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研究成果の概要（和文）： 

 

ラットを用いて感覚神経の機能を抑制し、骨修復を検討した。ラット頭頂骨に規格化した骨欠

損を作製し、Capsaicin を投与した実験群と投与しない対照群との間で、経時的な修復骨量を

X 線画像により、また骨形成と骨吸収の活動性をオステオカルシンとカテプシン K の mRNA

発現により、それぞれ定量的に解析し比較検討した。本研究で、感覚神経が骨修復過程におい

て、リモデリングの制御に関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
We investigated bone repair in sensory-denervated rats. Nine-week-old male Wistar rats 
received subcutaneous injections of capsaicin to denervate sensory neurons. Rats treated 
with the same amount of vehicle served as controls. A standardized bone defect was created 
on the parietal bone. We measured the amount of repaired bone with quantitative 
radiographic analysis and the mRNA expressions of osteocalcin and cathepsin K with 
real-time PCR. The results suggested that capsaicin-induced sensory denervation affects 
the bone defect repair and remodeling. 
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１．研究開始当初の背景 

 

骨は、一生を通して骨形成と骨吸収から成
るリモデリング（改造）を繰り返す。骨修復
においては、新生骨はリモデリングの結果と
して形成される。骨には感覚神経が豊富に分
布 し 、 感覚 神 経終 末か ら 放出 さ れる
Substance P や calcitonin gene-related 

peptide(CGRP)は骨のリモデリングに関与
することが報告されている。従来、ラットの
実験的な骨折、骨欠損あるいは抜歯窩を利用
し た 研 究で は 、骨 修復 領 域に お ける
SubstancePや CGRPを含む神経線維の密な
分布が報告され、皮膚においては感覚神経が
創傷治癒に促進的な役割を演じることが示
されている。本研究の開始当初では、感覚神
経の骨修復における関与が想定されたが、そ
の役割の詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

 

トウガラシの主成分である Capsaicin を投
与すると、知覚麻痺を起こすことから、ラッ
トを利用した感覚神経遮断の実験系におい
てCapsaicin が利用されている。本研究では、
ラットにCapsaicin を投与して感覚神経の機
能を抑制し、骨修復について検討することを
目的とした。具体的には、ラット頭頂骨に規
格化した骨欠損を作製し、Capsaicin を投与
した実験群と投与しない対照群との間で、経
時的な修復骨量をX線画像により定量的に解
析し、比較検討した。また、骨修復過程にお
いて、Capsaicin を投与した実験群と投与し
ない対照群との間で、骨芽細胞のマーカーで
あるオステオカルシンと破骨細胞のマーカ
ーであるカテプシン K の mRNA の発現を
real-time PCR 法を用いて定量的に解析し、
比較検討した。 

 

３．研究の方法 

 
（1）実験動物 

実験動物の取り扱いについては、東北大学
における動物実験に関する指針に則った。生
後 9週齢 Wistar系雄性ラット（体重 190－240
ｇ）を用い、実験期間中はラット用固形飼料
および水にて飼育した。 
 
（2）Capsaicin投与 

Capsaicin（Sigma, St Louis, MO, USA）
を tween80、エタノール、生理食塩水を 1：1：
8の割合で混合した溶媒に溶解し、投与用
Capsaicin溶液（10mg/ml）とした。生後 9週
齢雄性ラットをエーテル吸入麻酔後、ペント
バルビタール（40mg/kg）を腹腔内に注射し、
全身麻酔を施した。同時に、Capsaicin投与

によって引き起こされる呼吸困難を抑制す
る目的で、アトロピン（0.2mg/kg）を腹腔内
に注射した。アトロピン投与の 15分後に実
験群ではラットの背側脊柱上に Capsaicin溶
液を皮下投与した。Capsaicin投与は 2日間
に渡り、1日目の午前に 25mg/kg、午後に
50mg/kg、2日目の午前に 50mg/kgをそれぞれ
投与した。対照群では同様の方法で溶媒のみ
を投与した。Capsaicin投与の効果は
eye-wiping testにより確認した。 
 
