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研究成果の概要（和文）：　本研究で、メカニカルストレス影響下において、骨芽細胞と共培養された線維芽細
胞は６つのIGFBPサブタイプの発現を経時的に変化させることで、骨芽細胞の骨代謝を制御している可能性を示
した。これは骨微小環境に存在する線維芽細胞がIGFBPsを介して骨代謝制御に関与している可能性を示唆する。
　これは線維芽細胞を主体とした骨微小環境による未知の骨代謝制御機構の存在を示唆する結果であり、新しい
骨吸収性疾患治療への応用に繋がる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Ths research showed the fibroblasts under effect of the mechanical stress 
control bone metabolism of the co-cultured osteoblasts by changing a production of IGFBPs over time.
The fibroblasts constituting bone microenvironment would control bone metabolism via IGFBPs.
The result indicats that unknown control mechanism by the bone microenvironment mainly composed of 
fibroblasts would be presented.
 

研究分野： 骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果は、線維芽細胞が作る骨微小環境が骨代謝制御に関与しており、その制御機能の重要な遺伝子が
IGFBPであることをはじめて示した。
　これは、骨粗鬆症をはじめとする骨吸収性疾患に対する新しい治療法に応用できる知見である。超高齢社会と
なり骨吸収性疾患の罹患率や影響が増大するなかで、社会的意義は大きいと考えられ、さらなる研究を進める必
要がある。

※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 
骨は、加わるメカニカルストレスに応じて形成・吸収を繰り返し、周囲環境に適した強度・形

態へと改造される。骨代謝制御の破綻は、骨粗鬆症や歯槽骨萎縮による歯の喪失などの骨吸収性
疾患へと繋がる。これらの疾患は健康寿命を短くし、超高齢社会である我が国では深刻な問題で
ある。しかし、骨吸収性疾患の治療や骨再生療法は選択肢が少なく、効果も限定的であり、従来
とは異なる新しい骨吸収性疾患治療法や骨再生療法の開発が必要である。 
申請者のこれまでの先行研究の結果から、線維芽細胞が骨周囲細胞として骨微小環境を形成

し、骨微小環境がメカニカルストレスなどを感知し、対応するシグナルを骨芽細胞に伝達する役
割を担っており、線維芽細胞が起点となる骨代謝制御機構が存在する、という着想に至った（Ito 
R, et al. Biomed Res35:69-79,2014. Ito R, et al. Oral Science in Japan:3-6,2014）。 
これまで着目されていなかった線維芽細胞を起点とした骨代謝制御機構の解明と骨吸収性疾

患治療への応用をすることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、メカニカルストレス応答性骨代謝における線維芽細胞を起点とする骨代謝

制御機構を解明することである。そのために、線維芽細胞と骨芽細胞を共培養し、メカニカルス
トレスとして伸展刺激を加え、経時的な遺伝子発現を分析した。その結果をもとに、線維芽細胞
を起点とした骨代謝制御機構で重要な役割を担う遺伝子（signature gene）を同定し、骨代謝疾患
治療および骨再生医療への応用の可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
骨芽細胞との非接触共培養下での、線維芽細胞への力学的刺激と解析 
線維芽細胞をフィブロネクチンコーティングしたシリコンチャンバー上に播種し、トラ

ンスウェルで骨芽細胞と非接触共培養した。細胞機械的刺激装置（スカラテック社 NS-300
および NS-10）を用いて、非接触共培養した状態で、線維芽細胞のみに持続的一軸方向刺激
を負荷した（伸展/収縮率 2~10%, 2~48h）。刺激した線維芽細胞と骨芽細胞の遺伝子発現をマ
イクロアレイで分析し、大きく変動していた骨代謝関連遺伝子について、リアルタイム PCR
で刺激時間を変更して経時的な発現変化を解析した。 
 
 
４．研究成果 
共培養伸展刺激した線維芽細胞と骨芽細胞をマイクロアレイで解析し、骨代謝に関連する遺

伝子を抽出した。線維芽細胞では Insulin-like growth factor binding proteins (IGFBP1-6) の発現が亢
進していた。共培養した骨芽細胞では BMP、RUNX2、OSX、WNT3A 、IGF の骨芽細胞分化因
子の発現が亢進し、RANKL や OPG は抑制された。さらに、IGFBPs は IGF に結合し、その作用
を調節するとされ、マイクロアレイ解析で大きく発現変動していた（Table1）。 
マイクロアレイで抽出したこれらの遺伝子の経時的発現変動解析するため、刺激時間を変更

しリアルタイム PCR で 解析した。骨芽細胞においては、BMP2 は刺激後 6 時間とかなり早い段
階で発現亢進のピークが出現し、 BMP4 と WNT3A は刺激後 12 時間と比較的早期に発現亢進
のピークが出現した(Fig1)。 

 
 

 
 

  

 

Table 1. Gene expression changes analyzed by microarray 

 



