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研究成果の概要（和文）：骨リモデリングにおける骨吸収から骨形成へのカップリングの分子メカニズムを明らかにす
る目的で、生きているマウスの中で、骨芽細胞と破骨細胞の細胞動態、細胞分化とアポトーシスを可視化できる蛍光イ
メージングシステムの開発した。骨髄内細胞間相互作用を蛍光観察可能なシステムを構築し、必要なトランスジェニッ
クマウスを作製・準備し、in vitroとin vivoで骨芽細胞と破骨細胞の蛍光観察を試みた。破骨細胞に関しては、破骨
細胞活性を赤色蛍光で可視化するトランスジェニックマウスから採取した細胞およびin vivoで脛骨骨髄の蛍光インビ
ボイメージングをおこない、破骨細胞の蛍光シグナルを検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanisms of coupling between bone formation and resorpt
ion during bone remodeling, we tried to establish intravital fluorescent imaging system by which cell beha
vior, cell differentiation and apoptosis of osteoblasts and osteoclasts can be examined in vivo. In the pr
esent study, we established in vivo fluorescent imaging modality and generated several transgenic mice for
 imaging of osteoblasts and osteoclasts. Using CatK-tdTomato-Tg mouse, we could visualize osteoclast in vi
tro and in vivo.
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１．研究開始当初の背景 

  骨は、骨芽細胞による骨形成と破骨細胞

による骨吸収のバランスによって、成長し、

維持される。骨吸収から骨形成への移行過程

をリモデリングといい、吸収から形成は共役

(カップリング)しているために骨量は一定に

保たれており、そこに関わるシグナルとして

Eph-ephrin両方向性シグナルなど一部の分子

の存在が明らかにされつつあるが、その全体

像はよくわかっていない。一方、この骨芽細

胞と破骨細胞の微妙なバランスは、細胞分化

と細胞死(アポトーシス)によっても厳密に制

御され、特に、骨リモデリングにおいては、

破骨細胞のアポトーシスに引き続き、骨芽細

胞の分化がおこり、骨形成が進行すると考え

られているが、そのメカニズムの詳細は不明

である。 

  in vivo 蛍光イメージングは最近注目さ

れている技術で、生体内で起こる様々な生命

現象を非侵襲的に外部から細胞または分子レ

ベルで捉えて画像化して解析する手法であり、

生命現象を統合的に理解するために必須のテ

クノロジーである。特に、近年、新しい蛍光

蛋白質の発見や近赤外蛍光プローブ作製技術

の進歩、さらにレーザーや蛍光顕微鏡などの

機器の性能の向上により、様々な生命現象を

可視化できるようになり、その有用性が期待

されている。研究代表者は、すでに生きてい

るマウスにおいてがん細胞や血管新生

(Cancer Sci, 2009)を可視化し(図 1)、さら

に細胞周期(Cell, 2008) (図 2)やシグナル伝

達(Oncogene, 2008)を可視化することに成功

している。 

 
２．研究の目的 

  本研究計画において、研究代表者は、骨

リモデリング機構の解明には、最先端の in 

vivo蛍光イメージング技術を駆使して動物が

生きたまま、骨芽細胞と破骨細胞のカップリ

ングにおける細胞分化とアポトーシスの時空

間的相互作用を明らかにすることが必要と考

えた。骨は高度に石灰化した硬組織であり、

蛍光イメージングには不向きな組織であるが、

研究代表者が独自に開発した新規 in vivo 蛍

光実体顕微鏡(図 3)を駆使し、イメージング

マウスに導入した各種骨リモデリングモデル

を用いて、骨芽細胞と破骨細胞の細胞分化と

アポトーシスのダイナミクスを全身でイメー

ジングし、カップリングを司る細胞・分子間

の緊密なコミュニケーションを統合的に解析

する。 

 

３．研究の方法 

  本研究課題では、骨吸収から骨形成へ

のカップリングの分子メカニズムを明らか

にする目的で、革新的蛍光イメージングシ

ステムを開発し、１）Col1-red トランスジ

ェニックマウス、CatK-red トランスジェニ

ックマウスの作製、２）SCAT3.1 トランス

ジェニックマウスから得られた骨芽細胞と

破骨細胞を用いた、in vitroアポトーシス

イメージング、３）骨芽細胞と破骨細胞の

細胞分化とアポトーシスの in vitroタイム

ラプスイメージング、４）細胞分化イメー

ジングマウスと SCAT3.1 トランスジェニッ

クマウスを掛け合わせたマウスを用いた骨

折モデル、骨粗鬆症モデル、骨転移モデル

および BMP による骨再生モデルにおける破

骨細胞の分化とアポトーシスの経時的イメ

ージング、５）4D イメージング、イメージ

ング画像の定量化と遺伝子導入や各種薬剤

投与の効果の検討、の具体的な５点に焦点

を絞って研究を進めた。 

 