（3）手術操作 
Capsaicin溶液または溶媒のみを投与し 1

週間飼育後、ラット頭頂骨に以下の操作で規
格化骨欠損を作製した。エーテル吸入麻酔後、
ペントバルビタール（40 mg/kg）を腹腔内に
注射し全身麻酔を施した。両側側頭線に沿っ
て約 15mmの皮膚切開を加え、皮膚のフラッ
プを翻転した。同様の切開を骨膜に加え、骨
膜のフラップを翻転し、頭頂骨を露出させた。
右側頭頂骨に直径 3.8mmのトレフィンバーを
用いて、生理食塩水注水下に、骨を貫通する
規格化骨欠損を作製した。この際、背側矢状
静脈洞と硬膜を傷つけないよう注意した。骨
膜と皮膚のフラップを復位後縫合した。 
 
 (4) 組織切片の作成 
術後、2週、4週、6週後に、4％パラホル

ムアルデヒド―0.5%グルタールアルデヒド
にて灌流固定を行った。頭頂骨を摘出し、同
固定液で浸漬固定した(overnight,4℃)。試
料は 10％EDTAで脱灰(4-6週,4℃)し、上昇ア
ルコール系列で脱水後、パラフィン包埋した。
前頭断方向に連続切片(5μm)を作製し、
Hematoxylin-Eosin染色を施した。 
 
（5）X線画像解析 
術後、2週、4週、6週でラットを各期間、

対照群と実験群で各 6匹、計 36匹用いた。
固定後摘出した頭頂骨を軟 X線装置を用い規
格化した条件（20kV, 5mA, 1min）で撮影し
た。撮影された X線フィルムを現像し、スキ
ャナーで読み込んだ。規格化骨欠損内の X線
不透過性領域の面積を規格化骨欠損部に形
成された修復骨量の値とし、Scion Image 
ver.4.03（Scion corp. Frederick, MD, USA）
を用いて二次元的に計測した。 
 
（6）RNA抽出および逆転写反応 
術後、1週、2週、3週、4週、6週でラッ

トを、対照群と実験群で各 6匹、計 60匹用
いた。3.8ｍｍの規格化骨欠損内に形成され
た新生骨を含めた組織を摘出後、速やかに破
砕し、1mlの QIAzol Lysis Reagent(QIAGEN, 
Hilden, Germany)の中に溶解してホモゲナイ
ズした後、RNeasy Lipid Tissue Mini 
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Kit(QIAGEN)を用いて total RNAを抽出した。 
各時点で抽出した total RNA から、randam 
primer(Invitrogen;Carlsbad,CA, 
USA)、逆転写酵素(Super ScriptⅡ, 
Invitrogen,200U/μg RNA)を用いて cDNAを
合成した。 
 
(7) real-time PCR 
合成したｃDNAは 100倍希釈して

real-time PCRに用いた。LightCycler 
1.5(Roche, Mannheim, Germany)を用い、
LightCycler software version 3.5にてオス
テオカルシンとカテプシン Kについて分析を
行った。PCR反応は以下のプログラムにて行
った。 
プログラム 1(変性);1 cycle:95℃ 10min 
プログラム 2(増幅);40 cycle:95℃ 10s,62℃ 
10s,72℃ 6s 
 
（8）統計処理 
統計学的解析には SPSS 16.0J for Windows
（SPSS Japan Inc., Tokyo, Japan）を用い
た。X線画像解析の結果については、対照群
と実験群のそれぞれに対して Kruskal Wallis
検定を施行し、有意水準は 5％未満（p<0.05） 
とした。Kruskal Wallis検定にて群内に有意
差が認められた場合は、さらに Mann-Whitney
の U検定を施行して Bonferroni補正を行い、
有意水準 1.6％未満（p<0.016）で検討した。
また、各週における対照群と実験群との 2群
比較は Mann-Whitneyの U検定にて行い、有
意水準 5％未満（p＜0.05）で検討した。計測
した修復骨量のばらつきを比較する目的で、
各週における修復骨量の平均値と標準偏差
（SD）から変動係数を算出し、対照群と実験
群とで比較検討した。Real-time PCRの結果
については、各週における対照群と実験群と
の 2群比較は Mann-Whitneyの U検定にて行
い、有意水準 5％未満（p＜0.05）で検討した。 
 
