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研究成果の概要（和文）：近年、副甲状腺ホルモン製剤(PTH製剤)の間欠的投与が骨形成を促進させることが明らかと
なり、骨破壊抑制薬に変わる夢の新薬として脚光を浴びている。しかし、本製剤はその詳細な作用機序が明らかとなっ
ていない上、医療経済的な問題を抱えている。本研究ではPTHをマウスに間欠投与した際の皮質骨を質量顕微鏡で観察
することで骨代謝を制御する新規分子やシグナル伝達経路の推定を行った。その結果、PTH投与が皮質骨内部に特定の
脂質を誘導する可能性が示唆された。また、同定された脂質は加齢などに伴う炎症性の骨形成低下を抑制することが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Osteoporosis is a serious disease among elderly people in developed countries, 
which can lead to bone fractures. In the elderly population, spine and hip fractures are chronic diseases 
characterized by an abnormal balance in the activities of osteoclasts and osteoblasts. PTH drug is highly 
effective in the treatment of osteoporosis, but its mechanism of action is largely unknown. Here we 
report the Mass Microscopy analysis of cortical bone from PTH treated mice. PTH treatment induces certain 
kind of lipid in cortical bone area and such lipid may contribute to the prophylaxis of PTH drug.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 

破骨細胞は骨芽細胞上に存在する RANKL が

ミエロイド細胞に働きかけてそれらの分

化・融合が促進されることで形成される。現

在汎用されているビスホスホネート製剤は

破骨細胞にアポトーシスを誘導することで

骨破壊を抑制するが、顎骨壊死や粘膜障害と

いった副作用を持ち、長期服用に伴う骨折リ

スクの増大や骨折治癒の遷延といった問題

も顕在化しつつある。それゆえ、破骨細胞の

生存だけを標的とせず、骨芽細胞を活性化す

る作用を持つことで骨量を増加させるよう

な新たな薬剤の登場が切望されていた。副甲

状腺ホルモン(PTH)は、骨細胞に働きかけて

RANKL の発現を上昇させ破骨細胞分化を促

進することで、間接的に骨代謝を骨吸収有意

に傾かせる作用がある。そのため、原発性副

甲状腺機能亢進症や腎不全による二次性副

甲状腺機能亢進症の際には血中 PTH 濃度が

持続的に高い状態となり、骨粗鬆症が進行す

る。しかしその一方で、PTH を健常者に１日

１回皮下注するといった間歇投与を行うと、

骨細胞の数や寿命が増大する結果骨形成が

促進されることが明らかとなり、その骨密度

増強効果はビスホスホネート剤を凌駕する

ことが証明された。そこで、近年重篤な骨粗

鬆症患者に限り PTH 製剤の間歇自己注射療

法が保険適応となった。本治療は、半年程度

で確実な骨密度上昇を期待できるため骨粗

鬆症治療に革命をもたらすとまでいわれて

いるものの、高額な薬価と連日の皮下注が必

要である点、さらには一過性の高 Ca 血症に

伴う悪心等の副作用などが普及のための障

壁となっている。In vitro における骨芽細胞分

化誘導培養系に PTH を加えて影響を報告し

ている論文は数多く存在するが、細胞株や動

物種によって結果がまちまちであり、分化を

亢進させるのか或いは抑制させるのかとい

う点はもちろんのこと、その分子メカニズム

についてもコンセンサスが得られていない。 

２．研究の目的 

PTH を間歇投与されたマウスの骨の中に埋

まっている骨細胞およびその周辺において

存在量が変化する低分子群を質量顕微鏡を

用いて網羅的に同定し、骨形成制御作用の可

能性があるものを in vitro でスクリーニング

した。また、有望な分子が同定された場合に

はその作用メカニズムの解明と PTH にかわ

る治療分子としての応用を目指した基礎的

検討を実施することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

これまで、骨髄や皮質骨といった硬組織の内

部観察は特殊な固定法や薄切技術が必要で

あるため、そこから細胞内分子の生化学的情

報を得る事は非常に困難であった。また、骨

組織内部の細胞免疫染色などは再現性の担

保が困難で、骨 in vivo 解析に関連した技術的

課題の数々が骨生物学の歩みを阻む障壁と

