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研究成果の概要（和文）：本研究課題を通じて、四肢への荷重増減下での骨芽細胞による骨形成と破骨細胞によ
る骨吸収の動態と相互連関を明らかにしてきた。非荷重状態では、破骨細胞による骨吸収が亢進し、骨芽細胞に
よる骨形成は抑制され、骨吸収と骨形成はアンカップリングな状態となっている。今回の研究から、非荷重状態
では破骨細胞におけるカルシトニン受容体の発現が亢進しその受容体を介したシグナルが、また、荷重負荷状態
やアルデヒド脱水素酵素遺伝子欠損状態では骨芽細胞と骨細胞における副甲状ホルモン受容体の発現が亢進しそ
の受容体を介したシグナルが、骨代謝調節において重要であることが示された。

研究成果の概要（英文）：This investigation revealed that skeletal loading or unloading induced 
un-coupling of bone formation and 
bone resorption. Under the unloading condition, osteoclasts were activated and calcitonin receptors 
were highly expressed in osteoclasts, while under the loading condition or disruption of aldehyde 
dehydrogenase 2 gene, osteoblasts were activated and parathyroid hormone receptors were highly 
expressed in osteoblasts and osteocytes. Our studies demonstrated that signal through calcitonin 
receptor in osteoclasts under the unloading condition and signal through parathyroid hormone 
receptor in osteoblasts and osteocytes under the loading condition were important for regulatory 
mechanism for bone adaption of mechanical alteration.

研究分野： 整形外科

キーワード： メカニカルストレス　カルシトニン　副甲状腺ホルモン　海綿骨　皮質骨　アルデヒド脱水素酵素　マ
ウス　骨形態計測

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長期間の臥床や宇宙空間での滞在などの非荷重環境や運動などの荷重環境では、骨芽細胞による骨形成と破骨細
胞による骨吸収は連動せずに、個別の変化を示す。本研究課題ではその病態を解明した。非荷重状態では破骨細
胞におけるカルシトニン受容体の発現が亢進しその受容体を介したシグナルが、また、荷重負荷状態やアルデヒ
ド脱水素酵素遺伝子欠損状態では骨芽細胞と骨細胞における副甲状ホルモン受容体の発現が亢進しその受容体を
介したシグナルが、それぞれ重要である。これらの受容体を介したシグナルを調節することで、非荷重による骨
量減少を抑制し、荷重による骨量増加を促進することをさらに効率的にできる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収がバランスよく維持されることにより生体内

の骨量は一定に保たれている。しかし実際、生体は一定の環境ではなく常にメカニカルストレ

スに曝されている。マウスの四肢に荷重を負荷すると、骨芽細胞分化は促進され、破骨細胞分

化は一過性に抑制される。一方、四肢を不動化すると、骨芽細胞分化は持続的に抑制され、破

骨細胞分化は一過性に促進される。このように、実際の生体内では、骨芽細胞による骨形成と

破骨細胞による骨吸収とが連動せずに uncoupling な状態を生じている。メカニカルストレの増

減による骨の細胞分化の制御機構について、細胞レベルと分子レベルでは未だ不明な点が多い。 

 我々は、生理的なメカニカルストレスにより未分化間葉系幹細胞は骨芽細胞への分化が促進 

され、脂肪細胞への分化が抑制されることを報告した。また、この骨芽細胞分化には血管内皮

細胞を介した調節機構が存在することを明らかにしてきた。一方、破骨細胞分化に関しては、

近年、骨の蛍光生体イメージングの手法により、破骨前駆細胞が全身循環を通じて骨表面で成

熟破骨細胞になるメカニズムが解明されてきた（文献①）。循環している破骨前駆細胞が RANKL

（receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand）により骨表面で成熟破骨細胞にな

ること、スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）とその受容体であるスフィンゴシン-1-リン酸受容体

