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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨粗鬆症治療薬である副甲状腺ホルモン（PTH）の間歇投与が、長管骨
で骨芽細胞系細胞の増殖や骨形成促進に寄与するのみならず、骨特異的血管の数や管腔径を増加させるととも
に、血管周囲に局在するαSMA陽性stromal細胞の増殖を促進することを明らかとした。骨特異的血管と骨芽細
胞・αSMA陽性stromal細胞では、EphB4/ephrinB2によるカップリングが生じている可能性、また、αSMA陽性
stromal細胞が、血管平滑筋細胞や骨芽細胞系細胞へと分化する可能性が見いだされ、PTHの骨形成作用における
骨血管連関の可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that intermittent administration of parathyroid 
hormone (PTH) increased the number and lumen diameter of bone-specific blood vessels and promoted 
the proliferation of αSMA-positive stromal cells localized around the blood vessels in murine long 
bones. Furthermore, αSMA-positive perivascular stromal cells may differentiate into vascular smooth
 muscle cells and osteoblast lineage cells, strongly suggesting the possibility of bone-blood vessel
 interaction in the anabolic action of PTH.

研究分野：組織学、骨代謝学、微細構造学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、骨芽細胞系細胞に作用すると考えられてきたPTHが、骨特異的血管や血管周囲細胞の増殖や分化に作
用する可能性、また、骨特異的血管と骨芽細胞系細胞の骨血管連関の可能性を明らかにした研究である。骨粗鬆
症治療薬として用いられるPTHの骨形成作用は、これまで骨芽細胞と破骨細胞によるカップリング機構にて説明
がなされてきたが、今回の研究成果から、骨特異的血管および骨芽細胞系細胞における骨血管連関が寄与する可
能性が示唆され、そ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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
副甲状腺ホルモン（PTH）および副甲状腺ホルモン関連蛋白（PTHrP）は、骨芽細胞・前骨芽細胞に

存在する PTH/PTHrP 受容体に結合し、骨・軟骨の細胞分化・増殖に作用する。研究代表者らは、マウ

スに PTH を間歇投与すると、前骨芽細胞が増加し破骨細胞数が増加すること、また、両者のカップリン

グによって骨芽細胞分化が進み、活発な骨形成が維持されることを報告してきた（Yamamoto, Hasegawa 

et al., Endocrinology, 2016; Hasegawa et al., J Histochem Cytochem, 2018）。 

一方、血管は骨でも重要な組織であり、骨芽細胞系細胞や骨髄間質細胞との関わりや機能に対する

解明が求められてきた。近年、骨組織では、CD31high/endomucinhigh骨特異的血管が発見され、骨芽細

胞分化・骨形成誘導に寄与する可能性が報告されている（Kusumbe et al., Nature, 2014）。また、研究

代表者らの予備実験から、長管骨の骨幹端、特に骨・軟骨移行部に多数の CD31high/endomucinhigh骨

特異的血管を認め、その多くが EphB4 陽性静脈であり、CD31highendomucinhigh/EphB4陽性静脈系血管

の周囲に ephrinB2 陽性骨芽細胞が近接して局在することが見出された。このことから、正常状態では、

骨血管連関のもと様々な細胞間コミュニケーションが生じている可能性が推測された。さらに、研究代表

者らは、preliminalry data として PTH が骨形成誘導だけではなく、骨梁間や骨髄腔に存在する

CD31highendomucinhigh/EphB4 陽性骨特異的血管の増加や血管腔の拡大、血管周囲の細胞群の変化

（αSMA 陽性細胞の出現）を大きく変えることを確認している。しかし、骨の血管に対する PTH/PTHrP

の作用を in vivo で詳細に解析した報告はなく、その細胞学的メカニズムは明らかとされていない。 

そこで、研究代表者は、これらのpreliminaryなデータを踏まえて、PTH/PTHrPは骨芽細胞系細胞だ

けに作用するのではなく、骨特異的血管にも作用すること、さらに、PTH/PTHrP はそのような血管系細

胞を介して骨芽細胞系細胞に作用するといった「骨血管連関」が存在することを推察し、本研究を展開

することとした。 

 
 