４．研究成果 
 
（1）X線画像解析 

X 線画像解析による修復骨量の定量解析で、
Kruskal Wallis検定の結果、対照群、実験群
ともに有意差が認められたため（対照群：
p<0.001、実験群：p=0.03）、Mann-Whitneyの
U検定にて多重比較を施行して Bonferroni補
正を行った。対照群では、術後 2週と 4週と
の間、2 週と 6 週との間において修復骨量に
有意差が認められ（2 週と 4 週：p=0.002、2
週と 6週：p=0.002）、術後 4週と 6週との間
には有意差は認められなかった（p=0.26）。
実験群では、術後 2週と 6週の間に有意差が
認められ（p=0.009）、2 週と 4 週との間、4
週と 6週との間には統計学的に有意な差は認
められなかった（2週と 4週：p=0.394、4週

と 6週：p=0.169）。 
 術後各週における対照群と実験群の修復
骨量を 2群比較で、Mann-Whitneyの U検定に
て、どの週においても 2群の修復骨量に有意
差は認められなかった（2週：p=0.818、4週：
p=0.589、6週：p=0.894）。なお、術後各週に
おける修復骨量の変動係数を図 1 に示した。
変動係数は、どの週においても対照群より実
験群が大きかった。これは、実験群における
骨修復量のばらつきが対照群に比べて大き
いことを示す。また、実験群では、X 線画像
において、既存骨が吸収された部分と考えら
れる透過像が、術後 4週と 6週で見られた（図
2a）が、対照群では、既存の骨に透過像は見
られなかった（図 2b）。 
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 

 
 
 
（2）既存骨吸収部における組織像 
既存骨の透過像に相当する部分の組織像

の観察では、既存骨吸収部の骨表面に認めら
れる骨吸収窩に多核細胞が認められた(図 3) 
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図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（3）オステオカルシンとカテプシンKのmRNA
発現 
 
術後各週における対照群と実験群のオステ

オカルシンの mRNA発現を 2群比較した結果、
Mann-Whitneyの U検定にて、どの週において
も 2 群の mRNA 発現に有意差は認められなか
った（１週：p=0.699、2週：p=0.699、3週：
p=0.699、4 週：p=0.699、6 週：p=0.485）。
また、術後各週における対照群と実験群のカ
テプシン Kの mRNA発現を2群比較した結果、
Mann-Whitneyの U検定にて、どの週において
も 2 群の mRNA 発現に有意差は認められなか
った（１週：p=0.310、2週：p=0.937、3週：
p=0.485、4週：p=0.394、6週：p=0.589）。 
 
(4)考察・結論 
 

感覚神経を遮断する方法として感覚神経
切断が直接的な方法であるが、技術的に困難
であり、実験動物への負担も大きい。そこで
本研究では、感覚神経の機能を抑制するため
に Capsaicinを用いた。本研究では、三叉神
経支配を受ける頭頂骨に規格化した骨欠損
を作製し、その修復骨量を検討した。Eye 
wiping test は全身の痛覚を調べる指標とし
て用いられるが、特に三叉神経領域の痛覚を
調べるのに適しているとの報告があること
から、本研究では Capsaicinの効果を判定す
る目的で Eye wiping testを用いた。 
 本研究において、頭頂部に作製した規格化
骨欠損の修復骨量を X線画像解析により計測
し、対照群と実験群とで比較検討したところ、
修復骨量に有意差は認められなかった。しか
しながら、実験群の変動係数は対照群のもの
と比較して著しく大きく、どの週数において
も約 1.7 倍以上の値を示した（図１）。これ
は、Capsaicin の投与により、修復骨量の個
体差が大きくなることを意味している。この
ことから、感覚神経が機能しなくなることで、
修復における骨形成と骨吸収の正常なバラ
ンスが維持できなくなる可能性が考えられ

