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研究成果の概要（和文）：PTHを投与したマウスでは骨小腔周囲におけるリン酸カルシウムの溶出により、骨小
腔の拡大が認められた。しかし、PTH投与後にカルセインや42Ca安定同位体を投与したマウスの骨基質を観察す
ると、一度、骨小腔周囲のリン酸カルシウムが溶出した部位に、新たにカルシウムが沈着することが強く示唆さ
れた。このことから、骨細胞がPTHに反応して可逆的にリン酸カルシウムを溶出・沈着する可能性が推察され
た。一方、ALN投与でも同様に骨小腔の拡大が認められたが、PTH投与とは異なり、骨細胞のダメージや骨細胞ネ
ットワークにおける細胞突起の断裂などが観察されたことから、不可逆的な抑制現象であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：PTH-administered mice showed an outflow of bone minerals in the periphery of
 the osteocytic lacunae, resulting in the enlargement of the lacunae.  However, when mice were 
injected with calcein or 42Ca (stable Ca isotope) after the PTH administration, thus treated mice 
demonstrated calcium deposition onto the peripheral region of the osteocytic lacunae which 
previously showed an outflow of bone minerals.  Therefore, PTH appears to reversibly erode and 
deposit calcium phosphates in the periphery of the osteocytic lacunae. In contrast, after ALN 
administration, many osteocytes seemed to be damaged, and the connectivity by cytoplasmic processes 
of osteocytic network was disrupted. Taken together, osteocytes seem to respond to PTH to erode and 
deposit calcium phosphates onto the lacunae, while osteocytes would be damaged by an excess amount 
of ALN, disrupting the connectivity of cytoplasmic processes of their network.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
副甲状腺ホルモン(PTH)およびビスホスホネート製剤の1つであるアレンドロネート(ALN)は骨粗鬆症の治療薬、
あるいは転移性骨腫瘍による骨吸収抑制剤として広く使用されている薬剤である。しかしその一方で、これらの
薬剤が骨細胞に及ぼす影響について明らかにした報告はほとんどない。したがって、これらの頻用性の高い薬剤
が及ぼす骨ミネラル代謝を明らかにすることは、今後の薬剤の使用において大きな意義をなすと考えられる。

※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 
 

骨細胞の骨基質ミネラル維持・流出における PTH とビスホスホネートの相違的機序 
 
申請者はこれまでに骨細胞に着目して研究を行ってきた。骨細胞は骨芽細胞が自ら産生した骨
基質中に埋め込まれた細胞であり、骨小腔に局在する。骨細胞は細胞突起を伸ばし、骨基質表
面に存在する骨芽細胞や隣り合う骨細胞同士とギャップ結合を介して連絡することで、骨基質
中に無数に張り巡らされた機能的細胞ネットワーク（骨細胞・骨細管系）を形成している。骨
幹端骨梁の骨細胞は形が丸く、配列も不規則であるのに対し、皮質骨の骨細胞は扁平な紡錘形
を呈し、骨表面に対して平行に配列している。また、骨細胞・骨細管系は幼弱な骨幹端骨梁よ
りも、成熟骨である皮質骨において規則的配列を示すことがわかっている。 
近年、骨細胞はメカニカルストレスを感知するメカニカルセンサーとして働くことが示唆さ
れており、メカニカルストレスに応じた骨改造を可能にするには骨表面に局在する骨芽細胞だ
けでは不十分であること、骨基質内部に規則的に配列した骨細胞・骨細管系が必要であること
が明らかとなっている。さらに骨細胞は血中リン濃度を低下させる FGF23 産生や sclerostin、
また、Rankl を発現することで骨代謝調整を行うことが明らかとなっており、現在、注目を集
めている細胞である。 
申請者はこれまでに 1960 年代に Bélanger によって提唱された、副甲状腺ホルモン（PTH）
の投与あるいは低Ca食給餌によって引き起こされる骨細胞性骨溶解（osteocytic osteolysis）
について明らかにしてきた。これまでの実験として、野生型マウスおよび破骨細胞が存在しな
い Rankl-/-マウスに外頸静脈から hPTH[1-34](80µg/kg)を投与し、皮質骨の骨細胞を観察した。
すると、骨小腔は拡大するとともに、その外形は凹凸を示し、骨小腔内部には断片的な石灰化
物や分解されたコラーゲン線維と思われる不定形構造物が認められた。さらに骨小腔周囲の骨
基質を原子間力顕微鏡によるナノインデンテーションによりトポロジーと弾性係数を計測する
と、PTH 投与で骨小腔周囲の弾性係数が低下し、物理的に脆弱化していることを明らかにして
きた。 
したがって、申請者は、骨細胞・骨細管系は骨基質溶解能を有し、骨ミネラルの維持・調整
を行う可能性があると推察している。 
 
