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研究成果の概要（和文）：本研究では、BP製剤が骨細胞・骨芽細胞に与える組織的メカニズム、および、BP製剤
の骨細胞・骨基質に与える影響を糖尿病が増悪させる可能性について糖尿病モデルラットであるSDT fatty rat
を用いて組織化学的に解明することを目的とした。Stimulated emission depletion顕微鏡により、骨細管中の
アクチン線維の走行、骨細胞・骨細管系の３次元ネットワークの観察に成功した。また、糖尿病ラットでは低石
灰化を示すこと、骨細管においてDMP-1、OCN の強陽性を示すこと、骨髄内の血管増生が活発であることを確認
した。以上より、糖尿病は骨細胞や血管系に影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have examined if bisphosphonate would affect osteoblasts/osteocytes, and 
also if diabates mellitus would worsen the histological features of osteocytes and bone matrix using
 in SDT fatty rats mimicking diabates mellitus.  Stimulated emission depletion microscopy 
successfully visualized three dimensional structures of actin filaments within the cytoplasmic 
processes of osteocytes.  SDT fatty rats revealed broad un-mineralized bone matrix including many 
irregularly-arranged DMP-1-/OCN-immunopositive osteocytes, as well as many α
-SMA-positive/CD31-reactive blood vessels in the diaphyseal bone marrow.  Taken together, diabetes 
mellitus appears to influence the histological aspects of osteocytes and vascular endothelial cells.

研究分野：口腔外科
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１．研究開始当初の背景 

申請者は、今までビホスホネート製剤関連顎骨

壊死(BRONJ)の病理組織的機序を解明するた

めに、動物モデルに BP 製剤を連日投与し、骨

吸収のリバウンドの有無、骨芽細胞・骨細胞系

の活性状態、さらに、BRONJ の機序が、BP 製剤

の破骨細胞の抑制だけに起因するのか、あるい

は、破骨細胞を抑制することで、カップリングが

遮断し骨芽細胞・骨細胞まで影響が及ぶのか、

それとも BP 製剤が骨細胞・骨細管系に直接作

用する可能性があるのかを検索してきた。これま

での研究として、BP 製剤であるアレンドロネート

を連日投与し、その中止後には、骨量は維持さ

れたままであるが、骨芽細胞は ALP 陽性反応の

低下と細胞形態の扁平化を示すこと、また、骨

細胞は萎縮し骨小腔との間隙が拡大することを

観察している。さらにALNを外頸静脈より 1回投

与すると、骨芽細胞が抑制されるより前に、骨細

胞が萎縮することを確認している。 

また、BRONJ の全身的リスクファクターの一つ

として挙げられている糖尿病は、近年、骨質劣

化や骨密度の低下を引き起こし、糖尿病に起因

する骨粗鬆症が問題となるなど、骨へ大きな影

響があることが明らかとなってきている。糖尿病

は、コラーゲン線維の AGE 架橋構造の増加、基

質石灰化、さらには、腎疾患による血中ミネラル

バランスの異常などを引き起こすことが知られて

いる。このような影響は、全身骨だけでなく、顎

骨へも同様に及ぼすと考えられるため、糖尿病

は、BP 製剤で誘導される副作用を増悪させる可

能性がある。その機序として、糖尿病による血管

障害や易感染性、および AGE 架橋形成の誘導

があげられるが、申請者は、糖尿病の骨組織、

特に、骨細胞・骨芽細胞そして骨基質への直接

的作用もあると推察した。したがって今回、BP 製

剤の骨細胞への直接作用の可能性の検索、お

よび糖尿病が、BP 製剤の骨芽細胞・骨細胞へ

の影響を増悪化させるか否かについて解析を試

みた。 

２．研究の目的 

本研究では、BP 製剤が骨細胞・骨芽細胞に与

える細胞組織的メカニズム、および、BP 製剤の

骨細胞・骨基質に与える影響を糖尿病が増悪さ

せる可能性について組織化学的に解明すること

を目的とした。BP 製剤の作用として、破骨細胞

が標的細胞と考えられているが、骨リモデリング

においては、破骨細胞から骨芽細胞へのカップ

リングが作用することで骨芽細胞が活性を維持

していることが知られており、また、骨芽細胞と骨

細胞が相互に連結・連動し作用していることも考

えなければいけない。さらには、BP 製剤が細胞

内に取り込まれれば、破骨細胞以外の細胞、例

えば、マクロファージや筋線維も同様に抑制さ

れることが明らかにされているため、BP 製剤の

影響は、長期間において破骨細胞以外の細胞

にも影響を与えることを示唆する。したがって、

BP 製剤が及ぼす影響について臨床的にも意義

が大きいと考えられ本研究を開始した。 

 