４．研究成果 

  本研究課題では、骨リモデリングにおけ

る骨吸収から骨形成へのカップリングの分子

メカニズムを明らかにする目的で、生きてい

るマウスの中で、骨芽細胞と破骨細胞の細胞

動態、細胞分化とアポトーシスを可視化でき

る蛍光イメージングシステムを開発すること

を主体に研究を進めた。 

  「Col1-red トランスジェニックマウス、



CatK-red トランスジェニックマウスの作

製」については、まず、骨芽細胞特異的 I型

コラーゲン(Col1)プロモーターの下流で Cre

を発現するトランスジェニックマウスと Cre

によってmCherryの発現が誘導されるfloxマ

ウスを掛け合わせて、骨芽細胞分化を赤色で

可視化するトランスジェニックマウス

(Col1-red Tg mouse)を作製したところ、骨芽

細胞分化に伴う mCherry の蛍光強度が弱く、

in vivo での蛍光検出が困難であることがわ

かった。そこで mCherry 以外の赤色蛍光タン

パク質を検討したところ、tdTomato がより明

るいことがわかったので、Cre によって

tdTomato の発現が誘導される flox マウスを

上記掛け合わせに利用したCol1-tdTomato-Tg 

mouse を作製し、その in vivo での蛍光検出

と有用性を確認した。さらに、破骨細胞活性

を可視化するために、破骨細胞特異的カテプ

シン K(CatK)プロモーターの下流で Cre を発

現するトランスジェニックマウスと Cre によ

って tdTomato の発現が誘導される flox マウ

スを掛け合わせて、破骨細胞分化を赤色領域

の蛍光で可視化するトランスジェニックマウ

ス(CatK-tdTomato-Tg mouse)を作製した。 

  「SCAT3.1 トランスジェニックマウス

から得られた骨芽細胞と破骨細胞を用いた、

in vitroアポトーシスイメージング」につ

いては、破骨細胞特異的カテプシン K(CatK)

プロモーターの下流で Cre を発現するトラン

スジェニックマウスと Cre によって SCAT3.1

の発現が誘導される flox マウスを掛け合わ

せて、破骨細胞特異的に SCAT3.1 を発現する

するトランスジェニックマウス(CatK- 

SCAT3.1-Tg mouse)を作製した。さらに、マウ

スから初代培養骨芽細胞を採取して骨芽細

胞分化培地および BMP 添加による in vitro

骨芽細胞分化実験とマウスから骨髄細胞を

採取して M-CSF と RANKL 添加による in vitro

破骨細胞分化実験の至適条件を検討した。 

  「骨芽細胞と破骨細胞の細胞分化とア

ポトーシスの in vitroタイムラプスイメー

ジング」については、前述の骨芽細胞を可視

化するCol1-tdTomato-Tg mouseマウスから初

代培養骨芽細胞を分離し、in vitroで骨芽細

胞を可視化することに成功した。また、破骨

細胞については、破骨細胞活性を可視化する

CatK-tdTomato-Tg mouse マウスから骨髄細胞

を採取し、M-CSFとRANKL添加による in vitro

破骨細胞分化実験をおこなったところ、破

骨細胞分化に伴う tdTomatoの蛍光シグナル

を確認した。さらに、in vivo において、

CatK-tdTomato-Tg mouse産仔の脛骨骨髄の蛍

光インビボイメージングをおこない、内骨

膜付近に tdTomato の蛍光シグナルを発する

破骨細胞様細胞を確認した。 

  「細胞分化イメージングマウスと

SCAT3.1 トランスジェニックマウスを掛け

合わせたマウスを用いた骨折モデル、骨粗

鬆症モデル、骨転移モデルおよび BMP によ

る骨再生モデルにおける破骨細胞の分化と

アポトーシスの経時的イメージング」につ

いては、頭蓋骨への RANKL 投与実験、OVX に

よる骨粗鬆症モデルおよびヒト乳がん骨転

移モデルの条件検討をおこない、病理組織

学的検討をおこなった。 

  「4D イメージング、イメージング画像

の定量化と遺伝子導入や各種薬剤投与の効

果の検討」については、まず、生きている

マウスの中で、骨芽細胞と破骨細胞の細胞動

態、細胞分化とアポトーシスを可視化するた

めに生体蛍光イメージング機器の構築は完了

した。具体的には、蛍光ズーム顕微鏡を基本

とした macro-scale の生体蛍光イメージング

システム、および共焦点レーザー顕微鏡また

は２光子励起顕微鏡を基本とした micro- 

scale 生体蛍光イメージングシステムと両者

の融合タイプの機器を整備した。さらに、２

光子励起顕微鏡を用いて、3D 構築画像の経

時観察、リアルタイム観察をおこなったが、

3D 画像を構築する過程において、組織の膨

張や作製時間の問題用のために、視野のズ

レが起こることが明らかになり、マウスの

固定装置を含めたステージ周辺機材、麻酔

維持管理に改良を加えた。 

  以上、骨髄内細胞間相互作用を蛍光観

察可能なシステムを構築し、必要なトラン

スジェニックマウスを作製・準備し、in 

vitro および in vivo で骨芽細胞および破

骨細胞の蛍光観察を試みた。特に破骨細胞

に関しては、破骨細胞活性を赤色蛍光で可視



化するトランスジェニックマウスから採取

した細胞および in vivoで脛骨骨髄の蛍光イ

ンビボイメージングをおこない、破骨細胞の

蛍光シグナルを検出することに成功した。 
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