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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨芽細胞がpodoplanin陽性を示すと、骨細胞へのスイッチングが誘導さ
れる可能性を明らかにした。骨芽細胞におけるpodoplaninからのシグナルは細胞膜を裏打ちするEMR familyのリ
ン酸化がアクチン再構築を誘導することで、骨芽細胞から骨細胞への分化における細胞骨格の変化を誘導すると
考えられた。骨リモデリング部位では、CD44（破骨細胞の細胞膜に局在）がpodoplanin陽性骨芽細胞のEMR 
familyのリン酸化を促進することが示唆されたが、モデリング部位では、CD44は骨芽細胞から骨細胞への分化に
関与しないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research project, osteoblasts in the verge of differentiating into 
osteocytes expressed podoplanin on their cell membranes. Osteoblasts with podoplanin 
immunoreactivity on their cell surfaces demonstrated phosphorylated ezrin (a member of EMR family) 
on their cell membranes, as well as revealed the intracellular distribution of action filaments 
similar to osteocytes but not osteoblasts. These findings suggest that signaling linked to 
podoplanin would induce phosphorylation of ezrin in osteoblasts, and subsequent reassembly of actin 
filaments specific to osteocytic morphology.  In bone remodeling region, CD44 (often seen on 
osteoclasts’ cell membranes) appeared to facilitate ezrin-phosphorylation mediating podoplanin.  In
 contrast, in modeling region, CD44 did not seem to be related to osteoblastic differentiation into 
osteocytes by mediating podoplanin/phosphorylation of EMR family.

研究分野：組織学、骨代謝学、微細構造学

キーワード： 骨細胞　podoplanin　EMR family　骨芽細胞　CD44　actin filament

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請研究では、骨芽細胞と骨細胞が機能的グループを形成しており、それら細胞が存在する微細環境や骨の代
謝に応じて、骨芽細胞から骨細胞への分化が時空的に調節されていることを明らかにした研究である。その結
果、骨リモデリング部位では骨代謝回転、すなわち、骨吸収を担う破骨細胞が有するCD44によって骨細胞分化
が、一部、影響を受けるが、骨代謝回転に依存しないモデリング部位における骨細胞分化はCD44に影響されない
ことが示唆された。近年、骨細胞研究における新展開が期待されており、本研究の学術的意義は高いと考えられ
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。
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１．研究開始当初の背景 

 

従来、骨細胞は「骨芽細胞が産生した骨基質の中に自ら埋め込まれた細胞」という定義で説明

されてきたが、それは細胞分化の結果を捉えたものでしかない。本研究の背景として、研究代表

者は、骨芽細胞が骨細胞へと分化する時空的タイミングが存在する可能性、つまり、時間的・空

間的にどの骨芽細胞が骨細胞に分化するか事前に決定されているのではないか、また、骨芽細胞

が骨基質に埋め込まれる前に、その骨芽細胞の細胞骨格や細胞内小器官が骨細胞と同じ構築へ

と改変されるのではないか、という疑問を兼ねてから有していた。つまり本研究の課題として、

「偶然的に骨基質に埋め込まれた骨芽細胞が骨細胞へと分化している」のではなく、「どの骨芽

細胞が骨細胞に分化するのか骨基質に埋め込まれる前に決定されている可能性」があげられる。 

そこで、研究代表者は、予備実験を行ったところ、埋め込まれたばかりの骨細胞、あるいは、

骨芽細胞のいくつかに podoplanin/E11（以下、podoplanin）が発現すること、また、Gap junction

（connexin 43）の分布が骨細胞側（細胞突起の側）に局在することを見出しており、podoplanin

を介した actin filamentの再構築が誘導されている可能性を見出した。 

以上の背景および予備実験からの手がかりを基に、本研究では、骨芽細胞から骨細胞へのスイ

ッチングにおける ON-OFF機構に関する細胞学的メカニズムの解明に向けて研究を施行した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目標としては、骨芽細胞から骨細胞として骨基質に埋め込まれる時空的タイミング

