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研究成果の概要（和文）：私達はメダカを骨形成のモデル生物として開発しており、その一つとして、メダカの尾びれ
を用いて、血管損傷のない新たな骨折修復モデルを作成し、破骨細胞と骨芽細胞について解析した。生きたままの状態
で経時変化で骨折の修復過程が観察でき、破骨細胞と骨芽細胞の関連した動きが解析可能になった。さらにRANKLに依
存しない破骨細胞の存在が明らかになり、この破骨細胞の分化に関与する新しい破骨細胞因子を明らかにする必要があ
る。以上のように、メダカの骨リモデリングシステムの確立とその解析から、これまで哺乳類では見つかっていない新
しい細胞間相互作用と破骨細胞分化の存在が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The fracture healing research revealed that generally osteoblasts are induced to 
enter the fracture site before the induction of osteoclasts for bone remodeling. We developed a new 
fracture healing model by using medaka. We fractured one side of lepidotrichia in a caudal fin ray 
without injuring the other soft tissues including blood vessels. Using the transgenic medaka in which 
osteoclasts and osteoblasts were visualized by GFP and DsRed, respectively, we found that two different 
types of functional osteoclasts were induced before and after osteoblast callus formation. The 
early-induced osteoclasts resorbed the bone fragments and the late-induced osteoclasts remodeled the 
callus. Both types of osteoclasts were induced near the surface on the blood vessels, while osteoblasts 
migrated from adjacent fin ray. Our developed medaka fracture healing model brings a new insight into the 
molecular mechanism for controlling cellular behaviors during the fracture healing.

研究分野： 骨生物学
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1．研究開始当初の背景 
骨は体幹を作る最も重要な器官であるが、ど

のように骨が発生してくるのか、ほとんどわ

かっていない。これまでマウスを用いた実験

で、細胞生物学的な解析からは cbfa1, BMP-2

に代表される骨形成に必須な転写因子、分化

因子が解明されてきたが、骨の基本的な形態

がどのように形作られるかほとんどわかっ

ていない。 

 
2．研究の目的 
メダカは透明で器官形成が見えること、トラ

ンスジェニックが作りやすくその蛍光の光

で骨形成がトレースできること、さらに突然

変異体が得られ、その原因遺伝子を発見しや

すいことが挙げられる。我々はこのメダカを

実験モデル生物として用い、骨発生・形成の

基本的なシステムを解明する。特に、椎骨の

発生システムは我々がメダカを用いること

によって世界に先駆けて一部の解明を果た

し、今後の研究発展が期待される。 
 
3．研究の方法 
メダカを用いた新たな骨発生・形成、椎骨形

成について以下の４項目について検討する。 

(1). 椎骨パターニングの解明  

(2). 椎骨形成の細胞系譜 

(3). 神経棘・血管棘形成における破骨細胞の

活性化と神経管・血管の役割 

(4). 骨形成突然変異体の解析 
 
4．研究成果 

(1)．骨特異的メダカトランスジェニックライ

ンの作製とその観察 

これまで作成した、造骨特異的メダカトラン

スジェニックライン、破骨特異的メダカトラ

ンスジェニックラインを駆使し、器官形成時

の造骨と破骨の動きを同時に観察した。 

下図が骨芽細胞を可視化したOsterixプロモ

ーターDsRedと破骨細胞を可視化したTRAP（酒

石酸抵抗性酸ホスファターゼ）プロモーターG

FPとのダブルトランスジェニックメダカであ

る。 

  
下の拡大図のように神経棘、血管棘の骨芽細

胞、破骨細胞の様子が生きたまま観察できる。

我々の仮説は、神経棘や血管棘の、内側の破

骨と外側の造骨が同調して神経棘や血管棘の

大きさをコントロールするということ、もう

一つは神経管と神経棘、血管と血管棘がそれ

ぞれ器官の成長において同調的に作用し、大

きさの決定をするということである。後者に

ついては、ゼブラフィッシュのc-fms 変異体

において、破骨細胞が少ないときに血管棘の

すきまがなくなり、血管が通れなくなるのが

観察されており（Chatani et al., Development

al Biology 2012）、骨と血管の成長は関わり

があるのが明らかになった。 

 

(2). 椎骨における骨発生・代謝システムの解

明 

これまでメダカ骨代謝研究において、マウス

での解析では見つからなかった新しい骨代

謝制御が、トランスジェニックメダカを用い

た椎体全体像の解析から見えてくる。以下

RANKL と OPG ノックアウトメダカについ

ての最新成果を述べる。 

下図は osterix-DsRed/TRAP-GFP のダブル

トランジェニックメダカを RANKL ノック

アウトメダカと掛け合わせたものである。左

の野生型では神経棘と血管棘の内側に特異

的に破骨細胞が存在する。一方、RANKL ノ

ックアウトメダカでは予想に反し、緑色の蛍

光で示す破骨細胞がわずかではあるが検出



された。これはマウスでは見つかっていない

RANKL 以外の新たな破骨細胞分化因子の存

在を示唆している(茶谷ら、日本骨代謝学会発

表、2014)。 

 

 

