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研究成果の概要（和文）：荷重を負荷したマウスと尾部懸垂により後肢を非荷重にしたマウスを用いて実験を行った。
荷重負荷により、副甲状腺ホルモン受容体を介したシグナルが、未分化間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化を促進し、
脂肪細胞への分化を抑制することを明らかにした。外骨膜性骨形成が亢進し、皮質骨外径が拡大するためには、このシ
グナルの亢進が必要であることを示した。一方、非荷重状態では、骨髄細胞におけるCD31とその受容体CD38の発現が低
下し、非荷重後の再荷重によりこれらは正常荷重レベルに回復した。骨芽細胞とCD38陽性骨髄細胞の共培養実験の結果
から、骨芽細胞分化には血管系因子が必要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We performed studies using exercise loading mice and unloading mice due to tail su
spension. We demonstrated that the signal through PTH/PTHrP receptors promoted osteogenic differentiation 
and suppressed adipogenic differentiation from mesenchyman stem cells under loading condition. This signal
 is necessary for promotion of periosteal bone formation and enlargement of cross-sectional cortical shell
. The expressions of CD31 and its receptor CD38 decreased after unloading and recovered to the normal load
ing levels after reloading. Co-culture experiments of osteoblasts and CD38 positive cells revealed that va
scular endothelial factors are necessary for osteogenic differentiation.
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１．研究開始当初の背景 
運動のように荷重が増加すると、骨髄に
おける骨形成は促進され、海綿骨量が増加
し、脂肪組織量は減少する。一方、寝たき
りや宇宙飛行のように荷重が減少すると、
骨髄における骨形成は低下し、海綿骨量が
減少し、脂肪組織量は増加する。 
また、我々は、骨髄損傷モデルの研究か
ら、骨芽細胞分化と血管新生や血管内皮細
胞分化には密接な関連性がみられることを
明らかにしてきた。 
しかし、荷重の増減に伴う骨髄細胞分化
の振り分けを調節する機序や各細胞間の相
互作用は未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
研究の目的は、荷重の増減に伴い、骨髄
細胞中の未分化間葉系幹細胞から骨芽細胞、
脂肪細胞、血管内皮細胞への分化がどのよ
うに変化するのか、また、各細胞間に相互
作用があるのか、どのようなシグナルが分
化の振り分けを行っているのか、を明らか
にすることである。荷重増減下での骨髄細
胞の分化調節機構を解明することを目的に
研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）荷重増加状態下での骨髄細胞分化の解
析 
マウス脛骨骨髄における間葉系幹細胞か
ら骨芽細胞と脂肪細胞と血管内皮細胞への
分化に及ぼす荷重の影響について組織学的
所見と分化に関連する遺伝子発現から明ら
かにした。荷重の増加モデルとして、最高部
に給水瓶を設置した高さ1メートルの金網製
ケージ内で飼育したマウスを用いた。マウス
は水を飲むために自発的にケージの昇降を
繰り返す。脛骨を採取し、HE染色およびTRACP
染色を行った。 
 
（2）荷重減少状態から荷重増加状態下へ変
化したときの骨髄細胞分化の解析 
マウス脛骨骨髄における間葉系幹細胞か
ら骨芽細胞、血管内皮細胞、脂肪細胞への分
化に及ぼす荷重減少の影響について組織学
的所見と分化に関連する遺伝子発現から明
らかにした。非荷重モデルとして、尾部を懸
垂して後肢を非荷重にしたマウスを用いた。
1 週間非荷重にしたあと、尾部懸垂を止め再
荷重した。脛骨を採取し、脛骨ニ次海綿骨に
おける骨形態計測と骨髄細胞を用いた定量
的RT-PCRとフローサイトメトリーを行った。 
 
（3）荷重増加状態下での分化の振り分けに
関わるシグナルの解析 
マウス四肢に荷重増加状態とし、その脛骨
骨髄における間葉系幹細胞から骨芽細胞、脂
肪細胞への分化の変化について組織学的所
見と分化に関連する遺伝子発現から明らか
にした。分化の振り分けに関するシグナルを

解析した。 
 
（4）PTH（副甲状腺ホルモン）受容体シグナ
ルを介した荷重の増減と骨形成の関連性 
アルデヒド脱水素酵素 2（aldh2）遺伝子欠損
マウス[aldh2(-/-)]と正常な野生型マウス
[aldh2(+/+)]の大腿骨と脛骨を用いて実験
を行った。海綿骨と皮質骨を用いて、組織学
的所見と分化に関連する遺伝子発現から評
価した。 
 