1（S1PR1）が結合すると破骨前駆細胞の遊走にアクセルをかけて骨表面に留まらないようにす

ること、逆に S1P とその受容体であるスフィンゴシン-1-リン酸受容体 2（S1PR2）が結合する

と遊走にブレーキをかけて破骨細胞分化を促進し、骨吸収を活性化させることが明らかとなっ

た（文献②）。破骨細胞にはプロトンポンプを出して活発に骨吸収を行っている破骨細胞（bone 

absorbing osteoclast）と骨吸収を行っていない破骨細胞（non-absorbing osteoclast）があ

ることがわかった。骨吸収を行っていない破骨細胞の存在意義は未だ不明であるが、骨芽細胞

とのコミュニケーションに重要な役割があるのではないかと注目されている。 

 この領域の研究はわが国が世界をリードしている。我々の今までの研究成果および現状のよ

うな研究動向をもとに、メカニカルストレス増減下で、骨芽細胞と破骨細胞の細胞間コミュニ

ケーション分子の役割を解析することにより、生体の荷重応答をバランス良く制御するための

分子基盤を確立することが求められている。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、メカニカルストレスが骨芽細胞と破骨細胞の分化および機能のバランス（骨

リモデリング）を制御する分子メカニズムを明らかにすることである。特に、①骨芽細胞の分

化過程、②破骨細胞の分化過程、③成熟した骨芽細胞－破骨細胞の相互作用、におけるメカニ

カルストレスによる制御機構を解明する。非荷重あるいは荷重負荷したマウスの脛骨骨髄にお

ける骨芽細胞と破骨細胞の分化関連遺伝子および蛋白の発現・局在を同定するとともに、

commitment された骨芽細胞と破骨細胞の細胞間コミュニケーション分子の役割を解析する。研

究結果から、骨に存在する細胞の分化過程と細胞間の連関において、メカニカルストレスがど

のように作用するかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 非荷重環境における破骨細胞の分化と機能の解析 

 カルシトニンは、破骨細胞や破骨前駆細胞のカルシトニン受容体を介して、骨吸収抑制作用

を示すことが報告されている。本研究においては、尾部懸垂による非荷重モデルマウス（Sakai 

A, et al. J Bone Miner Res 17, 2002）を用いて、破骨細胞の分化と機能に対してカルシトニ



ンの誘導体であるエルカトニン（EL；旭化成ファーマ、東京）が与える影響を明らかにした。 

 7 週齢、雄性 C57BL/6J マウスの尾部懸垂を 7日間行い、EL 20 U/kg BW を 3日毎に皮下投与

した。屠殺後の眼球採血にて血漿 tartrate-resistant acid phosphatase -5b（TRACP-5b）、P1NP、

pQCT 法により右大腿骨の海綿骨の骨密度を測定した。左脛骨は非脱灰標本による二次海綿骨領

域の骨形態計測（BV/TV、MAR、BFR/BS）、右脛骨のパラフィン標本は TRACP 染色して破骨細胞

（Oc.S/BS、Oc.N/BS）と単核の TRACP 陽性細胞である前破骨細胞（pre-osteoclast）数（N.POCs/BS）

を評価した。左大腿骨は骨髄細胞から mRNA を抽出して RT-PCR を行った。具体的には、Calcr

（カルシトニン受容体）、NFATc1、Cathepsin K、ATP6V0D2、S1P（スフィンゴシン-1-リン酸）

の mRNA を測定した。また、両大腿・脛骨の骨髄細胞中の Calcr 発現量をフローサイトメトリー

により解析した。 

 

