し 5回洗浄した。ヘマトキシリン染色後,反応液(5 %硝酸銀水溶液)を加

え,紫外線光下にて 15 時間静置した。反応後,2 回水洗し,停止液(5 %チオ硫酸ナトリウム

水溶液)を用いて 5分静置した。反応停止後,2回水洗し,フラットヘッドスキャナーを用い

て,6 well細胞培養用プレートの染色画像を取り込み,ImageJを用いて染色画像の石灰化結

節の数と石灰化結節の面積を測定した。 

 

17.統計処理 

結果は表および図中に示したマウス匹数の平均値±SD で示した。統計学的評価は Stat 

Mate 3 ソフトウェア（ATMS,神奈川）を使用し,t 検定を用いて有意差検定を行い,有意水準

を p＜0.05 とした。軟 X 線,μCT および組織切片の画像は各群の中から典型的な像を示し

た。 
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結果 

1.マウスの体重および血中骨代謝マーカーに及ぼす PO,OG の影響 

マウス体重測定の結果を Table 2 に示す。飼育開始時は Normal 群,Control 群,PO 群,OG

群で差を認めなかったが,飼育終了時にNormal群と比較しControl群,PO群,OG群では体重

減少を認めた。 

血中骨代謝マーカーの値を Fig 1 に示す。飼育終了時の Ca濃度,骨吸収マーカーである

TRAP 活性は各群間で差は認めなかった。Pi濃度は Normal 群と比較し Control 群で有意に

減少していた(Fig 1b)が,PO 群,OG 群で差は認めなかった。骨形成マーカーである ALP 活性

は Normal 群と比較し Control 群で有意に増加していたが(Fig 1c),PO 群,OG 群で差は認め

なかった。PTH 濃度は Normal 群と比較し Control 群で有意に増加していたが(Fig 1e),PO

群,OG 群で差は認めなかった。 

 

2.マウスの長管骨の骨密度に及ぼす PO,OG の影響 

p-QCT の結果を Fig 2,3 に示す。海綿骨における関節軟骨下骨,一次海綿骨,二次海綿骨

において,Normal 群と比較して,Control 群,PO 群では有意に減少していたが,Control 群と

比較して,一次海綿骨の PO 群では骨密度の改善傾向を認めた(Fig 2b)。とりわけ OG 群では

関節軟骨下骨,一次海綿骨,二次海綿骨において骨密度の改善を認めた(Fig 2b,c,d)。一方,

皮質骨における関節軟骨下骨において,Normal群と比較して,Control群,PO群,OG群では有

意に減少していたが,Control 群と比較して,PO 群,OG 群の改善傾向を認めた。また,骨端皮
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質骨,骨幹皮質骨において,Normal群と比較して,Control群,PO群では有意に減少していた

が,OG 群では骨密度の改善を認めた(Fig 3c,d)。 

三点折り曲げ試験の結果を Fig 4 に示す。最大破断点において,Normal 群と比較し

て,Control群,PO群,OG群では有意に減少していたが,Control群と比較して,PO群,OG群で

は改善傾向を認めた。一方,破断エネルギーにおいて,Normal 群と比較して,Control 群では

有意に減少していたが,PO 群,OG 群では改善を認めた。 

μCTによる脛骨の画像を Fig 5 に示す。Control 群に比べ PO群では関節軟骨下骨で骨梁

の増加を認め,OG 群では関節軟骨下骨,一次海綿骨,二次海綿骨において骨梁の増加を認め

た。 

脛骨の脱灰切片画像を Fig 6 に示す。Control 群と比べ PO 群では関節軟骨下骨,一次海

綿骨ともに海綿骨腔の開大を認め,一部骨梁幅の肥厚を認めた。OG群では関節軟骨下骨,一

次海綿骨ともに骨梁幅の肥厚を認めた。 

 

3.マウスの歯槽骨に及ぼす PO,OG の影響 

軟 X線画像解析の結果を Fig 7 に示す。(a)は軟 X線画像を示し,点線内を数値化したグ

ラフを(b)に示した。Normal 群に比べ Control 群では前臼歯根分岐部領域において著しい

透過性の亢進を認めた。一方,Control 群に比べ PO群,OG 群では前臼歯根分岐部域において

不透過性の亢進を認めた(Fig 7a)。また,前臼歯根分岐部域(点線内)における歯槽骨の石灰

化度の測定結果より,Normal 群に比べ Control 群では前臼歯根分岐部領域において石灰化
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度の低下を認めた。一方,Control 群に比べ PO群,OG 群では前臼歯根分岐部領域において石

