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研究成果の概要（和文）：TRPV1およびTRPV4の二重ノックアウト（DKO）マウスにおける骨形態計測、初代骨髄
細胞培養を行い、DKOマウスの骨代謝動態を解析した。DKOマウスの大腿骨では骨密度が上昇し、骨幹部の骨皮質
の肥厚を認めた。脛骨でも骨量、類骨面、骨芽細胞面の増加に加えて破骨細胞面の減少を認めた。初代骨髄細胞
培養でもALP-positive CFU-fコロニーの割合がDKOは高値な一方、TRACP-positive multinucleated cellsの数は
DKOで低値であった。DKOマウスでは破骨細胞系の分化・活動性の抑制に加え、骨芽細胞系の分化・活動性の亢進
により骨量が増加している事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the OXT system in the hypothalamo-neurohypophysial and 
hypothalamo-spinal pathway was surveyed using a rat neuropathic pain model induced by partial 
sciatic nerve ligation (PSL). In the present study, we used transgenic rats expressing an 
OXT-monomeric red fluorescent protein 1 (mRFP1) fusion gene. In a neuropathic pain model, mechanical
 allodynia was observed, and glial cell activation was also confirmed via immunohistochemistry. In 
this neuropathic pain model, a significant increase in the OXT-mRFP1 expression was observed in the 
PP, the SON, mPVN, and pPVN. Furthermore, OXT-mRFP1 granules with positive fluorescent reaction were
 remarkably increased in laminae I and II of the ipsilateral dorsal horn. Although the plasma 
concentrations of OXT did not significantly change, a significant increase of the mRNA levels of OXT
 and mRFP1 in the SON, mPVN, and pPVN were observed. 

研究分野： 骨形態計測と骨代謝

キーワード： TRPVチャネル　DXA法　マイクロCT　初代骨髄細胞培養
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年骨粗鬆症が健康寿命を障害すると認識され骨粗鬆症の発症機序に基づいた新規治療薬が開発されている。非
選択的陽イオンチャネルであるTRPV1およびTRPV4チャネルは破骨細胞と骨芽細胞に発現しこれらの分化に関与す
るが、TRPV1 KOやTRPV4 KOに加えて二重ノックアウト（DKO）マウスを用いて骨吸収系の抑制と骨形成系の亢進
が同時に起こることを明らかにした。既存の治療薬のような骨吸収系の抑制や骨形成系の促進のみの薬剤と比較
して、より強力な骨粗鬆症治療が可能となる新規創薬につながる研究で、意義のある研究であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
TRP ファミリーの一つである TRP vanilloid（TRPV）は、TRPV1-6 までの 6 つのサブタイプが

存在する。TRPV1 は破骨細胞と骨芽細胞に発現しており、両者の分化を促進する（Lieben and 
Carmeliet, 2012）。Nuclear factor of activated T cells 1 遺伝子（NFATc1）は破骨細胞の
分化に不可欠であるが、TRPV1 を遺伝子欠損させると NFATc1 の機能を抑制する事で破骨細胞分
化を抑制する（He et al., 2017）。先行研究により、TRPV1 ノックアウト（V1KO）マウスは野
生型（WT）マウスと比較し有意に骨量が多いと報告されている（Rossi et al., 2014）。一方で、
TRPV4 は破骨細胞、骨芽細胞、軟骨芽細胞に発現している。破骨細胞の基底膜に発現している
TRPV4 は細胞内 Ca2+シグナル伝達を調節し、破骨細胞分化の後期（破骨細胞の成熟、骨吸収能）
に関与している。先行研究により、TRPV4 ノックアウト（V4KO）の破骨細胞では細胞分化が抑
制され骨吸収能が低下すると報告されている（Masuyama et al., 2012）。また、V4KO マウスで
は野生型（WT）マウスと比較し破骨細胞の発現ならびに骨吸収能が低下し骨量が増加している
と報告されている（Masuyama et al., 2008）。 
今回我々は、TRPV1 と TRPV4 両者の機能を阻害すると、より顕著に骨量が増加するのではない

かと仮説を立て、DKO マウスを用いて研究を行う事とした。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では、V1KO、V4KO、DKO マウスを使用し、TRPV1 と TRPV4 両者の機能を阻害した際
の骨代謝動態ならびにそのメカニズムを解明することで、骨粗鬆症に対する新たな TRPV 関連薬
の創薬の可能性を見いだす事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
10 週齢の雄性 WT、V1KO、V4KO ならびに DKO マウスを使用した（各々の実験で n=4〜8 ずつ）。

全てのマウスは本学動物センターにて飼育、管理おり、本学の動物倫理基準を遵守し実験を行
なった。 
 
（1）WT ならびに DKO マウスの体重、大腿骨長、骨密度の評価 
10 週齢の雄性 WTならびに DKO マウスの体重をデジタル体重計で測定した。その後、屠殺した

マウスの右大腿骨を採取し、大腿骨長として大転子頂部から顆部最遠位までの距離をデジタル
ノギスで測定した。その後、DXA を用いて右大腿骨の骨密度を測定した。 
 

（2）µCTを用いた WTならびに DKO マウスの骨微細構造の解析 
10 週齢の雄性 WT ならびに DKO マウスを屠殺した際に採取した右大腿骨の骨幹部と遠位端を

