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研究成果の概要（和文）：骨細胞は分化する際に、立方体の骨芽細胞から、ダイナミックな形態

変化を引き起こして、突起を持った星状の骨細胞に形態変化を起こす。この突起によるネット

ワークの状態の詳細は未だ解明されていない。そこで本研究では、実験動物として汎用性の高

いマウスの骨中の骨細胞ネットワークとその機能をとらえ、他の種とも比較し、骨細胞の機能

の一部を解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Bone cells exhibit dynamic changes in their morphologies and 
differentiate from cuboidal osteoblasts into stellate osteocytes with dendritic 
processes. Detailed  state of the dendritic network is yet to be elucidated. Therefore 
in this study, we clarified a part of osteocyte functions by capturing osteocyte network 
and function in bone of mice, a commonly used model-animal, and also by comparing mice 
with another species. 
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１．研究開始当初の背景 

骨細胞は骨芽細胞から分化する際に形態変

化を引き起こして突起によるネットワーク

を形成する。この突起によるネットワークが

骨に対するメカニカルストレスを感知し、骨

代謝を制御していると言われているが、その

役割や状態の詳細は未だ解明されていない。

そこで本研究では、骨組織中の骨細胞ネット

ワークが、変化するコミュニケーションを持

つかどうかを３次元的に解明することを目

的としている。しかしながら、これまで骨細

胞は周囲を硬い骨基質中で覆われているた

め、その３次元構造を観察することさえ困難
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であった。そのため、骨組織中の骨細胞の突

起によるネットワークが本当に変化するか

どうかは、未だ解明されておらず不明である。

我々の研究グループは、骨細胞がアクチン線

維に富んでいることに注目し、ニワトリの骨

組織中の骨細胞、骨芽細胞のアクチン線維を

蛍光色素と共焦点レーザー顕微鏡を用いて

３次元構築し、形態計測する方法を考案した

(Bone, Sugawara et al, 2005)。しかしなが

ら、この手法はニワトリ頭蓋骨のみで使用で

きる技術であったため、実験動物として普及

している遺伝子改変マウスなどにも応用で

きるように、マウスで骨中の骨細胞を可視で

きるように研究するに至った。過去の報告で

は実際のマウス骨中骨細胞の３次元形態計

測を行った報告はない。さらに、ほとんど詳

細の知られていない骨中骨細胞の機能を探

るために、生きた状態での骨細胞のコミュニ

ケーションも調べることとした。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は骨組織中の骨細胞のネット

ワークについて検討するために、今後の実験

の汎用性の高いマウスの骨中骨細胞の形態

を観察する。さらに、これまで報告がなかっ

たマウス骨細胞の３次元形態計測を行う。本

研究ではその詳細を明らかにし、種差につい

ても検討をすることが目的である。また、骨

細胞は堅い骨基質中でコミュニケーション

を維持するためにギャップジャンクション

結合によりネットワークを築いている。そこ

で本研究では骨細胞ネットワークの機能の

一つとして生きた骨での細胞間コミュニケ

ーションも明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（１）マウスおよびニワトリ胚頭蓋骨からの

骨片採取と準備 

胎生１４日齢（E14）、出生直後（P0）のニワ

トリ胚頭蓋骨および胎生１５日齢（E15）、出

生直後（P 0）のマウス胚頭蓋骨から頭蓋骨

を採取し、骨膜を取り除いた後トリミングす

る。骨片を Alizarin red と Alcian blue で

染色する。固定は９５％ethanol で行った。 

 

（２）切片作成 

E14 および E16 のニワトリおよび E15 と E17

マウス後頭骨を取り出し、４％パラホルムア

ルデヒドで固定する。その後、methyl 

methacrylate (MMA)で包埋を行い、６マイク

ロで切片を作製する。切片は Villanueva 

Goldner 染色する。 

 

（３）蛍光染色および共焦点レーザー顕微鏡

による観察 

ニワトリおよびマウス胚頭蓋骨切片を３％

パラホルムアルデヒドで固定し、Texas red 

Phalloidin にて染色を行った。包埋後、共焦

点レーザー顕微鏡にて 0.3μm ごとに表層か

ら観察した。 

 

（４）３次元構築と形態解析 

 共焦点レーザー顕微鏡から得られた画像

を三次元構築し、骨細胞細胞突起の数、密度

などを解析する。また、骨細胞の突起の長さ

を計測し、骨細胞の表面積および体積を計測

した。また共焦点レーザー顕微鏡によるキャ

リブレーションを行い、補正を行った。また、

すべてのデータから骨細胞一つ当たりの計

測値を算出した。 

 

（５）FRAP 解析 

16 週齢ニワトリ胚頭蓋骨およびマウス胚頭

蓋骨に蛍光色素を取り込ませ、１分ごとに蛍

光色素退縮を計測した。フォトブリーチング

後の蛍光回復をパーセンテージであらわし

た。 



 

 

 

（６）統計解析 

 すべての結果はノンパラメトリック法であ

るマンホイットニーUテストにより統計処理

した。 

 
４．研究成果 

１）ニワトリとマウス頭蓋骨の石灰化の過程

観察 

ニワトリおよびマウス頭蓋骨をアリザリン

レッドとアルシアンブルーで染色した。図の

a-c はニワトリの骨を示し、d-f はマウスの

骨を示す。 

 