灰化度の改善を認めた(Fig 7b)。 

μCT による歯槽骨の画像を Fig 8 に示す。Normal 群に比べ Control 群では前臼歯根分岐

部域において骨梁の減少を認めた。一方,Control 群に比べ PO 群,OG 群では前臼歯根分岐部

域において骨梁の改善を認めた(Fig 8)。 

下顎骨の脱灰切片画像を Fig 9 に示す。Normal 群に比べ Control 群では歯槽骨骨梁の厚

さの減少を認めた。一方,Control 群に比べ PO群,OG 群では歯槽骨骨梁の厚さの改善を認め

た。 

 

4.DNA マイクロアレイ解析 

C57BL/6J 雄性マウス大腿骨における DNA マイクロアレイ解析の結果を示す(Table 3)。

Normal 群と比較し Control 群で発現が上昇した遺伝子の内,PO 群 and/or OG 群で発現量が

減少した遺伝子,Normal 群と比較し Control 群で発現が減少した遺伝子の内,PO 群 and/or 

OG 群で発現量が上昇した遺伝子を解析した。PO群で発現上昇した遺伝子にセロトニン受容

体(5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B; Htr2b)があった。PO群,OG 群で発現

上昇した遺伝子に線維芽細胞増殖因子(fibroblast growth factor 2; Fgf2),ホメオボック

ス遺伝子(homeobox, msh-like 1;Msx1),ヒアルロン酸合成酵素(hyaluronan synthase 

3;Has3)があった。PO 群,OG 群で発現減少した遺伝子にビタミン D受容体(vitamin D 

receptor; Vdr),破骨細胞分化因子(receptor activator of nuclear factor-кB ligand; 

Rankl)があった。OG 群で発現減少した遺伝子にエストロゲン受容体(estrogen receptor 1 
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; Esr1),Rankl 受容体(receptor activator of nuclear factor-кB; Rank),骨形成因子

(bone morphogenetic protein; Bmp2),タンパク質分解酵素(cathepsin K; Ctsk)があった。 

 

5.骨髄細胞由来破骨細胞に及ぼす PO,OG の影響 

マウス骨髄由来細胞の TRAP 染色の結果を Fig 10 に示す。骨髄細胞播種 2時間後に PO

を添加した群では TRAP(+)多核細胞数が Control 群と比較して,約 1.3 倍に増加した。一

方,OG 添加では細胞数は約 0.35 倍に減少した。また,骨髄細胞播種から 24時間後以降のコ

ラーゲンジペプチド添加では差は認められなかった(Fig 10a)。破骨細胞面積において,骨

髄細胞播種 2時間後に POを添加した群では約 1.28 倍に増加した。一方,OG 添加では細胞

面積は約 0.2 倍に減少した。また,骨髄細胞播種から 24時間後以降では細胞数と同様にコ

ラーゲンジペプチド添加による差は認めなかった(Fig 10b)。顕微鏡画像では OG添加によ

り,多核細胞形成の抑制が認められた(Fig 10c)。 

 