µCT（CosmoScan GX; Rigaku, Tokyo, Japan）を用いて撮影した。その後、Analyze 12.0
（AnalyzeDirect, Inc., KS, USA）を用いて骨微細構造の以下のパラメーターを評価した；
trabecular bone volume (BV/TV: %), trabecular number (Tb.N: 1/mm), trabecular thickness 
(Tb.Th: mm), trabecular separation (Tb.Sp: mm), connectivity density (Conn.D: 1/mm3), 
structure model index (SMI), total crosssectional area inside the periosteal envelope 
(Tt.Ar: mm2), cortical bone area (Ct.Ar: mm2), cortical area fraction (Ct.Ar/Tt.Ar: %), 
average cortical thickness (Ct.Th: mm)。 
 
(3) WT ならびに DKO マウスの骨形態計測 
10 週齢の雄性 WTならびに DKO マウスを屠殺し、両脛骨を採取した。骨標識のために屠殺 3、7

日前にカルセイン（20mg/kg）を皮下注射した。左脛骨を Villanueva 染色後にメタクリル酸メ
チルモノマーに包埋し、厚さ 5µmの冠状断切片を作成し骨形態計測を行った。 
右脛骨は冠状断切片を作成した。その切片を用いて酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRACP）

染色を行い、osteoclast number (Oc.N/BS: N/mm), number of preosteoclasts (POc.N/BS: N/mm), 
number of TRACP-positive mononucleated cells を計測した。 
 
（4）WT、V1KO、V4KO ならびに DKO マウスを用いた初代骨髄細胞培養 
10 週齢の雄性 WT、V1KO、V4KO ならびに DKO マウスを屠殺し、両大腿骨ならびに脛骨の骨髄内

から骨髄細胞を回収した。 
ALP-positive CFU-f コロニー形成のために、回収した細胞を cell counter で計測し、1×105 

marrow cells/well となるように 6-well plate 内に撒布した。10 日間の培養期間終了後、
ALP-positive CFU-f コロニーを計測した。 
TRACP-positive MNCs の培養のために、回収した細胞を、1.5×106 marrow cells/well とな

るように 24-well plate 内に撒布した。7 日間の培養期間終了後、TRACP 染色を行い
TRACP-positive MNCs と TRACP-positive mononucleated cell を計測した。 
 

（5）Real-time PCR による遺伝子解析 
10 週齢の雄性 WT、V1KO、V4KO ならびに DKO マウスを屠殺し、両大腿骨ならびに脛骨の骨髄内

から回収した骨髄細胞を用いて Real-time (RT) PCR による Runx2、osterix、osteocalcin の
mRNA 発現を定量評価した。 



 
４．研究成果 
（1）WT ならびに DKO マウスの体重、大腿骨長、骨密度 
体重ならびに大腿骨長は WT、DKO マウス間で有意差を認めなかった。しかし、右大腿骨の骨密

度は WTマウスと比較し DKO マウスで有意に高値であった。 
（2）µCTを用いた WTならびに DKO マウスの骨微細構造 
右大腿骨を用いたµCT での骨微細構造の解析の結果、DKO マウスでは画像上も大腿骨遠位の骨

梁が密であり、大腿骨骨幹部の皮質骨が肥厚していた。また、大腿骨遠位では BV/TV、Tb. N、
Tb. Th、Conn. D が WT マウスと比較し DKO マウスで有意に高値で、Tb. Sp は有意に低値であっ
た。また、大腿骨骨幹部では Ct. Ar/Tt. Ar, Ct. Th が WT マウスと比較し DKO マウスで有意に
高値で、Tt. Ar は有意に低値であった。 
 

 
(3) WT ならびに DKO マウスの骨形態計測  
両脛骨を用いた骨形態計測の結果、BV/TV、OS/BS、Ob. S/BS、MS/BS、MAR、BFR/BS、POc. N/BS

が WT マウスと比較し DKO マウスで有意に高値だった。一方、ES/BS、Oc. S/BS、Oc. N/BS は DKO
マウスで有意に低値だった。 

（4）WT、V1KO、V4KO ならびに DKO マウスを用いた初代骨髄細胞培養 
 ALP-positive CFU-fコロニー数はV1KOマウスと比較しV4KO、DKOマウスで有意に高値であり、
WT マウスと比較し DKO マウスで有意に高値であった。更に、total CFU-f コロニー中の
ALP-positive CFU-f コロニーの割合は、WT マウスならびに V1KO マウスと比較して DKO マウス
で有意に高値であった。一方、TRACP-positive multinucleated cells の数は WTマウスと比較
し V1KO マウスならびに DKO マウスで低値、V4KO マウスと比較し DKO マウスで有意に低値であ
った。しかし、TRACP-positive mononucleated cells の数は V4KO マウスと比較し V4KO マウス
ならびに DKO マウスで高値、WTマウスと比較し DKO マウスで有意に高値であった。 
 

 



 
（5）Real-time PCR による遺伝子解析 
 RT-PCR による Runx2、Osterix、Osteocalcin mRNA の遺伝子解析の結果では、マウスの系統間
での有意差は認められなかった。しかし、Osterix mRNA に関しては DKO マウスで WT マウスと
比較し高値である傾向を認めた（P = 0.075）(Fig. 5)。 
 

 
以上の研究結果から、DKO マウスでは WTマウスと比較し破骨細胞系の分化・活動性の抑制に加
え、骨芽細胞系の分化・活動性の亢進により骨量が増加している事が示唆された。 
 

 
これらの研究成果をまとめ論文化し、国際的学術誌である Bone Report で発表した。 
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