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研究成果の概要（和文）：筋組織から骨組織への液性因子による介在を検討するために、筋肉成長を抑制する液性因子
として知られるミオスタチンの骨形成に対する影響を検討することを当初の目的として実験を行った。その過程で、骨
形成を検討するために必要な２つの系、すなわち、骨組織中の生細胞のリアルタイムカルシウムイメージング、また、
骨質の検討のために必要な3次元微細構造解析での検討において成果があがったので報告する。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the participation of muscle to the bone via humoral factor, we
 focused on the myostatin, which inhibits muscle growth. Firstly, we tried to examine the effect of myosta
tin on the bone formation. In the process of examining the bone formation, we could establish realtime cal
cium imaging of bone cells as well as 3D analysis of microstructure of bone. 
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1. 研究開始当初の背景 

 筋組織から産生されるサイトカイン(ミ

オカイン)の一つであるミオスタチンは、筋

肉形成を抑制し、その遺伝子が欠損したマ

ウス、牛では、筋肉量が倍増することが報

告された。一方、我々が行う矯正治療では

骨リモデリングを利用して歯の移動を行う

が、顔面筋、咬合筋による機械的刺激は、

歯の移動、後戻りに影響を及ぼすことが知

られている。つまり、矯正治療による歯の

移動と隣接する筋肉は密接に関連している。

また、顔面形態と歯の移動のスピードには、

相関関係があり、咬筋の発達したローアン

グルケース(一般にエラの張った顔)では、歯

の移動は遅く、逆に咬筋の発達の弱いハイ

アングルケース(一般に長い顔)では、歯の移

動は速いことが知られている。従来では、

この歯の移動の違いは、咬合力の差によっ

て解釈されてきた。しかしながら、筋肉か

ら産生されるミオスタチンなどのミオカイ

ンが骨リモデリングに働き、歯の移動に影

響を与えるのかは検討されていない。すな

わち、筋組織と骨組織の相互関係を液性因

子に着目し探索する研究は国内外において

論文報告されていない。 

 

２．研究の目的 

(1)ミオスタチンの骨リモデリングに対す

る in vivoでの影響を検討 

 ミオスタチンに競合するACVR2を用い

て、骨形成作用にミオシンが影響するのか

を検討するために、ACVR2 の歯槽骨内投

与を実験的歯牙移動モデル Waldo 法によ

って検討する予定であったが、より骨組織

での動態を観察しやすいようにリアルタ

イムでの骨組織中の細胞を観察する方法

を検討した。この観察では、ACVR2 を投

与後、骨組織中の骨芽細胞や骨細胞のカル

シウム応答を指標に検討する。 

(2) ミオスタチンの骨基質形成に与える影

響を検討 

 ミオスタチンの骨形成に与える影響を

検討するためには、その最終的産物である

骨組織構造を検討することが必要となる。

そこで、骨の ex vivoでの培養を行い、そ

の培地にミオスタチンまたはACVR2を投

与し、形成された骨の基質構造の違いをマ

イクロオーダーからナノオーダーまでの

集束イオンビームを併用した SEMで観察

し、立体構築し、ミオスタチンが骨組織形

成にどのような影響をもたらすのかを検

討する。 

 

３．研究の方法 

(1)ニワトリ胚頭蓋骨内での骨芽細胞、骨

細胞の細胞内カルシウム動態の観察 

 17 日齢ニワトリ胚頭蓋骨を取り出し、

培地中で、細胞内カルシウム指示薬

Fluo-8(10μM)と細胞への透過性を上げる

ための 10% Pluronic F-127を投与するそ

の後、37℃で 40分間培養した。その後、

培地にて洗浄し、ACVT2 を添加して、骨

組織中の骨芽細胞、骨細胞などの細胞内カ

ルシウムの動態を観察する。観察には、共

焦点レーザー顕微鏡を用いて、40 倍の対

物レンズでの視野を 512x512pixel の解像

度で撮影した。撮影は、1秒ごとに行った。 

(2)器官培養系でのミオシンの骨形成作用

についての検討 

 ニワトリ胚頭蓋骨をβグルコールフォ

スフェートとアスコルビン酸を含む骨形

成促進培養液中で 3日間器官培養する。ア

リザリンレッドを石灰化の指標として骨

形成に対する影響を検討する。 



 