なってきた。そこで本研究課題では質量分析

によって得られる生化学的情報と、顕微鏡に

よる構造解析から得られる形態学的情報を

同時に知ることが可能である質量顕微鏡法

を骨組織観察に応用した（図１）。本方法で

はプローブや抗体が不要であるため予め標

的分子を決める必要がなく、微小組織環境

（最小で 10 m 四方）で変化するものを網羅

的に同定できるという強みがある。本研究で

は PTH または PBS を 1 日 1 回、30 日間皮下

投与した老齢マウスの大腿骨・脛骨を μCT・

組織切片評価で観察し、骨芽細胞活性と骨量

の評価を行った。その後、大腿骨をメチルセ

ルロースに包埋してクライオスタットにて

スライスし、皮質骨の一部を拡大したショッ

トで質量顕微鏡像を撮影した(島津 IMScope, 

negative ion モードで撮像)。こうして得られ

たデータから、PTH 間歇投与群で発現の上昇

している質量電荷比(m/z 比)が 1000 以下の分

子に着目し、上位 30 分子を「PTH 関連骨形

成制御候補分子」とした。分子推定は Scripps 



 

 

Center for Metabolomics の METRIN database

を用いて実施した。(netative charge mode, 

tolerance1Da)

IMS: Shimadzu iMScope beta High

Low

Merge

 

図１．質量顕微鏡法による骨組織の観察 マ

ウス大腿骨の質量分析イメージング例。川本

法により 10 μｍ厚で薄切した大腿骨にマトリ

ックスを塗布し（左上）、骨端部（右上）、骨

幹皮質骨部（中央）を島津製 iMScope で解析

した。骨組織の構造に従って異なる生体分子

が検出されている。下は解析領域のマススペ

クトル。 

 
４．研究成果 

PTH の間歇投与はマウス皮質骨にホスファ

チジルセリン(PS)・ホスファチジルコリン

(PC)に相当する m/z 比の分子を誘導すること

が判明した(図２)。In vitro で骨芽細胞を PTH

で刺激した際にはアポトーシスの亢進や当

該分子の誘導はみられなかったことから、本

現象は in vivo に特徴的な現象と推察された。

近年、ホスファチジルセリン合成酵素 1 

(PTDSS1)遺伝子の機能獲得性変異が全身性

過骨症を呈するレンツ・マジュースキ症候群

(LMS)の原因であることが報告された(Sergio 

et al, Naure Genetics 2014)。このことは、PS の

過剰な合成が過骨症を惹起する可能性を示

唆している。そこで、in vitro の骨芽細胞分化

培養系に PS を加えて骨形成が亢進するかど

うかを検討したが、変化はみられなかった。

つぎに、40 終齢の老齢マウス骨組織における

Senescence-associated Secretory Phenotype   
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図２．PTH 間歇投与群と PBS コントロール群

の大腿骨皮質骨部位における質量顕微鏡解

析 PS/PCに相当する m/z 比の分子が PTH 間

歇投与群で上昇している。 

 

(SASP) 因子である IL1の発現を生後3終齢

の若年マウスと比較したところ、前者で著名

な上昇が認められた。また、興味深いことに

IL1は in vitro における骨芽細胞や間葉系幹

細胞による骨形成を抑制した。一方、IL1と

ともに PSを加えて培養実験を行ったところ、

この抑制効果は消失したことから、PS は加齢

に伴って上昇する IL1のシグナルを抑制す

ることで骨形成を阻害できる可能性が示唆

された(図３)。そこで、現在 PS を用いたマウ

ス加齢性骨粗鬆症や骨欠損モデルの治療実

験を計画中である。 

申請者らはこれに関連して、IL1R やその下流

のアダプタータンパク質である MyD88 欠損

マウスの骨再生能力が著しく亢進している 

 

 

図３．In vitro マウス骨芽細胞分化培養系 に

対する IL1と PS の影響 石灰化を可視化す

るため Alizarin red で染色を行った。 

control IL-1 IL-1PS



 

 

ことを発見した。そこで、PS 以外にも IL1 シ

グナルをブロックする方法として MyD88 の

阻害ペプチドを独自に開発し、当該ペプチド

がマウス頭蓋骨損傷モデルの治癒を著明に

促 進 さ せ る こ と を 見 出 し た (Martino, 

Maruyama et al, Nature Communications 2016)。 

 

 
 
 
 
 

 
 

図４．IL-1R アンタゴニスト(IL-1Ra)ならびに

MyD88 阻害ペプチド(2PI1-8-MyD88-I)はマ

ウス頭蓋骨欠損モデルの治癒を促進する。

Martino, Maruyama et al, Nature 

communications 2016 より抜粋。 
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