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研究成果の概要（和文）：骨改造の前後に形成されたマウス下顎歯槽骨では、骨改造の痕跡を境

に浅層の新生骨と深層の既存骨との層板構造は異なり、phalloidin による骨細管ネットワーク

の観察はその断裂を示した。既存骨細胞は HIF-1α、HIF-2α、GLUT3、MCT2 の反応を示し

たが、新生骨の骨細胞には反応を認めなかった。既存骨細胞は骨改造による骨細管ネットワー

クの断裂から低酸素低栄養の苛酷な環境に陥り、これら輸送担体の発現により生存を維持して

いることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In alveolar bone of mouse mandibular bone, the structure of 
lamellar bone newly formed after bone remodeling was clearly different from that of older 
bone. It was observed by phalloidin staining that the network of bone canaliculi was not 
connected between the new bone and older bone. Osteocytes in the old bone showed positive 
staining of HIF-1α, HIF-2α, GLUT3 and MCT2, whereas those in the new bone was not 
stained. We conclude that osteocytes survive in a severe milieus through expression of 
HIFs, GLUTs and MCTs. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)石灰化基質環境に置かれている骨細胞は
酸素や栄養を供給する血管から遠く隔離さ
れ、きわめて苛酷な環境下で生存している
（Gross et al, J Appl Physiol 2001）。しかし、
現在までのところ骨細胞が苛酷な環境で生

存する分子機構は不明である。 
 
(2) 低酸素環境下では細胞は主にグルコース
などの単糖を解糖系で消費しエネルギーを
産生している。細胞膜で単糖輸送を担うグル
コ ー ス 輸 送 担 体 (glucose transporters, 
GLUTs)はヒトで 14 種類確認されており、
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GLUT１から GLUT５が広く研究されてい
る（ Joost & Thorens, Mol Membr Biol 
2001）。しかし、骨細胞における GLUT 発現
は報告されていない。 
 
(3) 一般に、細胞は乳酸・ピルビン酸・ケト
ン体などのモノカルボン酸も即時利用でき
るエネルギー源として利用している。その輸
送を担うのがモノカルボン酸輸送担体
(monocarboxylate transporters, MCTs)であ
り、現在までに 14 種類が確認されている
（Halestrap & Meredith, Eur J Physiol 
2004）。 
 
(4) GLUTsによる単糖輸送とMCTsによるモ
ノカルボン酸輸送は共に ATP を必要とせず、
輸送基質の濃度に依存する。しかしながら、
骨芽細胞の骨細胞への終末分化や骨改造に
伴う骨細管ネットワークの断裂の際に生じ
るであろう細胞外環境の変化に対して、どの
ようにグルコース輸送担体とモノカルボン
酸輸送担体の発現様式が変化し、骨細胞の生
存に寄与するか、まったく報告されていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 生体組織における GLUTs と MCTs の発
現状況を、下顎骨舌側において骨改造の前後
で免疫組織化学的に検討する。これにより、
各部位における骨細胞の染色性から、骨細胞
での GLUTs と MCTs の利用優位性を明らか
にする。 
 
(2) 骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）と骨
細胞様細胞（MLO-Y4 細胞）をコラーゲンゲ
ルコート上に播種し、大気環境と２％低酸素
環境で培養する。GLUTs と MCTs の mRNA
発現から、酸素環境の変化と GLUTs・MCTs
の発現の相関性を明らかにする。 
 
(3) 低グルコース培養条件下で上記細胞を培
養し、栄養環境の変化と GLUTs と MCTs の
発現を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス下顎骨の舌側では、下顎骨の成長
に伴い骨改造による骨添加が著しいことか
ら、同部位を観察部位とし、下顎骨の形成過
程と加齢における変化を検討する。パラフィ
ン切片を用いて、酵素抗体法による免疫組織
化学にて HIFs、GLUTs、MCTs の抗体でそ
の反応と局在性を検討する。 
 
(2) 骨芽細胞様細胞と骨細胞様細胞を用い、
その骨系細胞を低酸素分圧下あるいは低栄
養下で培養し、酸素環境の変化と GLUTs と
MCTs の発現誘導の相関性を検討する。 
 

４．研究成果 
(1) 24 週齢の成獣マウスでは、歯槽骨表面の
結合組織に毛細血管が観察され、骨改造の痕
跡を境に新生骨と既存骨の骨層板構造が異
なっていた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) この新生骨と既存骨の境（赤線）に、骨
細管ネットワークの断裂が骨改造と骨添加
によりもたらされ、さらに骨細管は新生骨で
表層へ向かい、既存骨では深層へ向かってい
ることが palloidin 染色により明らかとなっ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) HIF-1αと HIF-2αは新生骨の骨細胞に
はまったく反応がみられないのに対して、既
存骨の骨細胞では HIF-1αが強く、HIF-2α
が弱く観察された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) GLUTs は新生骨でみられず、より深層の
既存骨骨細胞で GLUT3 の強い反応を示した。 

 



(5) MCTs では、MCT2 の発現が既存骨骨細
胞にみられた。 

 
以上のように、既存骨骨細胞は骨改造による
骨細管ネットワークの断裂で過酷な環境で
生存するために、主に HIF-1、GLUT3、
MCT2 を強発現することが明らかとなった。 
 
(6) マウス頭蓋骨由来骨芽細胞は通常培
養条件（5% CO2 + 95%空気）下で 3 日
から 7 日間培養し、細胞数自体は増加し一
部にやや重層する部位がみられるが、この培
養期間では大きな特徴はなった。一方、
RT-PCR解析によるhypoxia-inducing factor 
(HIF)は発現し続け、glucose transporter 1 
(GLUT1) はユビキタスに発現したが、
GLUT3 はほとんど発現していなかった。こ
れは、通常の培養条件下（細胞培養に適した
酸素濃度とグルコース濃度の条件）ではこれ
まで組織学的に観察されてきた結果に対応
するものであり、GLUT3 の発現状況から細
胞は活発に酸化的リン酸化を介して呼吸を
おこなっていると考えられる。ただし、HIF
の遺伝子は発現しているものの、プロテオソ
ーム系で分解されているものと考えられた。 
 
(7)一方、免疫組織化学的に染色した結果、
RT-PCR での発現状況を反映するような結果
となった。 
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