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研究成果の概要（和文）：　骨細胞機能と骨格筋恒常性の生理的な関連を明らかにするために、骨細胞特異的に
レドックス制御分子Sod2を欠損させミトコンドリア機能不全による細胞機能障害を誘導した。骨細胞特異的Sod2
欠損マウスは、加齢依存的な骨量減少を示すとともに、骨細胞の骨細管ネットワーク破綻とRANKLやSclerostin
などの液性因子の過剰産生を明らかにした。さらに本欠損マウスは、中年齢以降に骨格筋タンパク質の構成的合
成低下により2型骨格筋量が有意に減少し、強制運動能力が著しく低下していた。骨細胞の機能不全が骨格筋タ
ンパク質の恒常性を破綻させ、骨格筋萎縮を引き起こすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Superoxide dismutase 2 (Sod2) is a mitochondrial antioxidant enzyme that 
plays a pivotal role in the maintenance of mitochondrial function to regulate redox balance. 
However, the physiological function of Sod2 in bone metabolism has not been fully elucidated. In 
order to address this question, mice lacking Sod2 in osteocytes were generated by crossbreeding mice
 harboring a Sod2 conditional allele with Dmp1-Cre transgenic mice (Dmp1-Sod2-/-). The Sod2 ablation
 in osteocytes significantly caused bone loss and fragility in an age-dependent manner. In addition,
 histomorphometric analyses also revealed that Sod2 loss markedly disorganized bone canaliculi in 
the cortical bones, indicating osteocyte dysfunction. Interestingly, we found specific up-regulation
 of Sost and Rankl genes in bone. These findings demonstrated that mitochondrial SOD in osteocytes 
regulates osteocyte fate and RANKL- and Sclerostin-mediated bone metabolism in mice.
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１．研究開始当初の背景 

 骨組織は、単に骨格を支持する為の支持

組織ではなく、造血の場でもあり、また全

ての細胞の活動に必要とされるカルシウム

の貯蔵庫としての役割を担う動的な組織で

ある。骨量は生後急速に増加し20～30歳代

でピークを迎えるが、その後加齢とともに

減少する。同様に骨格筋も加齢と共に萎縮

し、運動器能力を著しく低下させ、転倒骨

折や寝たきりのリスクを高める。一方、活

性酸素による酸化ストレス傷害蓄積が、加

齢性退行変化の原因であるという「活性酸

素説（フリーラジカル説）」が提唱され、最

も有力な説として支持されている。活性酸

素はミトコンドリア代謝などの副産物とし

て産生され、タンパク質、核酸、脂質とい

った生体物質を酸化することで機能不全を

起こす結果、細胞障害を発生させる。酸化

ストレスの軽減は、骨や骨格筋の加齢性退

行変化を緩和する手段として有力な方法の

一つと考えられる。しかし、酸化ストレス

の骨代謝に与える影響や骨格筋機能に与え

る影響は不明な点が多く、解明すべき課題

は多い。 

 

２．研究の目的 

これまでの全身性 SOD1 欠損マウスや

組織特異的 SOD2 欠損マウスの解析から、

各組織の酸化ストレス傷害は、概ねその組

織に障害や変性をもたらすことが明らか

となった。しかし興味深いことに、骨格筋

特異的 SOD2 欠損マウスは、顕著な筋力低

下は示すが、老齢期まで対照マウスと同等

に骨格筋量を保持していた（Kuwahara, et 

al. FRBM 2010）。一方、骨細胞特異的 SOD2

欠損マウスは、加齢依存的な骨量減少に加

え、骨格筋量の萎縮を示すことが予備的に

明らかとなった。この対照的な結果は、骨

格筋量が骨格筋自身の調節機構に加えて、

骨組織による調節機構の存在を示唆した。

これらの実験事実から、骨細胞特異的

SOD2欠損マウスの骨組織解析に加えて骨

格筋を解析すること、逆に骨格筋特異的

SOD2欠損マウスの骨組織を解析すること

を着想した。これらの解析により、骨と骨

格筋が相互連関して互いの組織恒常性を

維持する制御機構の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

 骨および骨格筋における SOD2 機能と

ミトコンドリア酸化ストレスの病因的役

割を解析するため、SOD2 flox マウスと骨

細胞特異的 Cre マウス（Dmp1-Cre）また

は骨格筋特異的 Cre マウス（Hsa-Cre）を

交配し、作出する。3 ヶ月齢、6 ヶ月齢、

12 ヶ月齢を解析群として用意する。各週

齢で体重、摂餌量、行動量（ACTIMO）、

強制走行時間（トレッドミル）、Grip 筋力

を測定し、体重や行動量に違いが無いこと

を確認する。全身の骨密度（BMD）と石

灰化量（BMC）、扁平骨(脊椎)及び長管骨

(四肢骨)の pQCT、マイクロ CT を行い、

海綿骨及び皮質骨量の定量化を行う。また

腓腹筋（速筋）およびヒラメ筋（遅筋）重

量を測定し、対照群との比較と加齢変化を

調べる。コブラ毒である cardiotoxin を腓腹

筋に筋注し骨格筋傷害を誘導する。0，5，

18 日後に腓腹筋を取り出し、凍結切片の

HE 染色による継時的な筋再生過程を評価

する。骨格筋萎縮の要因が筋再生能の低下

がどうか明らかにする。 

（倫理面への配慮） 

組換え動物実験に関する研究は、千葉大学

の実験動物委員会および遺伝子組換え実験

に関する指針に基づいてこれを実施する。 

 

４．研究成果 

 骨細胞特異的 SOD2 欠損マウスは体重や骨格

に異常は認められなかったが、3 ヶ月齢から月齢

依存的な海綿骨と皮質骨の骨量減少を示した。



骨代謝パラメーターを調べたところ骨形成低下と

骨吸収増加が認められた。また骨関連遺伝子と

して骨形成抑制因子 SOST と骨吸収促進因子

RANKL が発現亢進し、骨代謝異常を裏付けた。

さらに興味深いことに、このマウスの骨細胞は有

意な ROS 産生亢進に加えて形態異常や骨細管

数の減少が認められ、骨細胞間ネットワークが破

綻していることが明らかとなった。単離骨細胞に

脱共役剤を添加し、ミトコンドリア機能不全を誘

導すると RANKL の発現増加や形態異常が起こ

ることも判明した。また、欠損マウス骨と同様の変

化が 2 年齢の老齢マウス骨でも認められた。以

上の結果からミトコンドリア機能不全による骨量

減少は加齢性骨量減少にも認められるは共通の

メカニズムであるが示唆された。骨細胞特異的

SOD2 欠損マウスは加齢性骨量減少を模倣する

モデルとして有用であること考えられた。 

 また、本マウスの骨格筋量を調べたところ、

中年齢以降に有意な 2 型骨格筋量の減少が

認められた。また、トレッドミルによる強制

運動を行ったところ、有意な強制走行時間の

短縮が明らかとなった。また、本マウスの骨

格筋幹細胞であるサテライト細胞の細胞数、

増殖能、筋管細胞への分化能を調べたところ、

対照マウスと欠損マウスで有意な差が認め

られなかった。さらに骨格筋関連遺伝子の発

現を調べたところ、筋形成および筋分解のい

ずれの遺伝子発現も有意に低下しており、骨

格筋タンパク質の構成的な合成低下を明ら

かにした。以上の結果から、骨細胞の機能不

全が間接的に、かつサテライト細胞非依存的

に骨格筋タンパク質の恒常性破綻させ、骨格

筋萎縮を引き起こしたことを示唆した。 
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