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研究成果の概要（和文）：加齢による骨細胞の変化を見るため、５週齢から２年齢の半年ごとのSost-Green遺伝
子レポータマウスの大腿骨凍結切片の蛍光観察の結果、１年齢未満の皮質骨で強く発現していた緑色蛍光強度
が、２年齢では顕著に低下していた。さらにSost遺伝子欠損マウスの２年齢の骨で増加した骨において、細胞核
を欠いた空の骨小腔が多数存在していた。また、加齢したSost-Green遺伝子レポータマウスの頭蓋冠組織では多
数の緑色蛍光陽性細胞が観察された。頭蓋冠からアウトグロースする骨系細胞を三次元培養を行った結果、培養
３週間後での細胞形態は樹状様突起を示していたが、老齢マウス由来の細胞は殆ど突起を伸ばしていなかった。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence observation of frozen femur sections of Sost-Green gene 
reporter mice at semi-annual intervals from 5 weeks to 2 years of age showed that the green 
fluorescence intensity, which was strongly expressed in cortical bone at less than 1 year of age, 
was markedly reduced at 2 years of age. Furthermore, in the increased bone of Sost gene-deficient 
mice at two years of age, there were many empty bone lumens lacking cell nuclei. In addition, 
numerous green fluorescent positive cells were observed in the cranial crown tissue of aged 
Sost-Green gene reporter mice. Three-dimensional culture of osteoblastic cells outgrowing the 
cranial crown showed that the cell morphology after 3 weeks in culture showed dendritic-like 
protrusions, but cells from aged mice hardly extended their protrusions.

研究分野：骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨折や感染症は加齢に伴い悪化し、高齢化社会ではその対処が危急の課題である。骨代謝の低下や炎症感受性の
亢進は老化と関連性があると考えられている。加齢に伴い、新しい骨が作られなくなり古い骨が新しい丈夫な骨
に置き換えられないことから骨の減少と骨質の低下が進んでいく。人の老化は、一つ一つの細胞の老化と関連し
ていることが示唆されている。骨には骨細胞が長期間生存し続けているが、加齢に伴い細胞老化を示すか否かは
明らかではない。本研究の成果は、骨細胞が老化して骨の新陳代謝に対する影響を明らかにすることによって、
骨の健康を維持するための方法や治療薬の開発に寄与する。

※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 
骨折や感染症は加齢に伴い罹患リスクが上昇し、今後の高齢化社会ではその対処が危急の課題
である。歯槽骨の減少による歯牙の脱落や感染性の炎症亢進による歯周組織の破壊など、骨代謝
の低下や炎症感受性の亢進は老化と関連性があると考えられている。加齢に伴い骨代謝は低回
転型に移行し、すなわち骨形成が低下し新しい骨が作られなくなること、また骨吸収が低下し古
い骨が新しい丈夫な骨に置き換えられないこと、最終的に骨量の減少と骨質の低下が進んでい
く。このような個体の老化は、詳細に見ていくと、個々の細胞の老化（細胞老化）と関連してい
ることが示唆されている(Kuilman 2010 Genes Dev 24:2463)。細胞老化は、増殖を繰り返すこ
とによって染色体 DNA の末端が短縮することや自然放射線･代謝による酸化ストレスによる染
色体 DNAの損傷によって起こっていることが示されている(Haigis 2010 Mol Cell 40:333)。ま
た、エネルギー代謝因子の欠損や DNA修復因子の欠損が老化を惹き起こしていることが明らか
にされている(Sebastian 2012 JBC 287:42444; Grandori 2003 Genes Dev 17:1569)。骨基質に
は骨細胞が長期間生存し続けているが、加齢に伴い細胞老化を示すか否かは明らかではない。骨
細胞は長期間にわたり老化誘導ストレスを受けている。一方、早老症では個体の老化は加速する
ものの、細胞の老化は様々であることが予想される。Klotho マウスや SMP30 遺伝子欠損マウ
スなどの早老症は骨量減少を示す(Kuroo 1997 Nature 390:45; Kondo 2006 PNAS 103:5723)。
自然な加齢でも低回転型骨代謝を示すことから、骨細胞が老化することによって骨芽細胞や破
骨細胞に影響を与えているのか否か判っていない。 
 
２．研究の目的 
骨細胞は石灰化した骨組織の中に埋伏されているため、他の細胞と異なり自律的に移動するこ
とが出来ないし増殖することも出来ない細胞である。骨細胞のような「長寿」細胞は、自然放射
線や代謝による酸化ストレスに長期間晒されている。本研究は、個体寿命と伴に長期間生存し続
けなければならない骨細胞の老化が、骨代謝に悪影響を与えているのか否かを明らかにするこ
とを目的にしている。骨組織において加齢動物と若年動物との比較を行うことによって、個体老
化と細胞老化の関連性を明らかにする。長期間生体で保持される骨細胞に注目することによっ
て、加齢に伴う個体老化と骨代謝回転の低下を、骨細胞の細胞老化を介して関連付けることを試
みる。 
 
３．研究の方法 
（１）高齢マウスの骨組織で細胞老化が促進しているのか否かを明らかにする。 
高齢マウスにおける骨組織の細胞老化の形態学的解析を行う。野生型マウス C57BL6 を１年間長
期飼育して、長管骨や頭蓋骨における細胞形態を組織学的に解析する。細胞老化の指標である
SA-β-gal 染色やγ-H2AX 免疫染色により老化した細胞の同定を試みる。ALP 染色により骨芽細
胞、TRAP 染色により破骨細胞、それぞれ同定する。骨組織の部位や細胞種の違いなどによって
細胞老化の割合を定量して、８週齢の若年に対して高齢における骨関連細胞の細胞老化の亢進
を調べる。 
 