RUNX2, オステリクス、IGF2 はいずれも刺激後 24 時間に発現亢進のピークが出現し、IGF1
はやや遅れて刺激後 36 時間でピークが出現した (Fig2)。骨基質となる 1 型コラーゲンとオステ
オカルシンは刺激後 48 時間に、 石灰化の指標となる ALP は刺激後 36 時間にピークが出現し、
骨芽細胞分化に続発して骨形成と石灰化が活性化されていくものと考えられた(Fig3)。一方で
RANKL, オステオプロテグリンなどの破骨細胞関連遺伝子は刺激後 48時間後にピークが出現し
た。破骨細胞関連遺伝子は骨芽細胞分化に関連する遺伝子よりかなり遅れて活性化した(Fig4)。 

 

 
線維芽細胞においては、伸展刺激による IGFBPs の変

動は、骨代謝に促進的に働く IGFBPs3,5 と抑制的に働
く IGFBP6 は刺激後 36～48 時間にピークが出現した。
IGFBP4 は刺激後 12 時間にピークが出現した (Fig5,6)。
共培養した骨芽細胞の ALP 活性を分析したところ、
ALP は一旦抑制されたのちに上昇し、その ALP の上昇
と IGFBP3,5,6 の上昇は同期し、 ALP の低下と
IGFBP1,2,4 の上昇は同期していた。この結果から、線
維芽細胞が骨周囲細胞として骨芽細胞に影響を及ぼし
ており、骨微小環境を形成する主な細胞が線維芽細胞
であることが示唆された。さらに、IGFBPs は骨微小環
境調節の中心的因子であり、さらに 6 つのサブタイプ
がそれぞれ異なった機能を果たし、骨代謝の促進から
抑制まで制御している可能性が示された。 IGFBPs は
それぞれのサブタイプごとに異なった機能を持ち、そ
れぞれ異なるタイミングで発現が亢進し、骨代謝に関
与していると考えられた。 
  

 

 

 



＜考察＞ 
共培養した線維芽細胞と骨芽細胞への伸展刺激により、骨芽細胞において刺激後 6 時間から

12 時間では BMP, WNT などの骨芽細胞分化過程の初期に働く遺伝子が活性化され、刺激 24 時
間から 36 時間には RUNX2, OSX, IGF などの骨芽細胞分化過程の後期に働く遺伝子が活性化さ
れた。さらに刺激後 36 時間から 48 時間には、骨リモデリングの逆転期(reversal period)に関連す
る遺伝子である RANKL, オステオプロテグリンが活性化した。これらの変化は間葉系幹細胞が
骨芽細胞に分化し骨形成され、逆転期に破骨細胞が活性化され骨吸収される骨リモデリングの
各過程で必要とされる因子と一致していた。 
また、骨芽細胞では IGF の発現亢進も誘導された。IGF は骨芽細胞の機能を強調する一方、最

終的には局所濃度が一定まで高まることにより破骨細胞分化へと誘導することが知られ、骨リ
モデリング過程のカップリング因子としての可能性が示唆されている。しかしＩＧＦの局在と
調節機構は不明な点が多く、IGFBPs が関与している可能性が示唆されているが詳細は解明され
ていない。 
本研究では骨芽細胞と共培養し伸展刺激した線維芽細胞において IGFBP3，4，5，6 の発現が

変動していた。IGFBP3，5 は IGF と複合体を形成し IGF の局所濃度を維持することで IGF に促
進的に働くとされる。本研究では IGFBP3,5 の発現は IGF1，2 の発現よりも少し遅れて亢進して
いた。これは IGF の局所濃度の維持のために発現が亢進しているのかもしれない。IGFBP4 は
IGFBP5 と対照的な働きを持ち、IGF に結合しその作用を阻害することで骨芽細胞分化を抑制す
る。本研究では IGFBP4 は IGFBP5 よりも早期に発現が亢進していた。IGF は骨リモデリングの
骨形成期(formation period)、逆転期(reversal period)、骨吸収期(resorption period)のそれぞれの代謝
制御を担っている。IGFBP4 は IFG による骨形成期の早期に制御に関与し、そして IGFBP3,5 は
骨形成期の後期や逆転期の制御に関わっているのかもしれない。IGFBP6 は骨芽細胞の分化に抑
制的に働くとされているが、その詳細は明らかではない。骨芽細胞分化に促進的に働く IGFBP3,5
と抑制的に働く IGFBP6 の両方が活性化されることで、バランスを維持している可能性がある。 
IGFBPs はそれぞれのサブタイプごとに異なった機能を持ち、それぞれ異なるタイミングで発現
が亢進し、骨代謝に関与していると考えられる。IGFBPs が多様性に富んだ骨代謝制御機構を有
し、メカニカルストレスで誘導される骨代謝において IGFBPsは骨芽細胞の分化制御のみならず、
骨形成と骨吸収のバランスを制御している可能性が示唆される。今後 IGFBPs と骨代謝制御の関
連についてさらなる研究が必要と考えられた。 
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