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研究成果の概要（和文）： 
骨粗鬆症による椎体骨折の多重化と血漿中骨細胞特異的蛋白 Matrix Extracellular 

Phosphoglycoprotein(MEPE)濃度の関連を明らかとした。MEPE 自体の測定系の臨床応用と普及

に関しては夾雑物の存在が明らかとなり達していないが、この間の in vitro および臨床の検討

から骨細胞特異的物質の測定の重要性と次のターゲットとすべき物質が明らかとなり、これら

の測定系の開発を進めている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is revealed by our preliminary analysis that serum level of matrix extracellular 
phosphoglycoprotein (MEPE) that is one of osteocyte-specific-proteins is correlated with the 
multiplicity of osteoporotic vertebral fracture. However, the amino sequence analysis of 
MEPE derived fragment present in serum using monoclonal antibodies against MEPE 
revealed that mAb also bind with the unknown peptide derived from some protein other 
than MEPE. Identification of this foreign peptide is unfortunately too difficult due to its 
small amount and the cross reactivity itself in mAb, so clinical application of ELISA using 
mAb against MEPE has not been established. However, our in vitro study confirmed that 
the possible importance of the measurement of osteocyte-specific protein and showed the 
next target protein for development of clinically applicable plasma concentration 
measurement. 
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１．研究開始当初の背景 
まさに高齢化社会に直面し、寝たきりの

防止や高齢者のQOL（Quality of Life）の

向上・維持を目指して、骨粗鬆症の診断と

治療の質の更なる向上が求められている。

そのためには個々の患者ごとの正確な病態

評価とそれに基づくタイミングのよい効果

的な治療方針の決定が必要となっている。

骨粗鬆症治療は必要な患者に必要なタイミ

ングで治療を開始して、その治療の有効性

の確認する手立てを持つことで、初めて最

大の効果対費用比を達成することが可能と

なる。しかし、1000万人を超える骨粗鬆症

患者を抱えた本邦において、患者ごとの正

確な評価なく画一的な治療を行われること

が多く、その結果生ずる経済的な不利益は

大きい。骨粗鬆症治療の最終目的は“骨折

の予防”であるが、現在骨粗鬆症に伴う個々

の患者の骨折危険度の評価は、骨密度と骨

代謝回転の評価のみが臨床的に行われるの

みである。より的確な時期からの治療をお

こなう判断方法を持つことで、骨粗鬆症の

予防治療の効果対費用比を格段に向上させ

るためには、新しい側面からの骨の評価法

を持つことが必要であった。 

２．研究の目的 
骨密度や骨代謝回転以外の骨の力学的強

度を規定する骨の因子（包括的に骨質と呼

ばれている）の評価が重要であることが明

らかとなってきた。その骨質は、骨基質に

埋包されてきわめて高密度に存在しかつ細

胞突起による極めて密な細胞間ネットワー

クを形成している骨細胞の集団的機能が深

く関与していると考えられている。それゆ

え、侵襲なく簡便で且つ安価な普及性のあ

る評価方法として、この骨細胞が特異的に

分泌する蛋白の血中濃度を測定することの

臨床的意義を明らかとすることで、実臨床

への応用法を確立することを第一の目的と

した。この際に、我々が既にmonoclonal抗

体を用いて血中濃度の測定法を構築してい

た 骨 細 胞 特 異 的 物 質 MEPE(Matrix 

Extracellular Phosphoglycoprotein)に、焦

点をあて検討を開始した。第二の目的と

して、骨細胞特異的な物質の血中濃度の

臨床的な変化が細胞レベルでのどのよう

な変化を反映するかを検討するために、

培養細胞を用いた骨細胞分化に影響する

因子の検討を行った。我々は、加齢とと

もに呼吸機能・循環機能の変化、酸化ス

トレスの変化がみられ、体内環境が年齢

的に変化する中で骨の代謝も行われてい

る点に着目して、酸素濃度環境が骨細胞

の分化に与える影響に焦点をあてた。ま

た骨細胞特異的蛋白の血中への放出には

骨吸収も関与していると考え、酸素濃度

環境が破骨細胞の分化に与える影響も検

討を行った。 

３．研究の方法 

①椎体骨折を有する骨粗鬆症患者群での

血漿中MEPE濃度と骨密度、従来の骨代

謝マーカー、骨折数などの骨粗鬆症の

病態との関連を検討した。 

②５種類の抗MEPEmonoclonal抗体（抗

MEPEmAb ） と ヒ ト 血 漿 お よ び

recombinant MEPEを用いてMEPE免疫沈

降、電気泳動、マススペクトロメトリ

ーを行い、抗MEPEmAbを用いたELISAが

とらえる血漿中の蛋白がMEPEの断片あ

るいはintact MEPEがどの程度である

かを検討するとともに、MEPE配列内に

存在する生理活性部分と予想される

AC100配列、ASARM配列をとらえるELISA

の感度改善を検討した。 

③抗MEPEmAbを用いたELISAでの男女、年

齢別の正常値の検討。 

④骨細胞特異的物質の血中濃度が持つ細

胞レベルの意義の検討：骨細胞の機能

および破骨細胞による骨基質の吸収に

伴う骨細胞特異的物質の放出の両者が

血中濃度に関与する。そこで加齢とと

もに変化する体内環境である酸素濃度

がこれらの細胞に及ぼす影響を検討し

た。 



 

