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研究成果の概要（和文）：本研究は共培養システムを用いて骨と神経との生理的な相互作用の

解明を目的に施行した。マウス骨芽細胞のメカニカルストレス（MS）により、骨芽細胞から

神経細胞へ直接的に求心性情報が伝達されることが明らかになった。形態的に神経軸索から突

起が伸び骨芽細胞の細胞膜へ接着していることが観察され、求心性伝達を遂行するシナプス様

の構造が示唆された。この伝達は加齢により変化し、サテライト細胞により調節されているこ

とが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： The aim of the present study was to investigate the sensory mechanism from 

osteoblasts to sensory neurons in co-culture system using MS of osteoblasts. The result indicated that 

MS of the osteoblast elicited afferent P2X receptor-mediated purinergic transmission to sensory neurons 

in all stages of a mouse development. Ultrastructural observation of the contact between the neurite and 

the osteoblast supported this finding. This afferent transmission varied with aging. Satellite cells may 

have protective actions on sensory neurons and could modulate this transmission. 
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１．研究開始当初の背景 
頚部痛や腰痛などの運動器疾患は、最も多

くの国民が感じている痛みの症状であり、一
時的な急性疼痛にとどまらず慢性疼痛を呈
しやすい疾患である。慢性痛は生物学的（物
理的、構造的）損傷だけでは説明がつかず、
心理的・社会的要因が症状の発症・維持・悪
化に関与している多様な臨床症候群として

捉えられている。すなわち、痛み体験は侵害
受容器からの入力だけでなく、情動体験も伴
い、視床下部の影響下にある自律神経と密接
な関係にあるといえる。 

運動器疾患に対する理学療法は、一般的に
骨関節へのメカニカルストレス（MS）をどの
ように調節して進めていくかが鍵となる。加
齢に伴う組織の変性は過剰な MS が主な原因
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であり、侵害性のストレスでなくとも繰り返
し加わることが変性を助長させる。しかし、
宇宙では身体に重力負荷がかからず筋や骨
の運動器は非常に脆弱となることが知られ
ており、運動器の機能維持には適切な MS が
必要である。 

理学療法における徒手的治療は、骨関節の
位置異常の修正を行なう一種の MS を与える
治療法である。徒手的治療は交感神経系に作
用し、疼痛を軽減させると考えられてきた
(Vincenzino et al.Manual Therapy, 1998.)。しか
し臨床研究では作用機序の解明は困難であ
る。 

 

２．研究の目的 

骨芽細胞と神経細胞との細胞間の生理的

な相互作用を解明することによって、骨関節

の MS が交感神経系に及ぼす影響を明らかに

する。さらに、臨床応用へと発展させ、疼痛

に関連した交感神経症状を改善する治療的対

応基盤の確立を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）骨芽細胞の MS による神経への求心性反
応 

①細胞培養 

新生仔マウス（0－5 日齢）、若年マウス（14

－18 日齢）および成熟マウス（2－3 ヶ月齢）
の胸腰椎より後根神経節を採取し、酵素処理
にて神経細胞を単離した。骨芽細胞は仔マウ
ス頭蓋冠より酵素処理にて細胞を単離した。
ガラス底培養皿に神経細胞を培養し 24 時間
後に骨芽細胞を加え共培養とした。共培養開
始 24 時間後の細胞を実験に用いた。 

 

②カルシウムイメージング 

共培養細胞に蛍光カルシウム指示薬 Flou- 

3AM を負荷した後、骨芽細胞に対し MS を加
えたときの細胞内カルシウム濃度変化を蛍
光顕微鏡下で観察して細胞間相互作用を検
証した。MS としてガラスミクロピペットを
単一の骨芽細胞に押し付けて直接物理的に
刺激した。実験中は摂氏 35 度に維持した
HEPES 緩衝液を 2ml/分で灌流した。 

 

（2）骨芽細胞と神経細胞間の形態的分析 

ガラスチャンバースライドに骨芽細胞と
神経細胞を共培養し、カルシウムイメージン
グにて反応が確認できた細胞を試料に用い
た。グルタールアルデヒド溶液で前固定、1%

四酸化オスミウム液で後固定ののち脱水し、
エポック 812 樹脂に包埋した後、超薄切片を
作製し、H-7650 透過型電子顕微鏡で形態的に
分析した。 

 

（3）求心性反応のメカニズムの解明 

①骨芽細胞のカルシウムチャネルの同定 

骨芽細胞から神経細胞への求心性反応の
メカニズムを明らかにするため、MS による
骨芽細胞の反応について伸展活性化（または
機械受容）カルシウムチャネルブロッカー
（ガドリニウム）を用いて検証した。骨芽細
胞を 2 回刺激し、2 回目の刺激に先立ち灌流
液にブロッカーを投与した。1 回目の反応を
100％としたときの 2 回目の反応の割合を比
較した。 

 

②ATP 伝達阻害剤による検証 

骨芽細胞から神経への求心性反応に対す
る ATP の関与を調べるために、ATP 伝達阻害
剤を用いて検証した。伝達に関与する受容体
を調べるために非選択的 P2 受容体阻害剤で
あるスラミン、さらに選択的 P2X 阻害剤
PPADS を用いて①と同様に実験した。また
ATP 分解酵素 Apyrase の効果についても検証
した。 

 

（4）発達段階における後根神経節細胞の形
態および反応の変化 

①サテライト細胞の同定と混在率の変化 

神経の培養に混在する神経以外の細胞が
サテライト細胞であることを免疫細胞染色
により確認した。細胞を 4%パラホルムアル
デヒド・リン酸緩衝液で 10 分固定、Triton 処
理ののち 10% ヤギ血清 PBS溶液で 30分間ブ
ロッキングした。1 次抗体として抗 GFAP 抗
体、抗ニューロフィラメント抗体を使用した。 