 

(3)集束イオンビームを併用した SEMを用

いた骨組織の観察 

 骨組織の構造はコラーゲン線維の構造の

変化でもある。よって、ミオスタチンの骨

形成に与える影響を検討するために、骨組

織を電子染色し、集束イオンビームで切片

を作成し、その表面を SEMで観察し、こ

れを繰り返すことで、コラーゲン線維の走

行に変化を 3次元的に観察する。 

 ミオスタチンによる影響を検討するため

には、ACVR2を表面付着させた金ビーズ

を器官培養上に配置して、その隣接する部

位と周囲の部位でのコラーゲン線維の走

行の変化を比較する。 

 

 

４．研究成果 

(1) ニワトリ胚頭蓋骨内での骨芽細胞、骨

細胞の自立的細胞内カルシウムの変化 

 最初に、骨表面に存在する骨芽細胞の自

立的細胞内カルシウム応答を検討した。結

果、図１にみられる Fluo-8で映し出された

骨芽細胞を追跡したところ、図２に示され

るように計測された時間内に、自立的にカ

ルシウム応答をおこなっていることが確認

できた。 

 

図１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 

 

また、同様に骨深部に存在する骨細胞の自立

性細胞内カルシウム応答を検討した。結果、

図３にみられる Fluo-8 で映し出された骨細

胞を追跡したところ、図 4に示されるように

計測された時間内に、自立的にカルシウム応

答をおこなっていることが確認できた。 

図３ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 

 

この系を用いて、現在、骨芽細胞と骨細胞に

ACVR2 を投与して、それぞれの細胞の細胞

内カルシウムを検討している。両細胞にわず

からながら細胞内カルシウム応答が観察さ

れており、現在、その結果を解析中である。 



 

 

 

(2)器官培養系でのミオスタチンの骨形成作

用についての検討 

 ニワトリ胚頭蓋骨を 3 日間器官培養して、

アリザリンレッドを石灰化の指標として骨

形成に対する影響を検討する。まず、器官培

養を行っている 3日間で骨形成促進培養液中

でニワトリ胚頭蓋骨の骨梁が太くなること

が光学的にも観察され、アリザリンレッドに

よって、その染色される範囲が広がっている

ことが確認された。従来の in vivo の報告に

よれば、ミオスタチンは、頭蓋骨の大きさを

増大することが報告されているが、今回形態

的に ACVR2による影響は観察されなかった。

これは、胎生期で成長中の頭蓋骨を使用した

ために、差がでなかったのかもしれない。現

在、成熟した頭蓋骨(つまり骨形成の盛んでな

い状態の骨)を用いた ACVR2 の影響につい

て検討を行っている。 

(3)集束イオンビームを併用した SEM を用い

た骨組織のコラーゲン線維を中心とした微細

構造について 

(2)の研究で、ACVR2による骨の大きさの影

響が観察された場合には、骨基質の微細構造

の確認が必要である。そこで、集束イオンビ

ームを併用した SEM 観察でコラーゲン線維

を中心とした微細構造の観察を行った。まず、

観察条件を検討するために、固定、電子染色

を検討した。図 5のように電子染色でコラー

ゲン線維の走行の観察が可能であることが

確認できた。 

図５ 

 

 

 

 

 

 

このようにミオスタチンの骨形成に対する

影響を検討し、プレリミナリーであるが、上

記の実験で、一部骨形成に対する反応がみら

れた。今後は、この機序について更なる検討

が必要であると考えられる。 
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