 

（倫理面への配慮） 

患者データなどの個人情報および解析結

果は、施設内で厳重に管理保管し秘密を厳

守した。疫学研究に関する倫理指針（平成

14年文部科学省・厚生労働省告示第２号）

臨床研究に関する倫理指針（平成15年厚生

労働省告示255号）及び大阪大学の定めた倫

理規定を遵守して行った。研究参加は参加

を許諾した場合でも拒否した場合でも全く

同質の治療がおこなわれることを説明した

うえで、患者の任意によりインフォームド

コンセントを得て行われた。 

４．研究成果 

①36名の骨粗鬆症患者での予備的検討を行

った結果、血漿中MEPE濃度は骨密度や従

来の骨代謝マーカー、年齢、体重のいず

れとも関連を認めなかったが、身長およ

び椎体骨折数と有意の関連を認めた。つ

まり、血漿中MEPE濃度が低い群で椎体骨

折数が多く（多重骨折を生じている）、

身長も低いという結果が得られた。しか

しこの際に低値の患者では測定感度以下

となり、ELISAの感度改善の必要性が認識

された。 

② ５ 種 類 の 抗 MEPEmonoclonal 抗 体 （ 抗

MEPEmAb）を用いてELISAの感度を改善す

る条件調整を行う検討を行った。また、

抗MEPEmAbを用いたELISAがとらえる血漿

中の蛋白がMEPEの断片のどの部分である

か、MEPE配列内に存在する生理活性部分

と予想されるAC100配列、ASARM配列が測

定されているのか、全長MEPEが測定され

ているのかの詳細を明らかにする目的で、

MEPE配列内の生理活性部分と予想される

とヒト血漿およびrecombinant MEPEを用

いて免疫沈降、電気泳動、マススペクト

ロメトリーを行った。これらの検討の過

程で、残念なことに開発していたELISA

がMEPE由来の断片をとらえている以外に、

MEPE以外の物質由来のペプチドもとらえ

ていることが明らかとなった。抗体の交

差結合により同時にとらえてしまってい

る物質の同定を多大な努力と時間を投資

して試みたが、微量であることと抗体

自身の交差反応ゆえにその同定は困難

を極め未だ成功していない。それゆえ、

研究期間中には抗MEPE monoclonal抗

体を用いたELISAの臨床応用に至って

いない。 

③血清中の濃度の正常値を検討するため

に同意を得た22歳から68歳までの健常

人4000名強のサンプリングを終え、性

別、年齢別に均等抽出した500名のアル

カリフォスファターゼ(ALP)、無機リン

(IP)、カルシウム(Ca)を測定した。こ

れらの血漿の抗MEPE monoclonal抗体

を用いたELISAで正常値を明らかにす

る予定であったが②に記載した理由で

至っていない。しかし、②の問題点は

我々に他の骨細胞特異的蛋白質の検討

に目を向ける機会を同時に与え、本来

の目的である骨細胞特異的物質の血中

濃度測定による骨の評価に向けて、現

在MEPE以外の骨細胞特異的物質の検討

を進めることができている。 

④加齢とともに変化する酸化ストレスや

酸素濃度が骨細胞、破骨細胞に及ぼす

影響を検討した。骨芽細胞から骨細胞

への分化は低酸素環境で促進され、骨

細胞特異的蛋白のMEPEも低酸素環境下

で発現・産生が増加することが明らか

となった。一方、破骨細胞の分化に関

しては、破骨細胞の前駆細胞である

CD14陽性単球のc-fmsの発現増加とそ

の支持細胞としての骨芽細胞株の

SaOS-4/3細胞でのM-CSFの発現増加に

より持続的に破骨細胞の分化誘導が持

続し長期間にわたり破骨細胞が存在し

得ることが明らかとなった。これらの

結果は、極めて単純な生体内環境であ

る組織内の酸素濃度が細胞の分化に影

響あるいはコントロールしていること

を示している。 

⑤まとめ 

加齢とともに変化する血流環境、心肺

機能、増加する酸化ストレス、加齢と



 

 

ともに変化する酸化ストレスが生体の運

動器の老化と関連している。しかし生体

の各組織内での骨内酸素分圧環境の変化

を臨床的にとらえることは現時点で不可

能ではある。本研究では酸素濃度の変化

は骨細胞、破骨細胞とも大きく分化に影

響を及ぼすことが明らかとなり、全身の

骨に極めて多数存在する骨細胞由来の骨

細胞特異物質測定を血中でとらえること

が、生体の骨内環境の加齢変化をとらえ

る可能性を示唆している。それゆえ、本

研究の目的である骨細胞に由来する骨細

胞特異的物質の血中濃度測定は骨強度の

新たな評価以上の重要性を持つことが認

識された。 

骨細胞に由来する骨細胞特異的物質の

血中濃度測定による骨折リスクの新しい

評価方法の開発に関しては、MEPEをター

ゲットとした方法は抗MEPEmAbのとらえ

ている物質にMEPE由来でないものの混入

が確認されその物質の同定が極めて困難

であるという予期せぬ問題に直面し未だ

臨床応用には至ってはいないが、in 

vitro検討により骨細胞由来特異的蛋白

質の次のターゲットにすべき物質が明ら

かとなった。この結果およびこの間に得

られたサンプルをもとに現在次のターゲ

ットの測定系の開発を行うに至っている。 
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