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研究成果の概要（和文）：骨組織内で機械的刺激の感受機能を担っている主たる候補である骨細胞がネットワー
クを形成している。また骨組織内に神経支配があり骨形成や骨吸収を調節している。
若齢期及び高齢期の骨組織への機械的刺激に対する効果について神経支配及び骨細胞ネットワークの役割につい
て検討した。その結果、除神経や感覚神経の選択的的阻害による骨強度、骨量の低下は、機械的刺激により軽減
した。高齢期では骨細胞密度が低下し、空洞化した骨小腔が増大した。骨細胞密度と骨量とは相関関係がみられ
た。骨組織に対する機械的刺激効果は、加齢、神経支配、骨細胞密度に影響されることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Osteocytes are the most mechanosensitive cells in bone and form a dense 
network throughout the entire bone material. Sensory nerves innervate bone tissue, and the nervous 
system controls bone remodeling by regulating bone formation and resorption. We investigated the 
role of innervation and osteocyte networks on the effects of mechanical stimulation on bone volume 
and strength in young and aged rats. Selective sensory denervation and sciatic neurectomy-induced 
decreases in bone volume and strength were reduced by mechanical stimulation in young rats. The 
middle diaphysis of aged rats showed a lower osteocyte density and a higher empty lacuna ratio, and 
there was a significant correlation between bone volume and osteocyte density. The results suggest 
that the effects of mechanical stimulation on bone tissue are affected by aging, innervation, and 
osteocyte density.

研究分野： 骨代謝

キーワード： 骨代謝　神経　機械的刺激

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、骨の量や強度に感覚神経がポジティブに働いていることを示し、運動刺激効果が骨の場所やタイ
プ、機械的刺激を感知する細胞の密度、加齢の影響を受けるという結果を得ることができた。加齢で運動効果が
現れにくくなる状況を神経系や骨細胞のネットワーク保持をターゲットにした薬剤の開発や運動処方プログラム
の開発に寄与する可能性がある。特に高齢期の運動刺激感受性低下の改善に意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
 運動刺激は骨梁の改善に有効であるが、従来運動刺激による骨代謝調節因子の主役は、メカニ
カルストレスによる力学的因子とホルモン等による液性因子であり、骨芽細胞や破骨細胞の骨
形成や骨吸収の働きを検証するといった切り口から研究がなされてきた。一方近年、骨細胞や神
経性因子の骨代謝への役割が注目されるようになってきた。 
骨細胞は骨の中では約 90%を占めるほど多く存在する細胞である。形態的には多数の細胞突

起を伸ばしており、ギャップ結合を介して骨細胞同士だけでなく、骨芽細胞や破骨細胞とも結合
することが報告され[1]、骨基質全体に骨細胞ネットワークを構築していることが明らかにされ
てきた。細胞生物学的検証を経て、近年では骨芽細胞や破骨細胞が行う骨代謝を制御する司令塔
の役割を持つ多機能細胞であることが国際的に認識されてきている。多機能性の中でもこのネ
ットワーク構造の特性から、機械的刺激の感受性を高める機能の想定が注目されており、実際、
骨細胞を特異的に除去させると骨の力学応答が低下すること[2]、細胞突起に機械的刺激で伸展
する仕組みなどが備わっていることが報告されている[3]。 
一方、神経科学領域において、骨内部に交感神経線維や感覚神経線維が直接侵入している所見

や、骨芽細胞や破骨細胞にノルアドレナリン作動性受容体（β受容体）や感覚神経遊離物質の受
容体の存在が次々と報告され[4]、臨床的には、神経ペプチドやカテコラミンなどの神経伝達物
質が骨折治癒･骨再生･骨量維持に重要な役割を果たすこと[5]なども示唆されており、従来の概
念からやや離れた因子(神経性因子)が骨代謝調節に関与していることが明らかになってきてい
る。 
 