しかし一方で、申請者は、ビスホスホネート（アレンドロネート）投与によっても、骨小腔と
骨細管の拡大、ならびに、骨細胞の細胞突起の短縮および骨細胞ネットワークの断裂を観察し
ている。このことは申請者にとって想定していなかった現象であり、本研究では、PTH で誘導
される骨小腔の拡大とアレンドロネート投与で誘導される骨小腔の拡大とを比較する研究計画
を立てた。 
なお、ビスホスホネート製剤でも、アレンドロネートはハイドロキシアパタイトとの親和性
が高く骨吸収面に集積するのに対し、ミノドロネートは酸性環境においてハイドロキシアパタ
イトと結合せず、骨形成面に局在する性質を持つ骨小腔の拡大を誘導しなかった。 
そこで申請者は、ハイドロキシアパタイトとの結合性が高いアレンドロネートによる骨小腔の
拡大機序と PTH による骨小腔の拡大機序は異なるのではないかと推察している。 
 
２． 研究の目的 
 

申請者は、これまでに、副甲状腺ホルモン(PTH)投与あるいは授乳期による血中カルシウム欠乏
によって骨細胞が周囲の骨基質を溶解し（骨細胞性骨溶解）、その後、石灰化沈着を誘導する潜
在的可能性を示唆してきた。本研究では、申請者のこれまでの研究をさらに展開し、骨細胞に
よる骨溶解には２つの経路、つまり、生理学的に血中カルシウム調節因子、つまりホルモンと
して機能している PTH による可逆的反応（骨小腔基質の溶解と石灰化）、および、本来、生体に
は存在しないビスホスホネートなどによる不可逆的作用（骨小腔溶解・拡大のみ）の可能性に
ついて研究目的を定めた。 
 
３． 研究の方法 
 
以下のマウスを作成し、組織学的・微細構造学的に解析した。 
・PTH（80µg/kg）をマウス外頸静脈から投与し 3, 6, 9 時間後のマウス 
・アレンドロネート（1mg/kg）をマウス外頸静脈から 1回投与し 12, 24, 36, 48, 72, 96 時間
および 10日後のマウス 
・アレンドロネート（1mg/kg）を 10日間連続腹腔内投与したマウス 
上記３種類のマウスの大腿骨・脛骨を摘出し、骨細胞と骨小腔を各種の組織化学、透過型電子
顕微鏡（Transmission Electron Microscopy: TEM）や原子間力顕微鏡（Atomic Force Microscopy: 
AFM）などによる微細構造・ナノインデンテーション解析のほか、骨細胞の細胞骨格や細胞外基
質の微細分布を STED/SIM といった超高解像共焦点レーザー顕微鏡などで検索したところ、以下
の（１）～（３）の研究成果が得られた。 
 



４． 研究成果 
 

（１）PTH およびアレンドロネート投与マウスにおける骨細胞周囲の骨基質の変化について 
 
①PTH 投与後の骨小腔周囲の骨基質の変化 
 
PTH投与1時間後の骨細胞周囲の骨基質をAFMにて観察すると、骨小腔の外形は変化せずとも、
骨小腔周囲の弾性率が低下していることがわかった（図 1）。さらに PTH 投与 9時間後の骨小腔
周囲の骨基質を、石灰化をみることができる von Kossa 染色にて観察すると、骨小腔周囲に青
く抜けた未石灰化基質が露出していた。さらに同様の部位を TEM 観察すると、骨小腔壁は粗造
となり凹凸を示し、やや拡大し、拡大した骨小腔内部には石灰化物の断片やコラーゲン線維が
分解したと思われる綿毛状の不定形構造物が観察された（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        （図 1）                  （図 2） 
 
