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研究成果の概要（和文）：マウス新生仔の頭蓋骨器官培養系をヒトの骨のモデルとして、低強度

の振動加速度刺激による骨吸収ならびに骨形成細胞マーカー酵素活性及び遺伝子発現を調べ、

0.5-G や 2.0-G の低加速度刺激により骨吸収は抑制され、骨形成は増加することを示した。ま

た、ヒト運動時腰部加速度計測を行った結果、歩行により腰部に 0.5-G の運動加速度が発生し

ていた。したがって、高齢者においては、跳躍などの高強度の運動でなくても多く歩くことで

腰部の荷重負荷骨量低下防止ができる可能性を明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）：To investigate the effects of low intensity vibration on the enzyme 
activities and the gene expression for both bone absorption and formation, we cultivated 
neonatal mouse calvaria as human bone model. Mice calvaria treated with 0.5‒ and 2.0‒G 
vibrational acceleration showed a significant inhibition of osteoclast enzyme activity and 
an increase of expression of type I collagen. We also found that slow walking generates 
0.5‒G or more acceleration at the waist. Therefore, our results suggested that not only 
high‒intensity strength exercises such as jumping, but frequent walking can decrease bone 
absorption activity in the weight bearing bone of the waist in elderly. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
従来、跳躍のような高強度運動や高加速度

バイブレーション刺激（3×g 以上）により骨
形成を促すことが報告されており、中高年に
は負担が大き過ぎる強度で継続実施は困難

であった。ところが、Rubin らは、羊の後肢
へ極めて低強度のバイブレーション刺激（0.3
×g, 30 Hz）を 1 年間与えて、海綿骨が特異
的に増加したという結果を２００１年
Nature 誌に発表した。しかし、Rubin らの
研究は MRI 画像観察からの結論で、細胞レ
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ベルの作用は不明であった。 
 力学的刺激に対する骨代謝応答のメカニ
ズムは、ほとんどが骨芽細胞（骨形成する細
胞）株などの単独細胞培養系による in vitro
実験である。しかし、実際の骨組織は、骨芽
細胞の他に破骨細胞（骨を壊し骨塩を吸収す
る細胞）、骨基質（コラーゲン等のたんぱく
質）が共存している。そして、破骨細胞の成
熟・活性化にはその細胞膜上の受容体 
Receptor Activator of NF-κB（RANK）へ
の骨芽細胞が発現するリガンド  Receptor 
Activator of NF-κB Ligand (RANKL)の結
合が必須である。したがって、生体内の骨組
織に対する作用を正確に評価するためには、
骨芽細胞の株細胞のような単純な系ではな
く、破骨細胞と骨芽細胞が共存する in vitro
の評価システムでの研究が望まれていた。 
 われわれは、破骨細胞と骨芽細胞が共存す
る魚類の鱗が、添加的石灰化と直接骨化によ
って形成される膜性骨であることに注目し、
鱗を用いて破骨及び骨芽細胞活性を評価す
るアッセイ系を世界に先駆け開発し、２００
２年報告した。この系では単独細胞株ではわ
からない骨組織の相互作用を、生体内に近い
状態で再現でき、この系を用いて骨代謝に関
与するホルモンが哺乳類と同様に作用する
ことを確認している。さらに、独自にバイブ
レーションによる加速度負荷装置を開発し、
この鱗のアッセイ系に応用したところ、
0.5-G という低振幅加速度の刺激にも破骨
細胞が応答し、その活性が低下することを初
めて証明した。つまり、動物実験ではわから
なかった低強度刺激による海綿骨の特異的
増加は、骨芽細胞活性増加による骨形成では
なく、破骨細胞の活性抑制による相対的骨吸
収低下がもたらした骨量増加であることが
示唆された。ただ、鱗アッセイ系のキンギョ
は魚類であり、ゲノム解析も未終了で、遺伝
子発現解析には困難な点があった。そこでわ
れわれは、哺乳類で低強度力学的刺激に対し
同様の細胞応答と、加えて遺伝子発現を示す
ことを確認するため、鱗同様の膜性骨の単純
な系であるマウス新生仔の頭頂骨を対象に
調べることにした。 
 
２．研究の目的 
 
１）マウス新生仔頭頂骨でバイブレーション
に対する影響評価のバイオアッセイ系を確
立する。 
２）１) のアッセイ系を用いた低強度加速度
による細胞特異的マーカー酵素活性及び特
定遺伝子群の発現変化から、骨代謝が骨形成
促進に動いているのか、骨吸収抑制に動いて
いるのかを明らかにする。 
３）アレイ解析により低強度加速度刺激に対
する遺伝子発現を網羅的に解析する。 