6.培養骨芽細胞株 MC3T3-E1 に及ぼす PO,OG の効果 

細胞傷害性試験の結果を Fig 11a に示す。PO,OG は MC3T3-E1 に細胞傷害性を示さなかっ

た。 

ALP 染色の結果を Fig 11b に示す。0.01 mM の PO,OG は MC3T3-E1 の ALP 染色強度を約 2

倍程度増加させた。 

Von Kossa 染色の結果を Fig 12 に示す。0.01 mM の PO,OG 添加により石灰化結節の面積/

石灰化結節の数が約 2倍程度増加した。 
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考察 

コラーゲンは動物の骨,軟骨,腱,皮膚などに多く存在する細胞外基質タンパク質の 1 つ

である。コラーゲンは多数の分子種からなるスーパーファミリーを構成している 22,23)。そ

の中でⅠ型は骨,腱,皮膚などに多く存在している。Ⅰ型コラーゲンは 3本鎖らせんの立体

構造(スーパーへリックス)を形成し,そのアミノ酸配列は 3 つのアミノ酸ごとにグリシン

(Gly)を含む Gly-X-Y の繰り返し配列をしている。Xにはプロリン(Pro),Y には Pro がヒド

ロキシル化された Hyp の［Gly-Pro-Hyp］の繰り返し配列を多く含んでいることが特徴であ

る 24,25)。例えばヒトⅠ型コラーゲンポリペプチド鎖１本分に Gly-X-Y が 360 ヶ所あり,そ

の内 PO 配列は 49 ヵ所,OG 配列は 127 ヵ所存在する。また,コラーゲンは細胞外基質タンパ

ク質として細胞と細胞の隙間に存在し,組織の形態維持および組織間の境界を形成するの

みならず,細胞接着因子を介した細胞シグナルにも関与している 26-29)。 

そこで本研究では体内に多く存在し,骨代謝のタンパク質分解過程において生体内でも

生成すると考えられるコラーゲンジペプチドである POおよび OGに着目した。これまでに

先行実験として Nakatani ら 7)はマウス培養前駆軟骨細胞株 ATDC5 を用い PO が軟骨細胞の

分化を調節すること,さらに Piを過剰摂取させたマウスに POを摂取すると,関節軟骨の変

性を抑制し,関節軟骨下骨の骨梁構造が維持されることを報告した 9)。この中で Nakatani

らは POが軟骨細胞に直接働きかけてヒアルロン酸合成を促進し,軟骨細胞の変性の進行を

抑制し,さらに骨の細胞にも作用している可能性を示唆している 9)。また,いくつかの研究

では OG が皮膚の創傷治癒を促進する可能性やラット腸管吸収過程での OG 分解に抵抗性が

高いことが報告されている 8,30)。このようにコラーゲンの分解物であるコラーゲンペプチ
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ドに関してはアミノ酸の機能ではなく,特異的ペプチド配列がシグナル伝達分子として,特

異的な生理機能を有している可能性が高いことが明らかとなってきた。そこで今回,これら

の分子が骨の代謝機構にシグナル分子として作用する可能性について検討した。 

Piを過剰摂取すると,PTHの分泌が亢進して尿中へのPi排泄により血中のPi濃度を正常

範囲に維持する代謝が成立する 31）。そこで初めにマウスにおいて Pi 過剰摂取条件下での

血中骨代謝マーカーを測定した。その結果,Normal 群と比較して Pi 過剰摂取の Control 群

では血中 PTH 濃度の上昇が認められた。一方,Control 群,PO 群,OG 群での血清 Ca 濃度,血

清 Pi 濃度,ALP 活性,PTH 濃度に顕著な差は認めなかった(Fig 1)。このことは,血中の Ca

濃度や Pi 濃度,PTH などの骨代謝調整ホルモン濃度に影響を与えることなく PO,OG が標的

組織や標的細胞に直接影響を及ぼしている可能性を示唆している。高 Pi 食誘導性硬組織障

害モデルマウスを用いた実験系において,PO,OG は同マウスの低下した骨密度,骨強度の改

善と骨脆弱化の進行抑制等の骨代謝改善効果を示した(Fig 2～6)。また,Pi 過剰摂取によ

る前臼歯歯根分岐部の石灰化度の低下や骨梁の減少による骨構造の脆弱化は PO,OG の摂取

により有意に改善したことがマウス下顎骨を用いた軟X線やμCTの解析より判明した(Fig 

7,8)。さらに,下顎骨の脱灰切片標本は組織学的評価により Pi過剰条件下では歯槽骨の厚

みが減少するが,PO,OG の摂取により改善する結果が得られた(Fig 9)。この結果は PO,OG

が骨組織ならびに骨組織周囲の細胞を活性化させ骨のリモデリングを誘導している可能性

が示唆された。 

一方,PO,OG によるマウスの骨代謝調節に及ぼす骨代謝関連遺伝子の発現についてはあ

まりよくわかっていない。そこで次に我々は PO,OG を摂取させた C57BL/6J 雄性マウスの大
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腿骨骨髄細胞から RNA を回収し,DNA マイクロアレーを用いて,骨代謝に関連する遺伝子に

