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研究成果の概要（和文）：我々は、FIB-SEMを用いることにより、骨形成期にあるコラーゲン線維の立体構築を
行うことができた。さらにこの解析は1辺25マイクロメートルの立方領域に及ぶことから、同時に複数の骨細胞
を含む細胞性ネットワークも捉えることができた。これらの観察から、骨細胞ネットワークの初期形成に重要な
骨芽細胞から基質側へ伸びる細胞は、集束されたコラーゲン線維を避けるように一定の規則性をもった。さら
に、コラーゲン線維の集束化を阻害するBAPNで前処置した骨では、骨芽細胞から伸びる細胞突起は特異な方向性
を持たなかった。よって、骨基質の性質を変化させることで骨細胞ネットワーク形成に影響を与えることが明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：We performed three-dimensional construction of collagen fibers in the 
osteogenic phase by using FIB-SEM. Furthermore, since this analysis extends to a cubic region of 25 
micrometers per side, it was possible to capture a cellular network containing multiple osteocytes 
simultaneously. From these observations, processes extending from the osteoblasts to the matrix side
 have a certain regularity so as to avoid bundled collagen fibers. Furthermore, the bones pretreated
 with BAPN, which inhibits collagen fiber aggregation, cell processes extending from osteoblasts 
have no specific orientation. Thus, it has been revealed that changing the nature of bone matrix 
affects osteocyte network formation.

研究分野：歯科矯正学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨は外界の力によってその形を変化させる。その変化には細胞が主導となって関与しているのか細胞から産生さ
れた基質が力によって再配列を引き起こし変化しているのかは明確な答えはなかった。今回我々は、骨基質のコ
ラーゲン線維の立体構築と骨内でネットワーク形成をなしている骨細胞を同時にとらえることができ、この両者
の関係をみることができた。そして、集束したコラーゲン線維が細胞ネットワークの方向性を変化させているこ
とを突き止めた。よって、骨梁の微細構造を形成する細胞性ネットワークの初期過程には細胞による形態形成の
みならず、基質が自ら変化することも影響を与えることが示唆された。
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１．研究開始当初の背景 

骨形成初期の骨モデリングにおいて、機械的刺激が細胞に働き、骨形態変化が行われている

ことは知られているが、細胞を取り囲む基質の影響は分かっていない。我々矯正歯科医の行う

骨整形的な治療は、軟骨や骨の初期の形成過程に働きかけるので、集束して強度を増すコラー

ゲン線維の機械的特性も重要な要素となり、骨疾患患者の治療においては考慮すべき対象と考

えられる。しかし、骨芽細胞によって営まれるコラーゲン形成は、骨基質と骨芽細胞に挟まれ

た閉ざされた空間で行われるため、その形成過程を観察することは困難であった。一方、骨中

に最も多く含まれる I型コラーゲンは、骨中にネットワークを形成し、その細線維の直径は、

数十〜百数十 nm と非常に微細な構造物であることから、形成されるコラーゲン線維の三次元構

造を解析することは不可能であった。 

これまで我々は、研究分担者の原らの開発

した直交配置型 FIB (Focused Ion Beam)- 

SEM(Scanning Electron Microscopy)ならびに

我々が独自に開発したコラーゲン線維自動抽

出ソフトウェアを用いて、骨形成過程におけ

るコラーゲン線維の三次元形態計測にはじめ

て成功した(右図)。一方、スウェーデンの E. 

Jagger 博士は、通電により体積を変えること

のできる特殊ポリマーを用いて、数マイクロ

単位の非常に小さな領域に機械的刺激を与え

る装置を開発している。直交配置型 FIB-SEM による観察は、数十マイクロ立方という限られた

領域であるが、骨芽細胞および骨細胞のネットワークをすべて含んだ十分な観察領域をもつ。

この限られた領域に新規の特殊ポリマーを用いてマイクロ単位の可変領域を作製し、局所的な

機械的刺激を加えることが可能であると考えられた。これら新規骨形態観察法と骨微小領域へ

の機械的刺激負荷装置を用いることによって、骨形成過程を細胞の側面ならびに基質であるコ

ラーゲンネットワークの側面から同時に観察することが可能となると考えられた。よって、機

械的刺激負荷時の、細胞によるモデリングの役割、コラーゲン線維ネットワークによるモデリ

ングの役割を同時に解析することが可能と考えた。そして、骨基質の構築が骨細胞ネットワー

ク形成にどのように影響を与えるのかを基質的観点を主として解析することとした。 

 