上記図の a は E14、b は E16、ｃは P0、ｄは

E15、e は E15、ｆは E16、ｇは P0 である (Bar 

in a = 5mm, d = 1mm,矢頭は後頭骨を示す。) 

ニワトリ胚頭蓋骨は E14ではまだ石灰化して

おらず、E16 でほぼ石灰化している。一方マ

ウス胚頭蓋骨は E15でまだ石灰化しておらず、

E17 で石灰化がほぼ完了していた。 

 

上記の図は Villaneueva-Goldner染色像を示

す。a（E14）, b（E16）はニワトリ後頭骨の

切片像で、c (E15), d(E17)はマウス後頭骨

の切片像である。赤色で染色されているとこ

ろが類骨で、緑色で染色されている所が石灰

化骨である。E14 ニワトリと E15 マウスでは

ほとんどが類骨であるが、E16ニワトリと E17

マウスではつい骨領域が減り、石灰化領域が

増えた。そこで E16 ニワトリと E17 マウスで

骨細胞のネットワークを比較した。 

 

（２）ニワトリとマウス後頭骨での三次元骨

細胞ネットワークの観察 

 

ニワトリおよびマウスの後頭骨中の骨細胞

ネットワークの三次元構築像を上記に示す。

a はニワトリ後頭骨中の三次元骨細胞ネット

ワークで、ｂはマウス後頭骨中の三次元骨細

胞ネットワークである。骨細胞は双方とも多

数の突起をもった楕円形の細胞である。細胞

間距離はニワトリが 23.5 ± 6.1 μmでマウ

スが 39.6 ± 11.6 μm であり、ニワトリの

方が距離は短かった（P<0.05）。一つの骨細

胞あたりの突起の数はニワトリが 52.7 ± 

6.4 本でマウスが 49.7 ± 9.7 本であり、有

意差は認められなかった。一つの骨細胞が占

める骨基質の領域はニワトリが 4,691 ± 

935 μm3 でマウスが 10,665 ± 1,510μm3 あ

り、ニワトリの方が小さかった（P<0.05）。 

 

（３）骨基質中の骨細胞の形態計測解析 

骨基質 1μm3 あたりの骨細胞突起の長さは、

ニワトリで 0.24 ± 0.03μm、マウスで 0.25 

± 0.06μm であった。また骨基質 1μm3あた

りの細胞表面積はニワトリ0.24 ± 0.08μm2、

マウス 0.25 ± 0.06μm2 と有意差は認めら

れなかった。また骨基質中に占める骨細胞の

体積はニワトリ 9.71 ± 1.92%、マウス 12.5 

± 1.97%であった。 

 

（４）骨細胞一つ当たりの突起の長さ、細胞

表面積、細胞体積について 



 

 

 

 上記に示すようにすべての値でマウスの

骨細胞の形態計測値がニワトリの骨細胞の

形態計測地よりも大きかった。 

 

（５）後頭骨中の FRAP 解析 

 

a はニワトリ後頭骨中の骨細胞を蛍光標識し

たもの、b はニワトリ後頭骨の DIC 像、c は

a, b を重ね合わせたものである。dはマウス

後頭骨中の骨細胞を蛍光標識したもの、e は

マウス後頭骨の DIC 像、fは d, e を重ね合わ

せたものである。蛍光標識された骨細胞が

DIC 像で観察されている骨小腔に一致して存

在していることが分かる。 

 

FRAP 解析はニワトリとマウスの後頭骨にお

ける骨細胞の機能的なギャップジャンクシ

ョンを調べるために行った。 

ｇはニワトリ後頭骨中の骨細胞の FRAP 解析

の結果の像である。また、ｈはマウス後頭骨

中の骨細胞の FRAP 解析の結果の像である。

それぞれのイメージはフォトブリーチング

後の１，３，５分後の蛍光回復を示している。 

 

最初の４分間の蛍光回復においてニワトリ

とマウスの違いはなかったが、５分後の蛍光

回復度はニワトリの方が高かった（ニワトリ

49.0 ± 2.4%、マウス 39.9 ± 2.4%）。 

 一連の実験では異なる種における三次元

骨細胞ネットワークの形態および細胞間コ

ミュニケーションについて、同じ年齢グルー

プに統一して比較を行った。これまでの報告

では、種間の違いは２次元の形態計測のデー

タであり、また年齢も統一されておらず、そ

の比較が困難であった。 

 本研究からニワトリとマウスの骨細胞の形

は似ているが、その大きさや密度などは異な

っていることが分かった。また大きさもマウ

スの方が約２倍大きいが、骨細胞突起の密度

は変わらなかった。またFRAP解析の結果から

も、早期の蛍光回復はほとんど変化なかった

が、５分後はニワトリで５０％、マウスで４

０％の回復率であった。この細胞間コミュニ

ケーションはギャップジャンクションを介す

る機能と関連があり、骨のリモデリングなど

と密接に関与しているといわれていることか

ら、機能の一部を解明した。今後様々な種や

遺伝子改変動物の骨細胞の機能についても知

るための一助になると考えられる。 
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