ついて総覧した。その結果,Table 3 に示すように,PO と OG は Fgf2 や Msx1,Has3 などの発

現を増強したが,Vdr,Rankl 等の発現を抑制した。OGはさらに Esr1,Rank,Bmp2,Ctsk などを

抑制した。この結果は POと OG が骨芽細胞および破骨細胞の分化調節に機能的役割を演じ

る重要な因子である可能性を示唆している。そこでさらに我々はマウス大腿骨および脛骨

から破骨細胞を調整し,in vitro の実験系にて PO と OG の作用を検討した。その結果,PO

は骨髄由来細胞の TRAP 活性を促進したが,OG は抑制した（Fig 10）。この結果は PO が破骨

細胞の分化に重要な役割を果たしている可能性を細胞レベルで証明したものと考える。一

方,骨芽細胞機能に及ぼすこれらのコラーゲンジペプチドの効果を検証するために,培養骨

芽細胞 MC3T3-E1 細胞を実験に供し,細胞障害性,ALP 活性,石灰化活性について検討した。

その結果,PO と OG は MC3T3-E1 細胞に対して細胞障害性や細胞増殖を示さなかったが,ALP

活性の増強や石灰化活性を示すことが証明された（Fig 11,12）。これは PO と OG が MC3T3-E1

の石灰化への分化過程を促進することを示唆している。以上の結果から,コラーゲンジペプ

チドであるPOは前駆破骨細胞と前駆骨芽細胞の細胞分化促進作用,OGはこれらの細胞の破

骨細胞分化への抑制作用と骨芽細胞分化促進作用によって骨代謝を調節し骨組織の維持に

重要な役割を果たしていると考えられる。 

最近の研究から、骨芽細胞のアポトーシスや破骨細胞による骨吸収に酸化ストレスが関

与していることが明らかになってきた 34-36)。従って,抗酸化特性を持つタンパク質加水分

解物は,破骨細胞の分化を抑制し,骨芽細胞の分化を亢進することにより,酸化ストレスの

損傷効果を低減する可能性が考えられる。最近,ブタ皮膚由来コラーゲン加水分解産物中の
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Hyp や Pro,Gly に抗酸化効果が認められることが報告された 37)。この結果は PO,OG の骨代