（２）成熟した骨細胞を標識する Sost-Green 遺伝子ノックインマウスの長期飼育ラインの作成
を行う。Sost-Green キメラマウスを C57BL6 と多世代掛け合わせて、遺伝背景を合わせた群の作
成を継続する。長期飼育した Sost-Green マウスの骨細胞の細胞老化を SA-β-gal 染色やγ-H2AX
免疫染色により定量する。 
 
（３）骨組織に存在する骨細胞を単離し、細胞老化の形質を持つか否か明らかにする。 
高齢マウス由来の骨細胞の細胞学的解析を行う。頭蓋骨からコラゲナーゼ酵素処理により骨基
質中の骨細胞の単離を行う。骨表面近くにいる若い骨細胞を除くために、Sost-Green マウスを
用いて長期間骨に存在した成熟骨細胞を効率的に単離する。８週齢マウスと１年齢マウスから
単離した骨細胞を用いて、継代法による細胞増殖能や薬剤添加による脱細胞老化能を測定し、個
体老化と細胞老化の関連を調べる。 
 
（４）単離した骨細胞を用いた３次元培養に依存する細胞老化の解析を行う。培養プレートを用
いた通常の平板培養では骨細胞の形態や機能を正確に反映していない可能性がある。コラーゲ
ンゲルを用いて、骨細胞株もしくは頭蓋骨由来初代骨細胞を３次元培養して SA-β-gal 染色や
γ-H2AX 免疫染色により細胞老化を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）Sost-Green 遺伝子レポータマウスを用いた骨組織の解析を行った。大腿骨および脛骨の
軟エックス線撮影を行い、Sost-Green ノックインマウスと野生型マウスとで、石灰化度に差が
無いことを確認した。大腿骨の凍結切片を作成し、蛍光顕微鏡下で観察した。骨梁骨が殆ど存在



しないので、骨幹部の皮質骨と骨端骨で計測した。骨組織の有核細胞のうち約５割が緑色蛍光陽
性細胞であった。この結果は、１年齢と３ヶ月齢の解析結果は同等であった。 
 
（２）骨形成を促進する PTH の間歇投与を、１年齢と３ヶ月齢の Sost-Green 遺伝子レポータマ
ウスで行って比較した。加齢により Sclerostin 量は増加するといわれているが、Sost-Green の
陽性細胞数に差は見られず、また PTH 投与による陽性細胞数の減少も観察されなかった。一方、
骨由来の内在性 Sost mRNA 自体は PTH 投与により減少傾向を示したので、PTH 刺激には応答して
いると考えられた。以上の結果から、１年齢程度の加齢では骨細胞の形態も機能もまだ影響がみ
られないことが示唆された。 
 
（３）さらに高齢化した動物を用いて、大
腿骨の組織切片を経時的に作成して細胞
老化の形態学的解析を行った。５週齢・６
ヶ月齢・１年齢・２年齢それぞれの Sost-
Green レポータマウスの大腿骨凍結切片の
蛍光観察の結果、６ヶ月齢から１年齢の皮
質骨で強く発現していた緑色蛍光強度が、
２年齢では顕著に低下していた。さらにこ
のレポータマウスを掛け合わせて作出し
た Sost 遺伝子欠損マウスの２年齢の骨で
は海綿骨も皮質骨も骨梁が増えるのみな
らず、成長期の元々の皮質骨に新たに添加
された骨でヘキスト染色陰性の細胞核を
欠いた空の骨小腔が多数存在していた（右
図・左下）。骨細胞の加齢においてスクレロ
スチンが生存因子として関与しているこ
とが示唆された。 
 
（４）加齢した Sost-Green 遺伝子レポータマウスの頭蓋骨から骨細胞の単離を試みた。頭蓋冠
の全組織では多数の緑色蛍光陽性細胞が観察されたが、単離した骨細胞様細胞は速やかに Green
蛍光を失っていた。培養により Sost 遺伝子発現が減弱することが示唆された。また、Sost-Green
遺伝子レポータマウスの脛骨骨髄より骨髄ストローマ細胞を単離し、石灰化培地にて４週間長
期培養して骨ノジュールを形成させたが、緑色蛍光を示す細胞は殆ど観察されなかった。平面培
養では骨細胞への分化が困難であることが示唆された。さらに、Sost-Green 遺伝子レポータマ
ウスの２年齢の老齢マウスおよび６ヶ月齢の若年マウスから、それぞれの頭蓋冠を摘出して、ア
ウトグロースする骨系細胞を単離した。継代培養してから、コラーゲンゲルを用いて三次元培養
を行った。その結果、培養３週間後での細胞形態は樹状様突起を示していたものの緑色蛍光は誘
導されていなかった。また、老齢マウス由来の細胞は殆ど突起を伸ばしていなかったことから、
加齢した個体から単離した骨細胞は機能不全が示唆される結果となった。 
以上の研究結果から、加齢マウスにおける骨細胞は、細胞形態に不完全なのもが多くみられ、
スクレロスチン陽性細胞の割合も減少しており、機能的に低下していることが示唆された。 
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