２．研究の目的 
運動は骨の量的質的および構造的な改善に有効である。その運動刺激効果は、メカニカルスト

レスによる力学的因子や液性因子、神経性因子等の関連が考えられている。また、その運動刺激
効果の現れ方が加齢とともに減弱する傾向にあり、高齢期での機械的刺激に対する骨組織の感
受性・反応性についても関連があると考えられている。 
本研究課題では、骨組織への運動刺激効果が高齢期で減弱する問題について、機械的刺激の感

受増幅機能を担っている主たる候補である骨細胞のネットワークと神経性因子の関連について
検討することを目的とする。骨細胞ネットワークおよび骨内神経支配の構造的変化について高
齢期において調べ、また加齢や機械的負荷の増減の筋骨格系組織の構造変化と骨細胞ネットワ
ーク構造に関して検討する。 
 
３．研究の方法  
（1）実験動物及び対象組織： 

 実験動物として、若齢期及び高齢期ラットを対象動物とした。このうち、坐骨神経の
denervation による下肢不動モデル、カプサイシン投与による感覚神経の選択的遮断モデル
を作成し、実験に供した。各々、実験終了時にイソフルラン麻酔下で、脛骨並びに前脛骨筋、
ヒラメ筋を採取して各測定及び分析を行った。本研究は「動物実験の適正な実施に向けたガ
イドライン」（日本学術会議、2006）を遵守して、新潟医療福祉大学及び鹿屋体育大学動物実
験委員会の倫理審査の承認を得て実施された。 

（2）処置： 
 下肢不動モデルラットの作成について、坐骨神経の除神経処置を行い下肢不動を実現した。
イソフルラン麻酔下で皮膚を切開し、大腿部にある坐骨神経を切除した後切開部を縫合糸で
縫合した。除神経手術後に歩行時の下腿の dragging を確認し、また実験終了時には
denervation した神経遠位部より直接電気刺激を電気刺激装置を用いて行い、下腿部の筋活
動が誘発されないことを確認した。 
 薬理的神経遮断モデルラットの作成について、カプサイシン感受性神経を薬理的に遮断す
ることを目的にカプサイシンの高容量反復投与を 3 回行った。カプサイシンは vehicle（生
理食塩水、エタノール、Tween80 混合液）に溶解した。 
電気刺激誘発性筋収縮について、前脛骨筋直上に双極電極を設置して経皮的電気刺激を行

い、筋収縮を誘発した。刺激強度は単収縮張力が最大となる電流強度で、刺激周波数は 10Hz、
刺激時間は 2秒間刺激-8秒間休息のサイクルを 30分間実施した。 
組織採取について、実験終了時にイソフルラン麻酔下で脛骨を採取し、採取した脛骨はマ

イクロ CT撮影、破断強度試験、及び組織染色用サンプル作成に供した。また、前脛骨筋及び
ヒラメ筋を採取し筋湿重量の測定に供した。 

（3）測定項目： 
 骨破断強度試験装置を用いて脛骨骨幹中央部の 3 点支持破断強度試験を行い、脛骨の機械
的特性を調べた。採取した脛骨を支持ステージ上に支点間距離 20mm で設置し、その中点部を
上方からロードセルと連結した金属刃で破断するまで荷重した。その時の荷重信号を PCで記
録し、専用ソフトウェアで Load-displacement 曲線を得て、最大点荷重(Maximal Load，N)、



剛性(Stiffness，N/mm)等を計測した。 
 3 次元マイクロＣＴスキャナーを用いて採取した脛骨の骨幹端近位部のＸ線撮影を行い、3
次元骨梁構造を解析した。連続撮影画像から 3 次元立体構築ソフト及び骨梁構造解析ソフト
を用いて骨量（Trabecular bone volume fraction， BV/TV)、骨梁幅（Trabecular thickness， 
Tb.Th.)、骨梁数（Trabecular number， Tb.N.）、骨梁間距離（Trabecular separation， Tb.Sp.）、
骨梁連結密度（Connection density，Conn.Dn.）、Structure model index (SMI)、bone 
surface/bone volume ratio（BS/BV）等を計測した。 
採取した組織の処理について、凍結ブロック作成は採取組織を液体窒素冷却イソペンタン