上 ： RANKL （ +/+ ）                       

下： RANKL (-/-) 

同様に osterix-DsRed/TRAP-GFP ダブルト

ランスジェニックと掛け合わせた以下の

OPG ノックアウトメダカでは通常メダカの

椎体にはいない緑の破骨細胞が多く見られ、 

 上図：OPG (-/-) 

OPG が、どの骨を破骨細胞が吸収するのか

決めていると思われる(茶谷ら、アメリカ骨代

謝学会発表 2014)。これらの２つの結果は、

全身性の骨代謝動態を観察することにより

新しい骨代謝システムの発見が可能である

ことを示している。 

 

(3). 骨折全体像の解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

左下図と上図の説明； 左下図から上図にか

けて順に、骨折後 3 日目、7 日目、15 日目、

25 日目 

 

メダカ骨折システムを確立し、その全体像の

観察が可能になった結果、新しい破骨細胞分

化機構を解明できるようになった。左下図と

上図はメダカ尾びれ骨折修復の時間経過を

示したものである(武山ら、日本骨代謝学会発

表 2014、Developmental Biology 2014)。赤

の蛍光は破骨細胞(TRAP-DsRed)、緑の蛍光

は骨芽細胞（Osterix-GFP）を示し、骨折後

生きたままで骨折修復全体像を観察できる。

以上の骨折 3 日目に出現する破骨細胞は、

RANKL ノックアウトメダカには見られない

ことからRANKL以外の破骨細胞分化因子に

よって分化誘導されており、その前駆細胞は

壊れていない正常な血管から遊走してくる

(武山ら Developmental Biology 2014)。 

 以上のようにこれまでマウスの解析では

見つかっていない新しい骨代謝現象につい

て、メダカを用いてin-vivoにおける細胞と

遺伝子レベルの解析を行うことにより、新し

い骨代謝研究を創生できる。その結果、新し

い破骨分化因子の同定と、破骨細胞プロジェ

ニターが何を認識して血管から遊走してき

て骨吸収サイトへの移動するのか、血管から

骨への移行と、その間に起きる破骨細胞プロ

ジェニターから成熟破骨細胞への破骨細胞

分化機構が明らかになる。その解明は破骨細

胞がどのように新しい骨と古い骨を見分け

るのか、究極の骨代謝学の課題の解明につな

がる。 

 



(4). 無重力下における骨量の減少 

骨形成におけるメカニカルストレスの関与

は未解明のまま残されている。この問題解明

の難しさはその実験モデルにある。骨と筋肉

の動物モデルはいずれも炎症を伴い、種々の

サイトカイン、細胞外マトリックス、酵素が

関与するために、メカニカルストレスに目標

を絞るのが難しく、またin-vivoモデルが必

要なため、解析系が複雑になっていた。従っ

て、これまでメカニカルストレスが重要な作

用をすることがよく知られていたのは、宇宙

空間において、無重力下で宇宙飛行士が骨量

減少と筋委縮を起こすことであり、現在でも

この２つは宇宙の長期滞在での大きな不安

要因である。私達は宇宙開発事業団との共同

研究で、2012年10月から２か月間にわたりメ

ダカの稚魚を宇宙ステーションで飼育し、そ

のサンプルを用い、無重力が骨形成に与える

影響について解析を行った（論文投稿中）。

用いたメダカは下図のように、骨芽細胞が赤

の蛍光で光り、破骨細胞が緑の蛍光で光るダ

ブルトランスジェニックメダカであり、 

 

Osterix-DrRed/TRAP-GFP double transgenic medaka 

（上図は１Ｇコントロール、下図は無重力下の咽

頭歯骨） 

このメダカを無重力下で56日間飼育すると

左下図のように、咽頭歯の緑の蛍光が増加し、

この結果、破骨細胞の活性が強くなり、骨吸

収活性が大きくなり、骨量の減少が見られる。

このようにメダカは無重力の影響が咽頭歯

骨全体にどのように影響するのか、メダカ咽

頭歯骨は解析しやすい優れた骨モデリング

のモデル器官である。  

 

(5). 骨形成突然変異体の解析 

メダカを骨形成のモデルとして用いるもう

一つの優位点として、骨の変異体を作成し、

その遺伝子をクローニングすることで骨形

成を制御する新たな遺伝子を明らかにする

ことができる。 

下図はすべてのヒレの骨が欠損している

突然変異体 afl の骨（赤）と軟骨（青）の組

織像である。 

 

原因遺伝子を解析した結果、afl 遺伝子座は

eda 遺 伝 子 (Iida et al. Developmental 

Dynamics 2014) をコードしている。変異体

afl は主に頭部骨、うろこ、すべてのヒレ骨の

形成異常を示し、その原因遺伝子 eda 

(ectodysplasin A)は TNF family の１つであ

り、そのレセプターEDA-R と結合して、そ

のシグナルを細胞に伝える。我々はヒレの骨

形成においてどのように edaが機能している

のか、そのレセプターからのシグナルについ

て検討したところ、eda シグナルはヒレの骨

である軌条の先端部分の細胞の移動を制御

することにより、続けて起こる骨形成に機能

することが明らかになった。 
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