４）低強度から高強度運動まで広範囲の加速
度強度を計測できる運動加速度記録システ
ムを開発する。 
５) 健常ボランティア２０名によるヒト運動
時荷重負荷骨への負荷加速度を計測する。 
６）in vitro 培養系での最適負荷加速度強度
と運動時計測加速度との照合から、腰椎骨な
どの荷重負荷骨のための骨形成促進および
骨吸収抑制に最適な運動を同定する。 
７）低強度加速度による骨代謝特異的遺伝子
群の発現変化とアレイ解析による遺伝子発
現の網羅的解析から、低強度加速度刺激によ
る骨代謝変化のメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 膜性骨の単純な系で、１個体から左右対称
の薄くそのまま器官培養可能な骨片が得ら
れる生後 3日齢マウス新生仔の頭頂骨を用い
た。 
（１） マウスをジエチルエーテル過剰吸
入麻酔後断頭する。クリーンベンチ内の実体
顕微鏡下でピンセットにより頭皮を剥がし、
メスで頭頂骨を切り出し、PBS で洗浄後左右
対称に切り分ける。それぞれを骨組織用合成
培地（BGJb 培地、10%FBS および抗生物質入
り）が入った 1.5ml チューブ内で綿球により
位置固定し、一方を対照群とし、他方を負荷
群とした。 
（２） モニター画面で負荷強度が確認で
きる加速度負荷装置により正確な加速度を
２０分間負荷後、37℃、(骨組織用合成培地、
5％CO２)で６時間および２４時間培養し、生
食水で洗浄後-20℃で凍結保存した。破骨及
び骨芽細胞活性は、切片を蒸留水中で超音波
破砕し、その上清を用いマーカー酵素である
アルカリフォスファターゼと酒石酸抵抗性
酸フォスファターゼ活性を測定した。 
（３） 遺伝子発現は、破骨細胞と骨芽細胞
の機能遺伝子と分化に関わる遺伝子の発現
をリアルタイム PCR 法を用いて解析した。さ
らに、マウス遺伝子発現のアレイ解析用市販
キットと解析ソフトを使用し、どの系列の遺
伝子群が変化したかも解析した。 
（４） ヒト運動時加速度記録は、ピエゾ抵
抗型３軸加速度センサ MA3 (MicroStone社) 3
個からの電位を A/Dコンバータによりサンプ
リングし、データロガーへ記録できる装置を
を作製した。この装置の 3軸加速度センサを
被験者の脛（腓側顆より 3cm 近位）、膝（腓
骨頭より 2cm 近位）および腰（L4 棘上）に貼
り付け、さらにサポータやコルセットで軟部
組織の振動がないよう固定し、２１名の健
常ボランティアを対象に、平地歩行、階段昇
降、垂直ジャンプを課してその時の加速度を
計測した。各軸方向の加速度は、市販のデー
タ解析ソフト BIMUTASⅡ（KISSE COMTEC 社）



 

 

で計測し、最終的に３軸の合成ベクトルを求
めてその部位の負荷加速度とした。 
 
４．研究成果 
 
（１） ddY マウス新生仔からの頭頂骨の切
り出しおよび培養手順と、マウス頭頂骨を蒸
留水中で超音波破砕機を用いて破砕後遠心
し、上精を用いて破骨及び骨芽細胞活性測定
をそれぞれのマーカー酵素である酒石酸耐
性酸フォスファターゼとアルカリフォスフ
ァターゼによりタンパク量当たりの酵素活
性を測定する系を確立した。 
（２） 破骨細胞マーカー酵素活性解析
では、0.5 G 刺激後 6 時間で、６７％の
個体で酵素活性が低下し、2 G 刺激では
８３％の個体で酵素活性が低下した。一
方、骨芽細胞マーカー酵素活性は、刺激
後 24h で 0.5 G 刺激では６６％個体で酵
素活性が増加し、2 G 刺激では全個体の
酵素活性が増加した。したがって、０．
５G 刺激による骨吸収活性抑制と、２G
刺激による骨形成活性増加が認められ
た。 
（３） ＤＮＡマイクロアレイで得られた
網羅的な遺伝子発現データのネットワーク
解析の結果、骨代謝系の遺伝子発現への影響
が見られ、中でも 2 G 刺激後 6 時間でα1 コ
ラーゲン（骨基質タンパク）の発現が 10 倍
に上昇することを見いだした。 
（４） これまで低強度（０．３Gバイブレ
ーション）加速度刺激でどうして海綿骨が特
異的に増加したのか不明であったが、われわ
れの解析から、低強度刺激でも骨吸収の抑制
と同時に骨形成も起こることが認められた。 
（５） 運動中に過重負荷骨に生じる運動
加速度を同時に３か所の体部位で計測でき
るポータブル加速度記録装置および解析シ
ステムを開発した。 
（６） ２１名の健常ボランティアを対
象にしたポータブル加速度記録装置による
運動時過重負荷骨での運動加速度測定から、
垂直跳び以外では腰部に３～５G の大きな加
速度は生じないことと、水平歩行でも 0.5～
１Gの加速度が加わることを明らかにした。 
（７） マウス新生仔の頭蓋骨器官培養系
の酵素活性及び遺伝子発現の結果とポータ
ブル加速度記録装置による運動時過重負荷
骨での運動加速度測定から、中高年向けの無
理のない骨粗鬆症予防のための骨吸収抑制
運動は、日常生活における活発な歩行運動で
あることを根拠と共に社会へ提示できた。 
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