３．研究の方法 

(1)骨細胞・骨細管系の組織化学的解析 

BP 製剤投与後における ALP、 sclerostin、

FGF23、E11,DMP1 など細胞マーカーを検索す

るだけでなく、骨細管中のアクチン線維の走行

について Stimulated emission depletion（STED）

顕微鏡を用いてさらに詳細に解析する一方、BP

製剤が骨細胞ネットワークの gap junctionに影響

を及ぼす可能性を in vivo で解明した。 

(2)高血糖状態が骨へ及ぼす影響についての組

織化学的解析 

糖尿病モデルラットである SDT (Spontaneously 

Diabetic Torii) fatty rat の顎骨および脛骨を用

いて骨細胞・骨芽細胞やその周囲の基質変化

についてμCT 撮影、組織化学、免疫組織化学

染 色 （ DMP-1 、 chondroitin-4-sulfate 、 OC 、

AGE）等を行い、糖尿病が骨に与える影響につ

いて検索した。 

 

４．研究成果 

(1) Stimulated emission depletion（STED）顕微鏡



による骨細管中のアクチン線維の走行の観察。

通常の骨細胞は多数の細胞突起を伸ばし、骨

細胞同士、さらに骨

表面に存在する骨

芽細胞と連結し、骨

細胞・骨細管系と呼

ばれる複雑なネット

ワークを形成してい

ることがわかった。 

(2) SDT fatty ラットの脛骨を用いた組織化学的

解析結果 

①H-E 染色およびμCT 観察 

HE 染色では、脛骨では、SDT fatty ラット群とコ

ントロール群に明らかな組織的相違を認めなか

ったが、µCTを用いて観察を行うとSDT fattyラッ

トの脛骨では、骨幹端骨梁の数や幅が著明に

低下していることが分かった。 

②骨芽細胞及び骨細胞に対する影響の検索 

骨芽細胞の局在を観察するために、ALP 染色を

行ったところALP陽性反応は、両群ともに明らか

な違いは認められなかった。また、DMP-1、

chondroitin-4-sulfate、OCN の免疫染色を行っ

たところ、いずれもDMP-1およびOCN は、SDT 

fatty ラット群の骨幹端の骨細胞の骨小腔でいず

れも強陽性を示す一方、骨細管における陽性反

応は減弱傾向を示した。 

③基質石灰化に関する検索 

von Kossa 染色を行い骨基質の石灰化を検索し

たところ、コントロール群では、生後 42 週齢と高

齢であっても、厚い類骨を示していたが、SDT 

fatty ラットでは、骨基質面上に細胞体の豊かな

活性型骨芽細胞が存在するだけでなく、その直

下に、広範囲に未石灰化領域が形成されており、

低石灰化を示すことが示唆された。 

④コラーゲン架橋および微小血管への影響に

ついて 

AGEの免疫染色を行ったところ、SDT fattyラット

群の外骨膜および骨髄内の細胞間隙の線維状

構造物において、AGE の陽性反応が増加する

ことが分かった。骨髄内でAGE陽性細胞が増加

していると骨組織の微小血管にも何等かの影響

を及ぼしている可能性を考

えた。また、糖尿病ラット群

の遠位骨幹端部において

多数のα-SMA 陽性細胞、

および、CD31 陽性血管内

皮細胞が存在することを確

認し、糖尿病により骨髄内

の血管増生が活発に行わ

れていることが分かった。 

(3) SDT fatty ラットの顎骨を用いた組織化学的

解析結果 

SDT fatty ラット下顎骨の HE 染色および µCT 観

察で、歯槽骨、特に根間中隔は、その高さが著

しく低下していた。 

TRAP 染色にて破骨細胞を検索すると、骨吸収

を受けたと思われる鋸歯状の歯槽骨表面に、多

数の TRAP 陽性破骨細胞を認めたが、一方で、

多数のALP陽性骨芽細胞が観察された。よって、

SDT fatty ラットの歯槽骨は著しい骨吸収を受け

たが、骨芽細胞の活性は維持されていると推察

された。 
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