がどのような因子・環境によって制御されるのか、その細胞マーカーは存在するのか、また、骨

細胞へのスイッチングが決定している骨芽細胞では細胞極性や細胞骨格といった細胞内小器官

にダイナミックな変化を示すのかを明らかにすることである。 

そこで具体的な研究目的として、予備実験として候補に挙がっていた podoplanin が骨芽細胞

から骨細胞への分化が決まった段階で発現するマーカーに成り得るか検索した。さらに、

podoplanin は CLEC-2（間葉系細胞由来）や CD44（造血系細胞由来）との結合を介して EMR family

のリン酸化ならびにアクチン再構築を誘導するか、特に、podoplanin と CD44 陽性細胞との細胞

間接触により骨芽細胞の骨細胞への分化のスイッチングについて検索した。 

 

 

３．研究の方法 

 

生後 8 週齢の ICR マウス大腿骨を paraformaldehyde溶液にて固定した後、パラフィン切片や

クリオスタット切片を作成するとともに、透過型電子顕微鏡観察用に epoxy 樹脂包埋を行った。

観察部位としては、骨リモデリング部位として大腿骨の骨幹端（成長板軟骨直下を除いた二次骨

梁領域）、および、モデリング部位として皮質骨骨髄側（持続的骨添加領域）を選び、以下の解

析を行った。 

解析項目として、podoplanin、actin filament、CD44、組織非特異型アルカリホスファターゼ

(tissue nonspecific alkaline phosphatase: TNALPase)、EMR family (ezrin, moesin, radixin)

の１つであるリン酸化 ezrin の免疫組織化学、酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ(tartrate-

resistant acid phosphatase: TRAP)酵素組織化学を光学顕微鏡、または、超高解像共焦点レー

ザー顕微鏡である誘導放出制御（stimulated emission depletion：STED）顕微鏡で観察した。

また、podoplanin の微細局在については pre-embedding 法にて免疫電顕観察を行った。なお、

骨組織では podoplanin と CLEC-2 との結合の可能性が低いことから、本研究では CD44 に焦点を

絞って検索した。 

さらに、器官培養実験として、生後１週齢マウスから頭蓋骨を取り出して器官培養を行い、

CD44 を添加した実験群と無添加の対象群における Podoplanin、Ezrin、Gapdh 遺伝子の発現を

RT-PCR にて、また、リン酸化 ezrin 蛋白の発現を immunoblotting にて解析した。 

 



 

４．研究成果 

 

（１）podoplanin の細胞内局在について 

 

大腿骨骨幹端における光顕観察では、骨基質内あるいは埋め込まれつつある骨細胞が

podoplanin 陽性を示したほか、まだ、骨基質に埋め込まれていない、いくつかの TNALPase 陽性

骨芽細胞も podoplanin 陽性反応を示した（図１A, B）。同部位を免疫電顕観察すると、podoplanin

陽性反応は骨芽細胞の細胞膜、ならびに、骨基質に埋め込まれたばかりの骨細胞の細胞膜、さら

に、いくつかの骨芽細胞や骨細胞の細胞突起の基部に一致して局在していた（図 1C）。従って、

podoplanin は、骨細胞に分化しつつある骨芽細胞、あるいは、分化したばかりの骨細胞の細胞

膜およびに細胞突起の基部に局在するものと推測された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）骨細胞に分化しつつある骨芽細胞における podoplanin と actin filament の細胞内局在

について 

 

次に、podoplanin および actin filament の二重染

色を施して STED 観察を行ったところ（図２）、

podoplanin 陽性骨芽細胞は、やや細胞体が骨基質に緩

やかに突出しており、細胞膜および骨細胞と連絡する

細胞突起に一致して podoplanin 陽性反応を局在させ

ていた。そのような podoplanin 陽性骨芽細胞における

actin filament は、細胞膜周囲や細胞突起の基部に集

積しており、その分布パターンは骨細胞に類似してい

た。また、それは podoplanin 陽性を示す細胞内領域に

ほぼ一致していた。 

従って、podoplanin 陽性骨芽細胞は、細胞内の actin 

filament の分布パターンを骨芽細胞型から骨細胞型

へと再構築させていること、さらには、podoplanin と

actin filamentの細胞内分布がほぼ重複することから、

podoplanin と actin filament の間には会合分子が存

在することが推測された。 

 