(2) 荷重環境における骨芽細胞の分化と機能の解析：アルデヒド脱水素酵素 2遺伝子欠損マウ

スを用いた研究 

 Aldehyde dehydrogenase 2（Aldh2）はアルコールの代謝によって生じるアセトアルデヒドを

酢酸に分解する主な代謝酵素で、Aldh2 欠損と骨粗鬆症の関連が指摘されている。Aldh2 遺伝子

欠損マウスでは early growth period(4〜8 週齢)において大腿骨横径成長が抑制され、大腿骨

横断面積が小さい形態を示すことを報告した (Tsuchiya T, Sakai A, et.al. Bone, 2013)。そ

のメカニズムとして、力学刺激に対する anabolic response の低下が示唆された。本研究にお

いては、荷重環境における骨代謝動態と Aldh2 遺伝子の関連性を明らかにした。 

 運動負荷は自発的クライミング運動モデル（Mori T, Sakai A, et al. J Bone Miner Res 18, 

2003）を用いた。このモデルは、我々が開発した荷重負荷モデルで、高さ 1メートルのクライ

ミングケージで飼育を行い、ケージ頂上の水を飲むために登ることで自発的に抗重力運動を行

うものである。対照は、尾部を懸垂しない通常のケージで同期間飼育したマウスとした。 

 4 週齢、雄性 Aldh2 遺伝子欠損マウス（Aldh2KO）と wild タイプマウス（Wild）にクライミ

ング運動負荷を行った群（Aldh2KO/EX 群、Wild/EX 群）と対照のグラウンドコントロール群

（Aldh2KO/GC 群、Wild/GC 群）の 4群の比較を行った。開始 28 日目に右大腿骨の DXA による骨

密度測定、pQCT による骨量測定を行い、右脛骨は骨形態計測による評価を行った。また開始 4

日目、7日目の左大腿骨および脛骨の骨髄細胞から mRNA を採取し、RT-PCR で解析を行った。 

 

(3) 非荷重環境における骨細胞と骨芽細胞の分化と機能の解析：アルデヒド脱水素酵素 2遺伝

子欠損マウスを用いた研究 

 8 週齢、雄性 Aldh2KO マウス（KO）と野生型マウス（WT）に 1 週間尾部懸垂（TS）を行なっ

た群（KOTS、WTTS）と対照のグラウンドコントロール群（KOGC、WTGC）の 4 群に対して、DXA

による骨密度測定（大腿骨、腰椎）、pQCT による解析（大腿骨）、骨形態計測（大腿骨骨幹部皮

質骨、脛骨近位部海綿骨）、骨代謝マーカー、皮質骨 mRNA、皮質骨免疫組織染色による解析を

行った。 

 

(4) 卵巣摘除による骨粗鬆症モデルマウスに anabolic agent を投与した研究 

 動物は aldehyde dehydrogenase 2 遺伝子欠損（Aldh2KO）マウスを用いた。前年度までに、

我々は、Aldh2KO マウスでは、野生型マウスと比べて骨形成能が高く、骨組織において副甲状

腺ホルモン受容体（PTHR）の発現が高いことを明らかにしてきた。卵巣摘除（OVX）により破骨

細胞が活性化した骨粗鬆症モデルを用いて、Aldh2 欠損マウスに対する副甲状腺ホルモン（PTH）



間欠投与の効果を明らかにした。 

 8 週齢、雌性 Aldh2 KO マウスと野生型（WT：C57BL6J）マウスに OVX を行い、PTH 投与群、Vehcle

投与群の 2群に分けた。14週齢より 4週間にわたって、PTH または Vehcle を 40μg/kg/日、週

5回、間欠的に皮下投与した。屠殺後に DXA による骨密度測定及び microCT(大腿骨)、骨代謝マ

ーカーの計測、骨形態計測(大腿骨骨幹部皮質骨、脛骨近位部海綿骨)、RT-PCR(皮質骨 mRNA)、

大腿骨皮質骨免疫染色を行い、野生型マウスと比較検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 非荷重環境における破骨細胞の分化と機能の解析 