謝調節機構の一部がレドックスメカニズムに関与している可能性が考えられた。それゆえ,

近い将来に骨代謝における PO,OG の抗酸化作用を調べることは興味がある。 

Moskowitz38)は製薬レベルに精製したコラーゲン加水分解物を経口摂取した変形性関節

炎や骨粗鬆症患者の臨床試験の結果を調査したところ,プロリン単独を摂取するよりも加

水分解物が軟骨に蓄積しやすいことや骨コラーゲンの破壊が少ないことを報告している。

また,Wuら 39)はCa欠乏状態におけるコラーゲンペプチドの経口摂取が骨代謝において有利

な効果を示すことを報告している。これらの知見はコラーゲンペプチドが骨代謝において

機能的役割を演じ,骨格性疾患の予防と改善に寄与する可能性を示している。 

一方,歯科医療において骨代謝調節は顎骨骨折や顎変形症における創傷治癒や歯周外科

での骨再生誘導法などの再生医療に密接に関与している。しかしながら,これらの治療法は

治癒までに数ヶ月～数年を要すことが知られている。コラーゲンは骨,腱,皮膚組織などの

細胞外基質の主要成分のひとつであり,この分子から生じたコラーゲンジペプチドは生体

への有害作用が少なく安全に使用できる可能性が考えられる。現在,我々は PO,OG の骨代謝

関連遺伝子発現制御や骨芽細胞,破骨細胞への直接作用などの基礎実験のみならず臨床応

用に向けた異なるモデル動物を用いた実験を進めている。これまで歯科領域では利用され

ることのなかった PO,OG が経口摂取により骨疾患の予防法あるいは治療法の開発へ繋がる

ことが期待される。 
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結論 

コラーゲンジペプチドの骨代謝および骨組織に与える影響について明らかにするため

に,Pi を過剰摂取させた in vivo マウスモデルおよび in vitro におけるマウス骨髄由来破

骨細胞,培養骨芽細胞に対する PO と OG の効果について検討し,以下の結果を得た。 

1. PO,OG摂取マウスの血中骨代謝マーカーであるCa濃度やTRAP活性に差は認めなかった。 

2. PO,OG 摂取マウスの長管骨は Control 群に比較して骨密度や骨梁の増加を認めた。３点

折り曲げ試験ではControl群に比較してPOとOGの両方で最大破断点,破断エネルギーの改

善を認めた。 

3. C57BL/6J マウス歯槽骨はエックス線画像上で Normal 群に比べて Control 群で前臼歯根

分岐部域の透過性の亢進や石灰化度の低下,脱灰切片上で骨梁の菲薄化を認めた。PO と OG

はそれらを改善した。 

4. C57BL/6J マウス大腿骨骨髄細胞における DNA マイクロアレー解析で POは Htr2b の発現

を促進した。PO と OG は Fgf2 や Msx1,Has3 の発現を促進したが,Vdr, Rankl を抑制した。

OG はさらに Esr1, Rank, Bmp2, Ctsk を抑制した。 

5. ddY マウス骨髄細胞を用いた破骨細胞形成系で PO は TRAP 陽性多核細胞数と破骨細胞面

積を増加させた。しかし,OG はそれらを減少させた。 

6.マウス骨芽細胞株MC3T3-E1細胞において,POと OGは MC3T3-E1の ALP活性と石灰化結節

の面積/石灰化結節の数を増加させた。 

以上の結果から,コラーゲンジペプチドである PO は破骨細胞,骨芽細胞の分化促進作

用,OG は破骨細胞の分化抑制作用と骨芽細胞分化促進作用によって骨代謝を調節し,骨組
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織の維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
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Figure Legends 

Fig 1. Effect of oral administration with Pro-Hyp(PO), Hyp-Gly(OG) on bone metabolism 

markers in mice. Mice were fed with normal diet(normal) or Pi excess diet containing 

none(control) or 0.3 % Pro-Hyp(PO)or 0.3 % Hyp-Gly(OG) for 3 weeks. Thereafter, the 

venous blood was collected and measured serum Ca concentration(a), serum P 

concentration(b), serum biochemistry ALP activity(c), serum TRAP activity(d), serum 

PTH concentration(e). Each bar is presented as the means ± SD for each group of five 

mices.*p<0.05 (vs Normal) using Student’s t-test. 

 

Fig 2. Effect of Pro-Hyp(PO)and Hyp-Gly(OG) on mouse femoval bone density.  

Mice were fed and treated as described in Fig 1,and the bone density of the  

selected slice specimens( spongy BMD 80 slices line chart(a), subchondral bone(17 

slice)(b), primary spongy bone(25 slice)(c), secondary spongy bone(37 slice)(d)) 

were measured by use of peripheral quantitative computed tomography. Each bar is 

presented as the means ± SD for each group of four mices.*p<0.05 (vs Normal) using 

Student’s t-test. 

 

Fig 3. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on cortical bone density in the mouse 

femoral bone. Mice were fed with diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) or 0.3 % 

Hyp-Gly(OG) for 3 weeks. Thereafter, their femoral bones were collected and sliced. 
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Then, the each cortical bone density of the selected slice specimens( cortical BMD 

80 slices line chart (a), subchondral bone (17 slice) (b), epiphyseal cortical bone 

(25 slice) (c), shaft cortical bone (37 slice) (d)) were measured by use of 

quantitative computed tomography. Each bar is presented as the means ± SD for each 

group of four mices.*p<0.05 (vs Normal) using Student’s t-test. 

 

Fig 4. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on bone strength in the mouse femoral 

bone. Mice were fed with diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) or 0.3 % Hyp-Gly(OG) 

for 3 weeks. Thereafter, their femoral bones were collected, and then, the bone 

strengths peak point(a), yield energy(b) were measured by use of performance 

evaluation test device. Mice were fed with diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) 

or 0.3% Hyp-Gly(OG) for 3 weeks. Each bar is presented as the means ± SD for each 

group of four mices.*p<0.05 (vs Normal) using Student’s t-test. 

 

Fig 5. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on mouse trabecular bone structure. 

Mice were fed with diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) or 0.3 % Hyp-Gly(OG) 

for 3 weeks. Thereafter, the tibial bones were collected, and then, these bones were 

fixed, dried, and examined the three-dimensional images by benchtop μ-CT scanner. 

Photographs representative of the typical results found for each group (n=5) are 

shown. 
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Fig 6. Histological findings of the proximal tibias on the Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) 

treated phosphorus-induced bone loss mice. 

Mice were fed diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) or 0.3 % Hyp-Gly(OG) for 3 

weeks. Thereafter, the tibial bones were collected, created a paraffin section, and 

stained by Hematoxilin-Eosin. Photographs representative of the typical results 

found for each group (n=5) are shown. 

 

Fig 7. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on calcification of jawbone in the 

phosphorus-induced bone loss mice. Mice were fed diets containing either 0.3 % 

Pro-Hyp(PO) or 0.3 % Hyp-Gly(OG) for 3 weeks. Thereafter, the jawbones were collected, 

and then, these bones were fixed, dried, and analised by soft X-ray imaging. Premolar 

root bifurcation area shown by a dotted line in an X-ray image of the mouse jawbone 

(a). The graph was made inside the dotted line based on numerical values obtained 

using Image J (b). Photographs representative of typical results for each group (n=5) 

are shown. 

 

Fig 8. Effects of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on mouse jawbone structure. 