２．研究の目的 
 
骨リモデリング（骨改造）は健常な骨において絶えず誘導されているが、その細胞学的基盤は破骨細

胞と骨芽細胞系細胞とのカップリングに依存している。そのことから、PTH 間歇投与による骨形成亢進も、

この機序に基づき説明されてきた。ところが、「骨特異的血管の発見と骨血管連関の可能性」、さらには、

研究代表者の予備実験に基づく「PTH が骨特異的血管にも作用を及ぼす可能性」から、PTH 間歇投

与による骨形成亢進には、従来のカップリング機構だけでなく、骨特異的血管（骨血管連関）が大きく寄

与する可能性が強く示唆される。 

これらの考察をもとに、本研究では、1)PTH/PTHrP による CD31high/endomucinhigh骨特異的血管に対

する作用（骨特異的血管の血管新生、血管腔の変化、pericyte・血管平滑筋細胞などの周囲細胞の分

布）、2)PTH/PTHrP が作用した骨特異的血管が周囲の骨芽細胞系細胞/骨髄間質細胞（CAR 細胞、

telocyte を含む）などの細胞群に対する作用（骨血管連関）を解明することで、「骨特異的血管における

PTH/PTHrP の新規作用」という新しい観点の研究を展開する。 

 
 
３．研究の方法 
 

生後６週齢雄性 C57BL/6J マウスに溶媒（生理食塩水、コントロール群、N＝6）または human PTH[1-

34]（20µg/kg/day、PTH 投与群、N＝6）を 1 日 2 回（12 時間毎）の頻度で 14 日間にわたり腹腔内投与

した。PTH投与後、マウスを 4％パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固定を施した後、右側大腿骨・胸大

動脈・肝臓・腎臓を組織解析サンプルとして採取した。右側大腿骨は 10％EDTA 溶液にて 1 か月脱灰

した後、また、その他の臓器は脱灰操作を行わずに、アルコール脱水およびパラフィン包埋を行った。

厚さ 5µm のパラフィン切片を作成し、各種組織化学解析に供した。また、左側大腿骨は、4.13％EDTA

溶液にて 2 か月間脱灰した後、オスミウム後固定を行い、アセトン脱水およびエポキシ樹脂包埋を行っ 



た。準超薄樹脂切片を作成し、toluidine blue 染色を施す一方、超薄切片は、クエン酸鉛と酢酸ウラニル

による電子染色後透過型電子顕微鏡観察に供した。一方、左側脛骨からは、total RNA を抽出し、逆転

写反応による cDNA 合成後、RT-PCR および real-timePCR 解析に供した。具体的な解析項目を以下

に示す。 

 

(1) 免疫組織化学（endomucin, smooth muscle actin: SMA, ephrinB2, EphB4, tissue non-specific 
Alkaline Phosohatase: TNALP, c-kit, PTH/PTHrP receptor, VEGF, Flk-1：VEGF 受容体 2） 

(2) toluidine blue 染色（準超薄切片） 

(3) 透過型電子顕微鏡観察（超薄切片） 

(4) RT-PCR、real-timePCR 法による遺伝子発現解析（Endomucin, sma, Ephrinb2, Ephb4, Pthr） 
(5) 血管の管腔径（長径・短径）、血管の管腔面積、EphB4 陽性血管数、-SMA 陽性血管数、
endomucin 陽性血管数、ALP 陽性細胞面積（組織量比）、骨芽細胞面（骨面比）、VEGF 陽性細胞面積

（組織量比）の計測、および、t 検定による統計解析 
 
 
４．研究成果 

 

(1) PTH 間歇投与による骨特異的血管および血管周囲細胞の変化（骨組織） 

生後６週齢マウスに溶媒を投与した control 群、および、human PTH[1-34]を投与した PTH投与群の

大腿骨遠位骨幹端部を観察すると、PTH 投与群では、endomucin 陽性血管の数が増加しており、血管

の管腔径（長径）や管腔面積が有意に増加していた。また、SMA陽性血管平滑筋細胞で取り囲まれた
血管（動静脈）が増加するとともに、endomucin 陽性血管の周囲に多数のSMA 陽性 stromal 細胞が観
察された（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

