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研究成果の概要（和文）：骨は全身を支えるだけでなく腸内細菌や免疫機能と連関して健康維持に重要な役割を
担う器官であることが明らかになってきた。我々は腸内細菌による骨代謝・内軟骨性骨成長を制御する機構を、
無菌状態『germ free (GF)』および菌保有『specific pathogen free (SPF)』マウスを使用し解析を行った。
GF・SPFマウスの骨格解析や頭蓋骨由来骨芽細胞の解析より、常在細菌は破骨細胞、骨芽細胞を共に活性化し、
骨代謝を活性化していること、母体GFおよびSPFマウスの胎児の肋軟骨から単離した軟骨細胞の解析より、母体
の細菌層の存在が胎生期の内軟骨性骨形成を負に制御している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Recently, there is accumulating evidence that bone is an organ that not only
 supports the whole body but also plays an important role in maintaining health in association with 
intestinal bacteria and immune function. In this study, we analyzed the mechanism that controls bone
 metabolism and endochondral bone formation by intestinal bacteria using germ-free (GF) and 
bacterial-carrying "specific pathogen free (SPF)" mice. From the skeletal analysis of GF and SPF 
mice and the analysis of calvaria-derived osteoblasts, gut microbiome activates both osteoclasts and
 osteoblasts and activate bone metabolism. Analysis of chondrocytes isolated from fetal costal 
cartilage suggests that the presence of maternal microbiome may negatively regulate endochondral 
bone formation during embryonic period.

研究分野：口腔衛生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の仮説は母体腸内細菌叢が胎生期から胎児骨格制御を行うというものであり、その分子メカニズムを解明す
ることは歯科のみならず産科・小児科学的にも重要な意義をもつ。
腸内細菌叢は臓器のひとつであり、これらにより我々の健康が制御されているといっても過言ではない。近年、
腸内細菌叢の影響は一個人だけでなく、母親―胎児間といった垂直的な影響も注目され始めているが、垂直的な
腸内細菌叢と骨との関係についての報告は、ほぼ皆無である。本研究により胎児の骨格成長発育に影響を与える
分子機構を明らかにすることで、妊娠前の状態がいかに胎児に影響を与えるか新しい知見をを広く社会に広める
ことができ、国民の健康増進に寄与できる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
2012年に腸内細菌の有無が骨代謝に影響を及ぼすことが報告(Sjogren et al. 2012)されて以降、国

内外で骨―腸内細菌の関係が注目されている。しかし、これまでの研究結果では、腸内細菌の有

無が骨代謝に及ぼす影響はマウスの系統によって様々であり、一定の見解が得られない (Yan et 

al, 2016、Novince et al, 2017)。研究代表者らのグループは、日本で開発されたICR系統GFマウス

（無菌マウス）とSPFマウス（常在菌マウス）を比較し、GFマウスではSPFマウスに比べ歯槽骨

表面上の破骨細胞数が減少すること(Irie et al. 2014, Irie et al. 2015) を確認していた。同時に、GF

マウスでは骨格が小さいことも確認していた。しかし、長管骨長、つまり身長を規定する内軟骨

性骨成長に腸内細菌の有無が与える影響についての報告は全くなかった。 

腸内細菌叢による影響は一個人だけでなく、母親―胎児間といった垂直的な影響も注目

され始めていた。妊娠糖尿病の妊婦の腸内細菌叢は、正常な妊婦の腸内細菌叢よりも多様で

あることが報告された（Ferrocino et al.、2018）。さらに、母体が無菌マウスである場合や母

体に抗生物質を投与した場合、胎児の免疫組織の発達や神経組織における炎症性因子の発

現に影響があることから（Nakamura et al.,2012; Tormo-Badia et al.,2014; Castillo-Ruiz et 

al.,2018）、母体の腸内細菌叢が胎児の免疫・神経系の発達に大きな影響を与えることが示唆

されていた。また、GFマウスを用いた高脂肪モデルでは、母親の腸内細菌叢が将来の子孫

の代謝機能に影響を与えることが判明していた。このように母親の腸内細菌叢の有無が、胎

児の免疫や神経組織に影響を与えることが明らかとなりつつあるものの、垂直的な腸内細

菌叢と骨との関係についての報告は、ほとんど皆無であった。 
 
２．研究の目的 

胎生期～成熟期にかけて腸内細菌が骨格形成に与える影響を細胞・分子レベルで明らか

にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

まず、腸内細菌叢の有無が骨格成長に与える影響を調べるため、8 週齢の germ free (GF)マ

ウス・specific pathogen free (SPF)マウスを用いて以下の解析を行った。 

①骨組織レベルでの石灰化状態の比較（下顎骨） 

②酒石酸耐性酸性フォスファターゼ(TRAP)陽性破骨細胞の比較（下顎骨） 

③頭蓋骨由来初代骨芽細胞における基質石灰化および転写調節因子発現の比較（頭蓋冠） 
 

続いて、母体腸内細菌叢の有無が胎児の骨格形成に与える影響を確かめるため、GFおよび

SPFマウス 18.5日齢胎児を用いて以下の解析を行った。 

④胎児体格の比較およびホールマウント骨格標本の比較 

⑤脛骨の組織化学的解析および脛骨の骨化部の比較 

⑥肋軟骨由来初代培養軟骨細胞の増殖能および長期培養における基質蓄積能の比較 
 

４．研究成果 

(1) 常在細菌の有無が骨格成長に与える影響 

8 週齢 GF・SPF マウスの体重を比較すると、GF マウスと比較して SPF で体重が大きかっ

た。さらに下顎骨を採取し、microCT解析を行ったところ、GFマウスと比較して SPFマウ

スの骨密度が低かった（図 1）。また破骨細胞のマーカー蛋白である酒石酸耐性酸性フォス

ファターゼ(TRAP)の血清中濃度を比較すると SPFマウスの方が高く、下顎骨の組織切片上

においても TRAP 陽性破骨細胞の骨表面における存在が SPF マウスで顕著に多かった（図



2）。 

図 1 a. 8週齢マウスの体重比較、b. 下顎骨のマイクロ CT解析像、c. 骨測定パラメーター。 

 

図 2 a. 8 週齢 GF・SPF マウスにおける TRAP 血清濃度、b,c. 下顎骨の TRAP 染色像、d. 