 

 

図２：actin filament (F-actin：赤色)と podoplanin(緑
色)の二重蛍光染色の SETD 像。埋め込まれつつあ
る podoplanin 陽性骨芽細胞（D）の actin filament は
細胞膜に沿って分布しており、骨基質内部の骨細胞
の actin filament の分布に類似する。Podoplanin/F-
actin を merge させると、podoplanin と actin filament
の分布がほぼ一致する。 

図１：大腿骨骨幹端における podoplanin(茶色)と TNALPase(青色)の二重染色像（Ａ，Ｂ）。パネル B はＡ

の一部拡大を示す。骨基質に埋め込まれた骨細胞は podoplanin 陽性を示すが、TNALPase 陽性骨芽

細胞の一部は podoplanin 陽性を示す(B; 黄色矢印)。パネルＣは podoplanin の免疫電顕を示す。骨芽

細胞の細胞膜および細胞突起に一致して黒い podoplanin 陽性反応が認められる（矢印）。 



（３）骨リモデリング部位とモデリング部位における podoplanin/CD44/リン酸化 ezrin の細胞

内局在 

 

actin filament の細胞内再構築において podoplanin/CD44 相互作用の可能性、ならびに、破

骨細胞が CD44 陽性を示すことを踏まえて、皮質骨骨髄側（モデリング部位）と骨幹端骨梁（骨

リモデリング部位）において、CD44 陽性細胞と podoplanin 陽性骨芽細胞・骨細胞との局在を検

索した。 

皮質骨骨髄側では、podoplanin 陽性骨芽細胞が骨表面に一定間隔で局在していたが、CD44 陽

性細胞との細胞間接触像は観察されなかった。しかし、これらの細胞膜周囲にはリン酸化 ezrin

の発現が認められたことから、皮質骨骨髄側では、骨細胞への分化における podoplanin シグナ

ルは CD44 以外の要因によって増強される可能性が推察された。 

 

一方、骨幹端骨梁では、CD44 陽性/TRAP 陽性破骨細胞が podoplanin 陽性骨芽細胞にしばしば

接触または近接しており、それら骨芽細胞はリン酸化 ezrin 陽性を示したが、CD44 陽性/TRAP 陽

性破骨細胞はリン酸化 ezrin の陽性反応を示さなかった。従って、骨幹端骨梁では、podoplanin

陽性骨芽細胞は、CD44 陽性破骨細胞との接触を介して骨細胞への分化における podoplanin シグ

ナルを増強させる可能性が推察された。 

さらに、器官培養実験で CD44 添加または非添加頭蓋骨における Podoplanin、Ezrin、Gapdh 遺

伝子の発現を解析したところ、これらの発現量に大きな差は認められなかったが、リン酸化

ezrin 蛋白は CD44 添加群のほうが高値を示した。よって、CD44 は ezrin リン酸化を促進すると

推測された。 

 

 

（４）まとめ 

 

以上のことから、骨基質に埋め込まれつつある骨芽細胞、あるいは、埋め込まれたばかりの骨

細胞は podoplanin を細胞膜上に発現し、ERM familyの１つである ezrin のリン酸化を介して細

胞内 actin filament の局在を再構築する可能性が推察された。また、骨リモデリング部位では

CD44 陽性破骨細胞が骨細胞分化における podoplanin作用を増強する可能性、一方で、モデリン

グ部位の骨細胞分化においては、CD44-podoplanin 以外の機序が存在する可能性が推測された

（本研究成果は、現在、論文投稿中である）。 
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