②アレンドロネート投与後の骨小腔周囲の骨基質の変化 
 

アレンドロネートを単回投与すると、投与後 36
時間で骨小腔周囲はやや拡大し、骨細胞も自身も
萎縮していることが認められた（図 3）。さらに TEM
観察すると骨細胞と骨小腔の間に間隙が見られる
ものや、骨小腔内にコラーゲン線維の短編が見ら
れるものが存在し、骨細胞は細胞内小器官が乏し
くなっていた。 
さらに骨細胞から伸びる細胞突起も細くなって
おり、骨細管と細胞突起の間隙が拡大しているの
が観察された。骨細胞のアクチン線維をローダミ
ン・ファロイジンにて染色し、また、コンドロイ
チン4硫酸の免疫染色を施しSTEDにて観察すると、
アレンドロネート単回投与後、経時的に骨細胞の
細胞突起のコンドロイチン 4 硫酸の陽性反応は減
弱し、アクチン陽性の細胞突起が断裂しているこ
とが観察された。 

       （図 3） 
 
（２）PTH 投与後の骨小腔周囲へのカルシウムの沈着 
PTH 投与して 5 日後から 7 日後の間に安定同位元素である 44Ca を含んだ餌を給餌し、同位体顕
微鏡にて観察すると、骨小腔周囲に 44Ca安定同位体の沈着を同位体顕微鏡にて観察した（図4）。 
 

準超薄切片では骨小腔の外
形はいびつな形を呈してい
るが、そのいびつな形をした
骨小腔周囲に 44Ca 安定同位
体が沈着していることから、
骨基質が一度溶解し、その後、
カルシウム沈着が誘導され
ていることが示唆された。 
 
 

            （図 4） 
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（３）アレンドロネート投与後の変化 
 

アレンドロネート 10日間連続投与後、骨芽細胞の活性を ALP 染色にて検索すると、それらの骨
芽細胞は ALP 陽性反応が著しく減弱していることが示された（図 5）。 
さらに TEM にて骨芽細胞の微細構造を観察すると、コントロール群の骨芽細胞はふくよかな丸
い形を呈し細胞内小器官が発達しているのに対し、アレンドロネート投与群の骨芽細胞では細
胞形態が扁平となり、細胞内小器官も減少し活性が落ちていることが示唆された（図 6）。 

         （図 5）                 （図 6） 
 
骨特異的血管のマーカーである endomucin の検索を行うと、アレンドロネート単回投与・10 日
間連続投与ともに endomucin 陽性の血管の数・血管腔の大きさともに継時的に減少しているこ
とが明らかになった。 

さらに TEM 観察すると、血管壁が厚く粗造で
あり、血管内皮細胞が血管内腔に向かって小
突起を伸ばしていた。また、肥厚した血管壁
の一部には、小型のミトコンドリアや小胞が
観察された。また血管内皮細胞内皮は、周囲
に向かって細胞突起を伸ばし、複雑な管腔構
造を形成して、一方、血管壁が断裂し、管腔
構造が乱れている血管も観察された（図 7）。 
 
 
 
 
 

 
        （図 7） 
 
以上より、PTH などの血中カルシウム調節因子では骨基質溶解と石灰化が可逆的に起こるが、
アレンドロネートは直接的に骨細胞にダメージを与えるため非可逆的な骨小腔の拡大が誘導さ
れることが強く示唆された。また、アレンドロネートは骨芽細胞や血管にも影響を及ぼすこと
から、血管内皮細胞・骨芽細胞・骨細胞が各種の細胞間結合やギャップ結合を介して、機能的
グループを形成することを考えると、アレンドロネートの頻繁投与は骨組織にとって、必ずし
も有益に作用しない可能性が示唆された。 
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