 通常の非尾部懸垂群（GC）に対して、尾部懸垂群（TS）は 1日目にカルシトニン受容体（Calcr）

の mRNA 発現の増加、TS 4 日目に Calcr 陽性細胞数の増加を示した。尾部懸垂（TS） + EL 投与

群（TSEL）の BV/TV や pQCT 法による海綿骨の骨密度は、尾部懸垂（TS） + vehicle 投与群（TSveh）

に対して有意に高値であり、非尾部懸垂（GC） + EL 投与群（GCEL）または非尾部懸垂（GC） + 

vehicle 投与群（GCveh）と同等であった。TSveh に対し TSEL では Oc.S/BS、Oc.N/BS、TRACP-5b

が有意に低値であり、TSEL4 日目に NFATc1、Cathepsin K、ATP6V0D2 の mRNA 発現の低下を認め

た。N.POC/BS は TSEL で有意に高値であった。MAR、BFR/BS 、P1NP は TSveh と TSEL の両群間で

有意差はなく、TSEL7 日目にスフィンゴシン-1-リン酸（S1P）の上昇を認めた。 

 これらのことから、尾部懸垂マウスでは、後肢骨髄細胞中の Calcr の発現が亢進することに

より、ELの骨吸収抑制作用を増強し、非荷重による骨量減少を防止することが明らかとなった。

その骨吸収抑制の機序として、EL は前破骨細胞の細胞癒合を抑制し成熟した破骨細胞数を減少

させていることが示唆された。 

 

(2) 荷重環境における骨芽細胞の分化と機能の解析：アルデヒド脱水素酵素 2遺伝子欠損マウ

スを用いた研究 

 実験開始後 28 日目の時点で、各群間に体重は有意差を認めなかった。pQCT の解析では、大

腿骨遠位海綿骨の骨量は、Wild/EX 群では有意に増加したが、Aldh2KO/EX 群では有意差な増加

は認めなかった。脛骨近位における骨形態計測においても二次海綿骨の骨量（BV/TV）は、Wild/EX

群では有意に増加したが、Aldh2KO/EX 群では有意差な増加は認めなかった。骨髄細胞を用いた

RT-PCR による mRNA の解析では、Wild/EX 群は実験開始後 4日目で collagen type 1 が上昇し、

4日目、7日目で p21 が減少したが、Aldh2KO/EX 群では、いずれの mRNA 発現にも有意差は認め

なかった。7 日目の初代骨髄細胞培養では、WT マウスに認められる骨分化能の亢進が Aldh2KO

マウスでは認めなかった。7日目の骨髄細胞において、WTマウスではクライミング運動によっ

て細胞周期調整を担う p21 mRNA およびタンパク発現が低下し、細胞周期解析で S期の割合が増

加したが、Aldh2KO マウスではそのような変化は認めなかった。 

 これらのことから、成長期の Aldh2 遺伝子欠損マウスは、野生型マウスで認める荷重運動に

よる海綿骨の骨量増加を認めなかった。この機序として、Aldh2 遺伝子欠損マウスは、力学負

荷による骨髄細胞の p21 mRNA およびタンパクの発現低下を起こさず、骨に対する anabolic 

response が低下することが示唆された。 

 