２．研究の目的 

 上記の直交配置型 FIB-SEM を用いて、骨細胞の形態とコラーゲン線維の三次元的構造を解析

し、形態計測値を求める。そして、コラーゲンネットワーク形成と骨細胞ネットワークの形成

の関連性について検討する。また、局所に定量計測可能な機械的刺激負荷装置を開発して、コ

ラーゲン線維ネットワークに変形を加え、その機械的刺激が骨形成にどのような影響が与えら

れているのかを解析する。さらに ex vivo での機械的刺激に対して、骨中の骨細胞が応答して

いるのかを三次元でのカルシウム応答を観察する。 

 

３．研究の方法 

① 通電可変ポリマーを用いた骨内機械的刺激負荷装置の開発を行う。この開発には、スエーデ

ンリンシューピン大学の Edwin Jager 先生のご協力を頂く。 



② FIB-SEM を用いたコラーゲン線維ネットワークの高詳細三次元構築を行う。そのためには、

物質・材料研究機構 原徹先生のご協力を頂く。 

③ ニワトリ胚頭蓋骨でのコラーゲン線維形成を人為的に調整する。そのために、コラーゲン線

維の架橋阻害剤である BAPN で処理する。コラーゲン線維の形成の変化は BAPN 処理群とコント

ロール群を比較する。そのためには、多光子励起レーザー顕微鏡の SHG(Second Harmonic 

Generation)による生骨コラーゲンの観察を行う。 

④ 上記 3 で観察された頭蓋骨の骨細胞ネットワークに関して形態計測的な解析を行いコラー

ゲン線維の形成が細胞ネットワーク形成に与える影響を検討する。 

⑤ 機械的刺激を加えたときの細胞内カルシウム応答を骨組織内で直接観察するシステムを構

築する。そのために、連携研究者の安達泰治先生の協力を得て、多光子励起レーザー顕微鏡に

て観察する。 

 

4. 研究成果 

本研究課題では、骨形成期におけるコラーゲン線維の立

体再構築を行うことを主として研究を始めた。その過程で

Focused Ion Beam-Scanning Electron Microscopy 

(FIB-SEM)を用いて、骨中のコラーゲン細線維を1本単位で

観察し、その方向性についても情報を得ることができた。

さらに、コラーゲン細線維が集束してできる数マイクロ径

のコラーゲン線維と骨基質中の骨細胞も同時に観察する

ことに成功した。そして、集束したコラーゲン線維が骨細

胞突起の方向性を規定しているような所見(細胞突起がコ

ラーゲン線維を避けて伸長している)が数々観察された(

右図：未発表データ)。 そこで、コラーゲン線維の架橋阻害剤であるBAPNで前処置したニワト

リ胚頭蓋骨のコラーゲン線維形成を阻害したときに観察される骨細胞ネットワークの形態の変

化を観察することとした。 まず、Second Harmonic Generation(SHG)にて生骨でのコラーゲン

線維形成を観察し、その後、コラーゲン線維形成を定

量化した。その結果、BAPNがコラーゲン線維形成を阻

害していることが観察された(右図:未発表データ)。

同時にファロイジンで蛍光標識された骨細胞ネット

ワークを観察すると、方向性を欠いた未成熟な細胞性

ネットワークを示していた。これらのことからコラー

ゲン線維形成を操作することで二次的に骨細胞ネッ

トワーク形成を改編することができる新たな知見を

得た。現在、これらの知見をまとめた論文を投稿準備

中である。さらに、E. Jager博士と共同研究で開発し

ている骨内機械的刺激装置の取付まで現段階で行う

ことができた。通電することで3〜5パーセントの膨張

を得ることができる特殊ポリマーを用いた本装置は、その装置自体の微妙な振動も機械的刺激と

して骨内に伝わることから、その微小振動に対応

すべく機器の設定、生サンプル刺激の条件設定を

調整している。右図に現在の装置の設定状況を示

す。本研究により、研究課題である「骨リモデリ

ング時の形態形成をコラーゲン線維がどのよう

な関与をしているか？」という問いかけに対して

は、骨細胞ネットワーク形成に間接的にではある

が関与していることがわかった。 



 また、ex vivo での骨細胞のカルシウム応答を観察するシステムを多光子励起レーザー顕微

鏡を用いた観察することができた。下図左は、ニワトリ胚頭蓋骨中での骨細胞のカルシウム応

答を観察しているときのイメージをしめす。今回機械的刺激は、流体剪断応力を用いた。その

結果、幼弱骨細胞に比べて、成熟骨細胞では機械的応答により敏感に応答することがわかった。

(下図右) これらに解析により、現在開発途中の骨内機械的刺激負荷装置を装着したときの解

析の準備は整ってきた。 

 

 
骨細胞のカルシウム応答観察時のイメージ 
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