４．研究成果 
（1）荷重増加状態下での骨髄細胞分化の解
析 
荷重の増加により 2週後に破骨細胞面（骨
吸収）が低下し、4 週後に骨形成率が増加す
ることが明らかとなった。2 週後に海綿骨量
と骨梁数が増加し、脂肪組織量と脂肪細胞数
が減少した。運動後 7日の海綿骨では皮質骨
内面での骨芽細胞からオステオカルシン
mRNA の発現が増加し、運動後 7日の皮質骨で
は wnt-1、frizzled 4、β-catenin mRNA の
発現が増加した。骨髄細胞において、運動後
4 日に脂肪細胞早期分化遺伝子である C/EBP
βと C/EBPδ mRNA の発現が低下し、運動後 7
日に脂肪細胞特異的遺伝子である aP2 と
PEPCK mRNA の発現が低下した。骨髄細胞にお
いて、血管内皮細胞関連遺伝子である CD31
（PECAM-1）とその受容体である CD38 は増加
した。荷重増加モデルマウスの研究結果から、
骨・脂肪・血管それぞれの分化マーカーにつ
いて発現の時期を明らかにした。 
 
（2）荷重減少状態から荷重増加状態下へ変
化したときの骨髄細胞分化の解析 
非荷重後1週で海綿骨量は約50％に減少し、
骨髄細胞では骨芽細胞への分化が障害され、
脂肪細胞への分化が促進された。骨髄細胞中
における osterix と osteocalcin mRNA の発
現が低下し、PPARγ mRNAの発現が亢進した。
血管関連因子では、非荷重状態の骨髄細胞に
おける CD31（PECAM-1）とその受容体 CD38 の
発現が低下し、Tie-2 発現が骨梁付近の骨髄
腔で低下した。非荷重後の再荷重によりこれ
ら血管関連因子発現は正常荷重レベルに回
復した。これらの結果は、CD38 ノックアウト
マウスが骨形成低下と骨量減少を示すとい
う過去の報告と一致している。骨芽細胞株の
MC3T3-E1 細胞に CD38 陽性骨髄細胞を添加し
共培養した群では、MC3T3-E1 細胞単独群と比
較してアルカリフォスファターゼ活性が増
強した。CD38 陰性骨髄細胞を添加し共培養し
た群では増強しなかった。非荷重状態の骨髄
細胞では T リンパ球のマーカーである CD3e
の発現が低下していた。 
 
（3）荷重増加状態下での分化の振り分けに
関わるシグナルの解析 
荷重の増加により2週後に海綿骨量と骨梁
数が増加し、脂肪組織量と脂肪細胞数が減少



した。荷重後の海綿骨では皮質骨内面での前
骨芽細胞から PTH/PTHrP 受容体（PTHR1）と
オステオカルシンのタンパク発現が増加し、
皮質骨では wnt-1、frizzled 4、β-catenin 
mRNA の発現が増加した。 
4 日間荷重負荷したマウスの脛骨から採取
した骨髄細胞を培養した。アルカリフォスフ
ァターゼ陽性 CFU-f 数は、PTH（1-34）を添
加するとその形成が増加し、抗 PTHR1 抗体を
添加するとその形成が低下した。それとは逆
に、オイルレッド O陽性細胞数は、PTH（1-34）
を添加するとその形成が低下し、PTHR1 抗体
を添加するとその形成が増加した。荷重を負
荷すると PTHR1 mRNA の発現は増加し、尾部
懸垂により非荷重にするとその発現は低下
した。これらの結果から、荷重増加により、
PTH/PTHrP 受容体を介したシグナルが、骨髄
細胞中の骨芽細胞分化を促進し、脂肪細胞分
化を抑制することを明らかにした。 
 
（4）PTH（副甲状腺ホルモン）受容体シグナ
ルを介した荷重の増減と骨形成の関連性 
7週齢のaldh2(-/-)とaldh2(+/+)それぞれ
に、4週間、水を飲ませる群（+wa）と 5％エ
タノールを飲ませる群（+al）で比較した。
脛骨近位二次海綿骨量は、aldh2(-/-)+wa 群
と aldh2(+/+)+wa 群と aldh2(+/+)+al 群では
差がないが、aldh2(-/-)+al 群だけが有意に
減少していた。海綿骨梁表面における骨形成
が低下していた。骨髄細胞中の骨芽細胞系細
胞の p21 遺伝子発現が亢進し、G2 期で細胞周
期が停止していた。オステオカルシンの発現
が低下していた。一方、5％エタノールの負
荷に関わらず、aldh2(-/-)の大腿骨骨幹部の
骨横断面の外径は、aldh2(+/+)と比べて小さ
かった。1週間荷重を負荷すると、aldh2(+/+)
では大腿骨と脛骨の皮質骨における
PTH/PTHrP受容体のmRNA発現が有意に増加し、
外骨膜性骨形成が促進されるが、aldh2(-/-)
では PTH/PTHrP 受容体の mRNA 発現が全く増
加せず、外骨膜性骨形成が促進されなかった。 
これらの結果から、aldh2 遺伝子欠損状態
下で、海綿骨における骨芽細胞分化は、エタ
ノール負荷により抑制されること、一方、皮
質骨では、エタノール負荷に関わらず、荷重
を増加しても PTH/PTHrP 受容体の mRNA 発現
が増加せず、外骨膜性骨形成反応が生じない
ことが明らかとなった。 
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