(3) 非荷重環境における骨細胞と骨芽細胞の分化と機能の解析：アルデヒド脱水素酵素 2遺伝

子欠損マウスを用いた研究 

 DXA で測定した大腿骨骨密度は、WTTS と WTGC の間で有意差がなく、KOTS は KOGC に対し骨密



度が低下していた。一方、腰椎骨密度はいずれも骨密度低下は認めなかった。pQCT による大腿

骨骨幹部の解析では、WTTS と WTGC の間では皮質骨の骨密度に差はなかったが、KOTS は KOGC

に対して皮質骨骨密度が低下していた。さらに、横断面の形態解析では皮質骨断面積および皮

質骨幅が低下していた。大腿骨骨幹部皮質骨の骨形態計測の結果では、KOTS は KOGC に対して

内骨膜面および外骨膜面の骨形成パラメーターが低下していた。脛骨近位部二次海綿の骨形態

計測の結果では、WTTS と WTGC の間で骨形成パラメーターに有意差はなく、骨吸収パラメータ

ー値の上昇を認めたが、KOTS は KOGC に対して骨形成パラメーター値の低下を認める一方、骨

吸収パラメーターの上昇は認めなかった。骨代謝マーカーは、KOTSはKOGCに対してosteocalcin

が低下し、CTXに有意差はなかった。大腿骨皮質骨のmRNA解析では、KOTSはKOGCに対しcollagen 

type 1、osteopontin、osteocalcin、PTH receptor などの骨形成系シグナルの mRNA 発現の低

下を認めた。皮質骨を免疫染色した結果、PTH 受容体陽性の骨細胞数は、KOTS で KOGC に対して

有意な減少を認めた。 

 これらのことから、Aldh2KO マウスは非荷重環境下で骨形成低下による海綿骨および皮質骨

の骨量減少を認めた。この皮質骨への作用は、骨細胞の PTH 受容体発現低下との関連が示唆さ

れた。 

 

(4) 卵巣摘除による骨粗鬆症モデルマウスに anabolic agent を投与した研究 

 microCT の結果では、KO群でのみ PTH 投与により骨量、骨梁数、骨連結度の増加、皮質骨幅

の有意な増加を認めた。海綿骨領域の骨形態計測では、KO群は PTH 投与による骨量、骨梁数の

増加、骨石灰化速度の亢進を認め、皮質骨でも同様に、KO群でのみ骨石灰化速度の亢進を認め

た。また、RT-PCR にて、KO 群でのみ PTH 投与により PTHR 発現亢進と p21 発現低下を認めた。

免疫染色では KO群は WT群と比較し PTHR 陽性骨細胞数が多い傾向だった。 

 破骨細胞が活性化した骨粗鬆症モデルにおいて、Aldh2KO マウスは、野生型に比べ、PTH 間欠

的投与により骨芽細胞分化と骨石灰化が促進し、骨量増加効果が増強した。その機序として骨

組織における PTHR 発現亢進と p21 発現低下が関与していることが示された。 

 

 非荷重環境や荷重環境では、骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収は連動せずに、

個別の変化を示すが、本研究課題を通してこれらの病態を解明した。非荷重状態では破骨細胞

におけるカルシトニン受容体の発現が亢進しその受容体を介したシグナルが、また、荷重負荷

状態やアルデヒド脱水素酵素 2遺伝子欠損状態では骨芽細胞と骨細胞における副甲状ホルモン

受容体の発現が亢進しその受容体を介したシグナルが、それぞれ骨代謝において重要な分子シ

グナルであることが明らかとなった。これらの受容体を介したシグナルを調節することで、非

荷重による骨量減少を抑制し、荷重による骨量増加を促進することをさらに効率的にできる可

能性がある。 
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塚本学、酒井昭典

 ４．発行年

 ４．発行年

 ４．発行年

 ４．発行年

 １．著者名

 １．著者名

 １．著者名

 １．著者名

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ３．書名

TEXT　整形外科学　改訂5版

高齢者上肢骨折に対する手術

今日の治療指針　2017年版［デスク判］

ファーマナビゲーター　抗RANKL抗体編

 ３．書名

 ３．書名

 ３．書名



2016年

2016年

2015年

2016年

〔産業財産権〕

（株）メディカルレビュー社

383（60-68）

414（160-163）

211（99-102）

435（168-174）
 ２．出版社

（株）医薬ジャーナル社

寺田国際事務所/先端医療技術研究所

医薬ジャーナル社

塚本学、酒井昭典

 ２．出版社

 ２．出版社

 ２．出版社

 ４．発行年

酒井昭典

酒井昭典

酒井昭典
 １．著者名

 １．著者名

 ４．発行年

 ４．発行年

 ４．発行年

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 １．著者名

 １．著者名

骨粗鬆症診療ハンドブック　改訂第6版

臨床医とコメディカルのための最新リハビリテーション

「骨」を知る53の質問

ファーマナビゲーター　抗RANKL抗体編

 ５．総ページ数

 ３．書名

 ３．書名

 ３．書名

 ３．書名



〔その他〕

６．研究組織

産業医科大学整形外科学教室ホームページ ＞ 研究活動 
http://www.uoeh-seikei.com/html/kenkyu/kenkyu.html 

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考