動脈系血管内皮細胞が発現する膜蛋白である

ephrin B2 と静脈系血管内皮細胞が発現するEphB4は、

骨芽細胞と破骨細胞のカップリングファクターとしても

知られていることから、骨特異的血管および血管周囲

細胞における ephrin B2 と EphB4 の局在を検索した。

その結果、control 群、PTH 投与群いずれにおいても、

endomucin陽性血管がEphB4陽性反応を示していた。

一方、ephrin B2 陽性反応は、control 群では、おもに

骨表面の骨芽細胞に認められるのに対し、PTH 投与

群では、骨芽細胞のみならず血管周囲のSMA 陽性
細胞にも観察された（図２）。また、これら免疫染色像と

矛盾なく、PTH 投与群では、control 群と比較して、

Endomucin, sma, Ephrinb2, Ephb4 の遺伝子発現が
有意に上昇していた。 

図１： control および PTH 間歇投与マウス骨組織における endomucin 免疫染色像（a, b、茶
色）と、endomucin/αSMA 二重染色像（c, d、endomucin: 青紫色、αSMA: 茶色）を示す。 

図２： control および PTH 間歇投与マウ
ス骨組織におけるαSMA/ephrinB2 二重
染色像を示す（αSMA: 赤色、ephrinB2: 
緑色、核: 青色） 



PTH 投与により増加した血管周囲の αSMA 陽性細胞に注目して解析を行うと、これら αSMA 陽性

細胞は、骨芽細胞系細胞のマーカーである TNALP 陽性を示す一方、未分化間葉系細胞のマーカー

であるc-kit陽性反応を示していた（図３a-d）。これらのことから、PTHを間歇投与すると、血管周囲に未

分化間葉系細胞が増加すること、また、その一部は骨芽細胞系細胞へ分化しつつある可能性が推測さ

れた。同部位の微細構造観察を行うと、PTH 投与群では、骨表面の骨芽細胞と血管の間を埋めるよう

に、多数の stromal 細胞が局在し、これらの多くは細胞内小器官を発達させていた。このような stromal

細胞は、細胞突起を伸ばし、周囲の間質細胞や骨芽細胞と細胞間接触をしていた。一方、一部の

stromal 細胞は長い細胞突起を伸ばした紡錘形の外形を示しており、様々な微細構造を呈する細胞が

局在すると推測された（図3e-h）。さらに、PTH投与群の骨組織では、Pthr遺伝子の発現が有意に上昇

するとともに、骨芽細胞や血管内皮細胞および血管周囲細胞で、PTH 受容体や VEGF、Flk-1（VEGF

受容体 2）の陽性反応が認められたことから、これら細胞群が骨特異的血管数増加に寄与しているもの

と推測された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上より、PTH 間歇投与は、骨特異的血管の数や管腔径を増加させるとともに、血管周囲に局在する

αSMA 陽性細胞の増殖を促進すること、また、αSMA 陽性細胞は血管平滑筋細胞や骨芽細胞系細胞

へと分化する可能性が示唆された。 

これら研究成果は、Calcified Tissue International 誌 108 巻 3 号（391-406 頁）に掲載された。 
 

(2) PTH 間歇投与による骨特異的血管および血管周囲細胞の変化（骨組織以外の臓器） 

骨特異的血管のマーカーである endomucin は、

骨組織以外の肝臓や腎臓、肺などの全身の様々な

組織の血管でも認められるとの報告がある。このこと

から、PTH の血管や血管周囲細胞への影響は骨

組織特異的であるのか、あるいは、骨組織以外の

臓器でも起こりえるのか検討を行った。その結果、

control マウス、PTH 間歇投与マウスの両方で、腎

臓の糸球体や尿細管周囲毛細血管、肝臓の中心

静脈、洞様毛細血管、大動脈の血管内皮細胞の一

部で endomucin 陽性反応が認められた。また、α

SMA陽性反応は、腎臓のいくつかの動静脈や大動

脈中膜で認められる。しかし、いずれの臓器におい

ても endomucin 陽性血管の周囲に、αSMA陽性細

胞は認められなかった（図４）。このことから、αSMA

陽性血管周囲 stromal 細胞の増殖には、血管内皮

細胞のみならず血管周囲の微細環境が寄与する

可能性があると考えられ、今後さらなる検討が必要

であると考えられた。本研究成果は、Journal of Oral 

Biosciences 誌に掲載予定である。 

図３： control および PTH 間歇投与マウス骨組織における TNALP/αSMA 二
重染色像（a, b、TNALP: 青紫色、αSMA: 茶色）、c-kit 免疫染色像（c, d、茶
色）、PTH 投与マウス血管周囲細胞の透過型電子顕微鏡像を示す。 

図４： control および PTH 間歇投与マウス腎
臓・肝臓・大動脈における endomucin 免疫染
色像（茶色）と、αSMA 免疫染色像（茶色）を
示す。 
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