で急速冷凍して分析まで－80℃で保存した。クリオスタットで凍結薄切切片を作成し、乾燥
後に各種染色に供した。パラフィンブロック作成は採取した脛骨の近位部を正中断して固定
した後、EDTA で脱灰してパラフィン包埋した。滑走ミクロトームを用いて薄切切片を作成し
各種染色に供した。 
染色及び組織画像解析について、薄切した骨及び筋組織は風乾後染色され顕微鏡観察及び

形態計測に供した。類骨を識別するためにヘマトキシリン-エオシン染色（吉木法）を用いた。
また神経線維、骨細胞、筋線維の識別のため各種免疫染色（DMP1, GAP43, NF200, Laminin, 
myosin heavy chain 等）を行った。CCD カメラを設置した蛍光顕微鏡を用いて蛍光標識され
た組織切片を観察、撮影した。画像解析ソフトを用いて骨及び筋組織の組織形態計測を実施
し形状や数量、光学密度等を計測した。 
 筋機能の測定として筋収縮張力を測定した。イソフルラン麻酔下で前脛骨筋遠位腱を切断
してフォーストランスデューサーに結合し、電気刺激誘発性筋収縮処置と同様の装置、手法
を用いて、前脛骨筋の電気刺激誘発性筋収縮張力をフォーストランスデューサーを用いて測
定した。強縮時の刺激条件は、50V、150Hz 以上、パルス幅 0.5ms で実施した。 
 

４．研究成果  
（1）除神経や電気刺激誘発性筋収縮力による機械的刺激の骨組織のバイオメカニカルな特性へ
の影響について検討した。坐骨神経の denervation により下肢不動とした前脛骨筋に経皮的直
接電気刺激を与える処方を実施した。処方終了後に採取した脛骨の破断強度試験を実施し（図
1）、機械的特性に関する項目について測定評価した結果、無処置の対照群と比較して
denervation を行った下肢の骨においては、Stiffness は有意に低下したが、Maximal load、 
Elastic modulus は有意な変化がなかった。また denervation 群と比較して、電気刺激誘発性筋
収縮を行った群の各パラメータは高い傾向にあったが有意な差はなかった。除神経の期間、筋萎
縮量、年齢、組織部位等により影響が異なる可能性が示され、除神経初期における電気刺激誘発
性筋収縮処方は、若齢期脛骨の海綿骨及び皮質骨の微細構造や強度に関連する機能的特性並び
に高齢期海綿骨の骨量維持にポジティブな影響がみられたが、高齢期の皮質骨骨幹部における
機械的特性には影響が少ない可能性が示唆された。 
（2）次に各種神経の骨組織に対する影響をしらべるため、若齢期の実験動物（ラット）を用い
て坐骨神経の denervation を実施した。さらに、感覚神経の薬理的遮断のためにカプサイシンを
高容量連続投与し、Ad 神経線維や C神経線維の骨組織に対する影響を検討した。4週間の処方終
了後に脛骨を採取して三次元マイクロ CT 撮影を実施して、骨梁微細構造の分析を行った。また
骨破断試験装置を用いて脛骨 3 点支持により脛骨骨幹部の破断試験を実施し、骨破断強度、
stiffness を測定した。Denervation 処置を行った群の脛骨海綿骨の骨量（trabecular bone 
volume ：BV/TV）は無処置群と比較して有意に低下し（図 2）、骨梁数、骨梁幅、骨梁連結密度等
の骨梁微細構造のパラメータも有意に低下した。次に、感覚神経遮断薬を投与した群では、age-
matched control 群と比較して、bone surface/bone volume ratio（BS/BV）等の各構造パラメ
ータは有意に低値を示し、一方 Structure model index (SMI)は有意に低下したが、処方開始時
点の basal control 群とはこれらは差はなかった。また破断強度や stiffness は低下傾向にあ
ったが有意な影響はなかった。これらのことから、感覚神経の選択的遮断により成長期の骨量増
加が妨げられ、骨梁構造も疎になる方向に作用し、骨吸収が促進されたことによる骨梁構造のロ
ッド状化が示され、感覚神経は海綿骨の骨量や骨梁構造維持にポジティブに機能している可能
性が示唆された。 

 
 
 

図 2. 坐骨神経及び感覚神経の denervation
による脛骨骨幹端骨梁の骨量変化．*P<0.05, 
vs Cont. 