TRAP陽性海綿骨の破骨細胞の表面長の海綿骨表面長に対する割合 

 

次に 8週齢 GF・SPFマウスの下顎骨より直接 RNAおよび蛋白成分を抽出し、PCRアレイ

解析を行ったところ、SPF群において GF群と比較して著しい骨芽細胞分化マーカーのみで

なく破骨細胞分化マーカー遺伝子の誘導が認められ、そのうちオステオカルシン蛋白およ

びカテプシン K活性の SPF群における上昇が認められた（図 3）。 

 

 



図 3 a, b. 8週齢 GF・SPFマウス下顎骨より直接採取した RNAの PCRアレイ解析の結果。 

下顎骨抽出液中の c.オステオカルシン濃度、d. カテプシン K活性。 

 

さらに頭蓋冠より骨芽細胞を単離し、分化誘導培地中で培養を行った。分化誘導開始後 5週

間でアリザリンレッド染色性が SPFマウスで顕著に低かった（図４）。それぞれの骨芽細胞

より RNA を精製し、遺伝子発現の変化をリアルタイム PCR で解析した結果、分化誘導開

始後 3週間で OPGの遺伝子発現が SPFにおいて有意に上昇していたが、5週間で違いは観

察されなかった。一方、RANKLは分化誘導後 3週、5週ともに SPF群で有意に遺伝子発現

の上昇が観察され、OPG/RANKL比は 5週目で SPF群において有意に低下が観察され、SPF

群における破骨細胞の誘導を支持する結果となった。一方で、SPF群におけるオステオカル

シンの顕著な誘導を観察し、オステオカルシンによる石灰化の阻害作用を示唆するもので

あった。さらに骨芽細胞の分化マーカーであるアルカリフォスファターゼも有意に SPF 群

において誘導が認められた一方で、1 型コラーゲン遺伝子の発現は誘導されていなかった。

さらに IGF-I, IIの遺伝子発現も SPF群で高く、これらの結果は SPF群の骨芽細胞において

GF群と比較して骨芽細胞が活性化されており、また、破骨細胞の誘導能が高い事を示唆し

ている。 

 

 
図 4 8 週齢 GF・SPF マウスの頭蓋骨より単離した初代骨芽細胞の分化誘導後のアリザリ

ンレッド染色性の変化。a. 培養皿全体像、b. 細胞像、c. アリザリンレッド陽性石灰化領域

面積の全体に占める割合 

 

図 5 8 週齢 GF・SPF 頭蓋骨由来初代骨芽細胞より単離した RNA のリアルタイム PCR に



よる遺伝子発現変化解析。osteoprotegerin (Opg) gene (a), receptor activator of nuclear factor-

kappa B ligand (Rankl) (b) gene, the Opg/Rankl ratio (c), osteocalcin (Ocn) (d) gene, alkaline 

phosphatase (Alp) (e), collagen type I alpha (Col1a) 1 (f) Col1a2 (g) gene. 

 

次に骨芽細胞における遺伝子発現の変化が転写調節因子の発現の変化に由来するのか調べるた

め、PCRアレイ解析を行った。その結果、SPFマウスと GFマウス間で顕著な遺伝子発現の変化

を認める転写調節因子を認めた。 

 

(2) 母体腸内細菌叢の有無が胎児の骨格形成に与える影響 

18.5日齢 GFマウス胎児、SPFマウス胎児の頭殿長および体重に大きな差異は見られなかっ

た。また石灰化領域、 軟骨領域をそれぞれ染色した骨格標本では、GFマウス胎児、SPFマ

ウス胎児の骨格に大きな差異は認められなかった。さらにマイクロ CT解析の結果、SPFマ

ウスの 方が GFマウスと比較して骨化度が低い傾向があった。 

 

図 7 18.5日齢 GF・SPF 胎児の骨格比較 a. 透明標本、b. 脛骨のマイクロ CT 解析像、c. 

骨測定パラメーター。 

 

肋軟骨由来初代培養軟骨細胞の増殖能を比較したところ、SPFマウスの方が GFマウスと比

較して増殖能が顕著に低かった。さらに長期培養における基質蓄積能の比較した結果、SPF

マウスの方が GFマウスと比較して顕著に基質蓄積能が低かった。 
 
(2)に関しては現在論文作成中である。 
 

(1)の結果は菌を有することで骨芽細胞・破骨細胞双方を活性化することを示している。そ

の機序は菌の有無が転写因子発現に影響を与えるものであり、エピジェネティクスな変化

を与えていることを示唆するものである。さらに(2)の結果から母体の細菌層の存在が胎生

期の内軟骨性骨形成を負に制御している可能性を示している。菌の有無は骨格形成に関し

て生後影響を与えるのではなく、胎生期の段階から潜在的に影響を与えることが示唆され

た。 
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