Mice were fed diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) or 0.3 % Hyp-Gly(OG) for 3 

weeks. Thereafter, the jawbones were collected, and then, these bones were fixed, 

dried, and examined three-dimensional trabecular bone structure imagings by benchtop 
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μ-CT scanner. Photographs representative of the typical results for each group (n=5) 

are shown. 

 

Fig 9. Histological evaluation of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on mouse jawbone 

structure. Mice were fed diets containing either 0.3 % Pro-Hyp(PO) or 0.3 % 

Hyp-Gly(OG) for 3 weeks. Thereafter, their jawbone were collected, created a parafin 

section, and stained by Hematoxilin-Eosin. The specimens were observed by optical 

microscope. Photographs representative of the typical results for each group (n=3) 

are shown. 

 

Fig 10. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on the number of multinuclear 

TRAP-positive osteoclast. Bone marrow cells  were first pre-treated with RANKL(10 

ng/mL) for the indicated hours, and then treated without or with 1 mM Pro-Hyp(PO) 

or Hyp-Gly(OG) until 84 h after the start of RANKL addition. The cells were fixed 

and stained. TRAP positive multinucleated cells were counted under optical microscope. 

The deta were expressed the number of osteoclast(a), mesh of osteoclast and(b), and 

microscopical image of osteoclasts(c). 

 

Fig 11. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on the growth and ALP activity of 

MC3T3-E1 cells. Cells were treated for 3 days without or with 0.1 mM Pro-Hyp(PO) or 
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Hyp-Gly(OG), and then viable cell number were accessed by cell cunting kit(a). ALP 

stain(b) and microscope image of the ALP stain(c) were performed according to the 

materials and methods. 

 

Fig 12. Effect of Pro-Hyp(PO) and Hyp-Gly(OG) on the calcification activity of 

MC3T3-E1.The cells were treated with on without either 0.01 mM Pro-Hyp(PO) or 

Hyp-Gly(OG) for 14 days, and Von Kossa stain(a) and microscope image of the Von Kossa 

stain(b) were performed according to the materials and methods. 

 



    Normal Control    PO        OG  
Casein15% 15.00 15.00 15.00 15.00 
Gluten5% 5.00 5.00 4.70 4.70 
Lard 5.83 5.83 5.83 5.83 
Corn oil 1.17 1.17 1.17 1.17 
AIN-93G Mineral mix 3.50 3.50 3.50 3.50 
AIN-93 Vitamin mix 1.00 1.00 1.00 1.00 
Sucrose 10.00 10.00 10.00 10.00 
Cornstarch 53.20 47.30 47.30 47.30 
Cellulose 5.00 5.00 5.00 5.00 
L-Cystine 0.30 0.30 0.30 0.30 
KH2PO4  － 5.90 5.90 5.90 
Pro-Hyp (PO)  － － 0.30 － 
Hyp-Gly (OG)  － － － 0.30 
Amount of the total phosphorus 

Pi 0.15 1.5 1.5 1.5 

Table 1. Composition of the experimental diets  

g / 100g 

関 勇哉 天 

地 



    Normal Control PO OG 

Body weight（g）           

Initial 25.6±0.4 25.4±0.5 25.3±0.5 25.2±0.6 
Final 27.2±2.0 24.7±1.0 24.4±1.0 24.5±0.9 

Table 2. Effect of Pro-Hyp, Hyp-Gly  on initial and final body weight in mice 
  

Data are expressed as means±SD（n=5）. *p＜0.05 

* * * 

関 勇哉 天 

地 



Table 3. Differentially regulated genes by Pro-Hyp and Hyp-Gly in mice 

Fold change 

Synbol Name      C/N     PO/C     OG/C 

Vdr vitamin D receptor 2.2 0.7 0.3 

Runkl receptor activator of nuclear factor-k B ligand 1.7 0.7 0.5 

Esr1 estrogen receptor 1 1.6 0.8 0.7 

Runk receptor activator of nuclear factor-k B  1.9 0.8 0.3 

Bmp2 bone morphogenetic protein 2 2.0 0.8 0.3 

Ctsk cathepsin K 3.1 0.8 0.3 

Fgf2 fibroblast growth factor 2 0.2 4.1 9.1 

Has3 hyaluronan synthase 3 0.2 2.3 2.3 

Msx1 homeo box, msh-like 1 0.7 2.8 4.0 

Htr2b 5-hydroxytryptamine(serotonin)receptor 2B 0.6 1.8 0.9 
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