図 1. 3 点支持破断強度試験時の脛骨の
機械的特性（Load-displacement 曲線）. 



（3）加齢による影響をしらべるため、高齢期の除神経による下肢不動モデルラットを作成し、
denervation による骨組織への構造的、機能的影響を調べた。そして下肢不動にした高齢ラット
の脛骨に strain rate 10,000 με/s 以上となるよう電気刺激誘発性筋収縮（ESMCF）による機
械的負荷を処方し、介入後に脛骨を採取し、以下の計測を行った。三次元マイクロ CT 撮影装置
で脛骨骨幹端及び骨幹部を撮影して立体構築し、皮質骨並びに骨梁微細構造の分析を行った。ま
た骨破断試験装置を用いて脛骨骨幹部の 3点支持破断試験を実施した。その結果、Denervation
により高齢ラット脛骨海綿骨の骨量（trabecular bone volume ：BV/TV）は非処置群と比較して
低値を示し、骨梁幅、骨梁数、骨梁連結密度等の骨梁微細構造のパラメータも有意に低値を示し
た。ESMCF 介入により骨量、骨量幅、骨量数は低下しなかった。また皮質骨の各パラメータ
（cortical bone volume, bone fraction, porosity, bone mineral density）は介入前後で非
処置群と差はなかった。脛骨骨幹部のバイオメカニカルな特性に関して、最大骨強度、stiffness、
elastic modulus は denervation により定値を示したが、ESMCF 介入により非介入群と有意な差
がないレベルを示した。さらに骨組織観察で、骨細胞密度、empty lacunar ratio の高齢期の特
徴を調べた結果、若齢期よりも高齢期で有意に低値を示した。また ESMCF 介入で骨細胞数の減少
は軽減されなかった。高齢期の denervation による骨の量的機能的低下を機械的ストレスで軽
減可能であることが示唆された。 
（4）骨組織に対する機械的荷重処方の骨量及び骨微細構造に及ぼす影響について調べ、サイク
リックな機械的荷重の強度、介入期間と頻度について検討した。また高齢期における骨細胞ネッ
トワークと骨強度について調べた。約 4ヶ月齢のラット脛骨を対象に、2秒荷重-8 秒休止のサイ
クリックな骨ひずみが生じるよう機械的荷重を平均 strain rate 7,000 (microstrain/sec)以上
の速さで荷重装置を用いて処方した。介入期間は 4 週間で、介入頻度を 4 週間隔、2 週間隔、1
週間隔、介入なしとした。介入後に脛骨を採取し、三次元 micro CT 撮影装置で脛骨骨幹端及び
骨幹部を撮影して画像解析ソフトを用いて立体構築した後、骨量(BV/TV)並びに骨梁微細構造(骨
梁幅: Tb.Th,、骨梁数: Tb.N,、骨梁間距離: Tb.Sp,、骨梁連結密度: Conn.Dn)を計測した。 
介入を行わなかった群に比較して、1 週間隔で 4 週間実施した群では有意に脛骨海綿骨の骨量
（BV/TV）は高値を示した。また、骨梁微細構造に対する影響について、Tb.Th.、Tb.N.は 1 週間
隔の介入で有意に高いレベルを示した。一方、Tb.Sp,、Conn.Dn については有意な差はなく、構
造的パラメータ特にネットワーク構造には変化は現れなかった。次に、高齢期の脛骨骨幹部の観
察で、骨細胞密度や骨細胞がない骨小腔率と BV/TV との関係を調べた結果、有意な相関関係が観
察された。若齢期において週 1 回の介入頻度で 4 週間処方した一定以上の strain rate となる
機械的荷重により、マイクロ CT で評価した脛骨骨幹端の骨量を高め、骨梁構造を改善する効果
が示唆された。また高齢期において骨量と骨細胞密度とは関連があることが示唆された。 
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