また実験視野におけるサテライト細胞数
を神経細胞体数に対する混在細胞数を求め、
各発達段階で比較した。 

 

②各発達段階における求心性反応の変化 

 骨芽細胞の MS に対する神経の求心性反応
の正常反応の出現率を各発達段階で比較し
た。 

 

（5）サテライト細胞の役割の検証 

①サテライト細胞除去による解析 

神経細胞と共存しているサテライト細胞
を除去するため、ノンコート皿に３時間培養
し、神経細胞とサテライト細胞の接着性の違
いを利用して両細胞を分離した。その後、骨
芽細胞と共培養して実験（1）と同様に解析
を行った。 

②GABAA受容体阻害剤による検証 

新生マウスの神経細胞と骨芽細胞を共培
養した細胞を用いて、GABAA 受容体阻害剤
ビククリンの効果を検証した。骨芽細胞を 2

回刺激し、2 回目の刺激に先立ち灌流液に阻
害剤を投与した。 

 

４．研究成果 

 （１）骨芽細胞と知覚神経系細胞との相互
作用 



骨芽細胞を刺激すると、直後に刺激された
骨芽細胞内のカルシウム濃度の上昇が見ら
れた。ついでこの骨芽細胞に軸索を伸ばして
いる神経軸索のカルシウム濃度の上昇反応
が観察され、骨芽-神経間に求心性の反応が起
こることを認めた（図１）。 

 

図 1．骨芽細胞の機械的刺激による神経細胞
のカルシウム濃度の経時的変化 

 

（２）骨芽細胞と神経細胞間の形態的分析 

生理実験にて求心性反応がみられた細胞を
電子顕微鏡にて観察した結果、神経軸索から
突起がのび骨芽細胞の細胞膜へ接着してい
ることが観察された（図２）。求心性伝達を
遂行するシナプス様の構造が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．骨芽細胞と神経軸索の接着 

 

（３）求心性反応のメカニズムの解明 

①骨芽細胞のカルシウムチャネルの同定 

伸展活性化（または機械受容）カルシウム

チャネルブロッカー存在下では何も投与し
ない時に比べ骨芽細胞の反応は有意に減少
した（図３）。この結果から MS に対する骨芽
細胞の反応には伸展活性化または機械受容
カルシウムチャネルが関与していることが
示唆された。 

 

図 3．機械的刺激を加えた骨芽細胞の反応
に対するカルシウムチャネルブロッカーの
効果 

 

②ATP 伝達阻害剤による検証 

非選択的 P2 受容体阻害剤であるスラミン、 

選択的 P2X 阻害剤 PPADS いずれの場合にお
いても神経の反応のみが消失した（図４）。
ATP分解酵素アピラーゼの投与によっても神
経軸索の反応のみが消失した。以上の結果か
ら骨芽細胞から神経細胞への求心性情報伝
達に ATP が関与していることが示唆された
（図４）。 

 

図 4．細胞の反応に対する P2X 阻害剤 PPADS

の効果 

 

（４）発達段階における神経細胞の形態およ
び反応の変化 

①サテライト細胞の同定と混在率の変化 

神経細胞に混在する細胞は免疫細胞染色
により GFAP 陽性 であることからサテラ
イト細胞と判定した。このサテライト細胞の



混在率は新生マウス、若年マウス、成熟マウ
スと発達段階が進むにつれて有意に減少し
ていた（図５）。 

 

図 5．各発達段階によるサテライト混在率 
 
②各発達段階における求心性反応の変化 

骨芽細胞の MS に対して神経が単一の反応
を示す正常反応の出現率を各発達段階で比
較すると、成長に伴い減少傾向を示した（図
６）。 

 

 

図 6．各発達段階における神経細胞の正常反
応率 

 

（５）サテライト細胞の役割 

 

①サテライト細胞除去による解析 

新生マウスの神経細胞ではサテライト細
胞を除去すると、カルシウム濃度上昇が大き
くなりなおかつ繰り返しおこる（Phasic-type）
異常反応が全視野の４０％以上の視野に観
察された。持続的なカルシウム濃度上昇反応
を示す Tonic type の異常反応も２０％生じた。
異常反応がほとんど見られなかった新生マ
ウスにおいて、サテライト細胞除去により両
タイプ合わせて６０％以上の視野に異常反
応がみられた（図 7）。 

 

図 7．サテライト細胞除去後にみられる神経
細胞の異常反応 
 
②GABAA受容体阻害剤による検証 

幼若マウス神経細胞の求心性反応は、
GABAA 受容体阻害剤であるビククリン投与
により正常反応出現率が低下した。幼若マウ
ス神経細胞に混在するサテライト細胞は
GABAA 受容体を介してこの求心性情報伝達
における保護作用を有していることが示唆
された。 

 

これらの結果から、骨芽細胞の機械的刺激
により、骨芽細胞から神経細胞へ直接的に求
心性情報が伝達されることが明らかになっ
た。そして、この伝達は加齢により変化し、
サテライト細胞により調節されていること
が示唆された。これらの結果は加齢に伴う神
経系の機能低下がメカニカルストレスの受
容に影響を与え、骨形成能力や疼痛閾値に変
化を与えている可能性が考えられ、理学療法
介入における基盤となりうる成果である。 

今後は効果的な理学療法介入の確立に向
け、本研究において着手できなかった骨以外
の関節構成細胞および in vivoでの検討をさら
に進めていく予定である。 
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