る。組織損傷時に感覚神経から局所に放出さ
れる SPや calcitonin gene-related peptide
（CGRP）などの神経伝達物質が、骨芽細胞や
破骨細胞に作用して骨形成や骨吸収に関与
するとの報告がある。また、骨芽細胞や破骨
細胞には SPや CGRPの受容体が存在すること
も報告されている。SPは骨芽細胞による骨形
成と、破骨細胞による骨吸収を促進するとい
う報告がある一方、SPが骨芽細胞の分化や骨
形成を抑制するという報告がある。また、
CGRPは骨形成を促進し、骨吸収を抑制するこ
とが報告されている。以上の報告と本研究の
結果を併せて考えると、感覚神経は SPやCGRP
などの神経伝達物質を介し、直接的にまたは
間接的に骨芽細胞や破骨細胞に作用し、骨形
成と骨吸収のバランスを制御していること
が示唆された。 
 本研究では、骨芽細胞のマーカーであるオ
ステオカルシンと破骨細胞のマーカーであ
るカテプシン K の mRNA 発現を定量したが、
実験群とコントロール群では有意差を認め
なかった。これは、規格化骨欠損部に分泌さ
れる主な骨基質タンパクと骨分解酵素はカ
プサイシン投与の影響を受けないことを示
す。しかし、X 線画像解析ではカプサイシン
投与群で骨形成量の個体差が大きくなるこ
とが示された。我々は、この結果の理由のひ
とつとして感覚神経が破骨細胞の局在へ影
響を与えている可能性を考えた。既存骨吸収
部に相当する骨表面の吸収窩に認められた
多核細胞は破骨細胞と考えられる。これはカ
プサイシン投与により感覚神経の機能を抑
制することで、不規則な骨吸収が行われるこ
とを示す。既存骨の吸収は正常な骨欠損修復
には見られない現象である。感覚神経の機能
を抑制することで正常な治癒が妨げられる
可能性が考えられる。 
  Offley らは成獣ラットへのカプサイシ
ン投与により骨密度と骨の強度の減少が引
き起こされると報告している。この結果は、
感覚神経が骨の石灰化に影響を与えている
可能性を示している。本研究では、規格化骨
欠損内の X線不透過性領域の面積を骨修復量
としており、X 線不透過性領域は石灰化領域
を反映しているため、石灰化が不十分な領域
は修復骨とみなされていない。このことから、
カプサイシン投与群では石灰化が障害され
ている可能性も否定できない。TNAP、NPP1、
DMP1、オステオポンチン、骨シアロタンパク
などの酵素や細胞外基質タンパクは骨の石
灰化に関与すると考えられている。感覚神経
の除神経を行った動物と感覚神経が正常な
動物との間で、骨修復時のこれらのｍRNA や
タンパク質の発現を比較することで、感覚神
経と骨の石灰化の関連を探究することがで
きるかもしれない。 
 本研究は、感覚神経が骨修復において、骨
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形成と骨吸収から成るリモデリングの制御
に関与していることを示唆したものであり、
骨修復研究における新たな知見を提供する
ものである。 
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三叉神経線維の形態に及ぼす影響。（加藤晶
子、中村 恵、越後成志、笹野泰之）第５１
回歯科基礎医学会学術大会 ２００９年９
月９日、１０日、新潟市 

 

(6) 同腹他個体ラット間の根未完成歯移植
における歯根伸長と歯周組織形成に関する
検討。（安藤浩二、中村 恵、伊奈慶典、佐々
木啓一、笹野泰之）第５１回歯科基礎医学会
学術大会 ２００９年９月１１日、新潟市 
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