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研究成果の概要： 

 疲労亀裂に起因した骨リモデリング開始メカニズムに関して，三次元ゲル包埋培養した骨細
胞を用いて研究を行った．その結果，骨基質中に形成されている骨細胞ネットワークが疲労
亀裂によって損傷を受け，骨細胞のネクローシスおよび周辺骨細胞のアポトーシスを誘導す
ること，細胞死の増加に依存して破骨細胞分化因子の産生が増すこと，ギャップジャンクシ
ョンによる細胞間情報伝達が骨細胞の抗アポトーシスに影響し，骨リモデリング範囲の決定
に影響を与えることが明らかとなった． 
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１．研究開始当初の背景 

 生体骨組織は体幹支持や運動に伴う荷重
に常にさらされており，この荷重に対して力
学的に最適な形態・構造となるように，骨リ
モデリング（再構築）が行われている．大型
哺乳動物の骨で行われているリモデリング
では，骨吸収が先行し，吸収された部位に骨
形成が続いて起こるという代謝様式をとる．
ところが，骨リモデリングの発生部位，つま
り骨吸収の開始部位がいかにして決定され
るのか明白でない．従来，骨吸収開始部位は

ランダムに決められる，あるいは化学的因子
によって決められるという説が大勢であっ
た．さらに，先述のように骨は周囲の荷重環
境に対して力学的に最適な形態・構造を示し
ていることから，多くの研究者たち，特に工
学系研究者たちは機械的刺激と骨の吸収・形
成との関係に注目した．つまり，骨の中で荷
重が大きく働く部位では骨形成による骨の
増強が，荷重が働かない部位では骨吸収によ
る骨基質の除去が生じるというモデルを構
築した．このモデルは骨で生じる現象をマク
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ロな面でよく表現しており，工学的な解析手
法である有限要素法によって骨形態と応力
分布との関係を容易に可視化できることか
ら，盛んに研究が行われている．このような
種々の骨リモデリングモデルが発表されて
いるが，骨吸収・骨形成を実際に担うミクロ
な細胞の機能変化とマクロに現れてくる骨
リモデリングと関連性については不明なま
まである．  

 骨 細 胞 の 力 学 応 答 に つ い て は ，
Klein-Nulend（オランダ）や Noble（イギリス）
のグループなどが多くのデータを発表して
いる．しかしながら，これらは力学的刺激に
対する骨細胞そのものの機能や活性の変化
を報告するものばかりであり，骨細胞が骨リ
モデリングの中で重要な働きを担っている
と示唆しながらも具体的なものではなかっ
た．一方，形態学的観察をもとにして，骨基
質に見られる微小な亀裂と破骨細胞による
骨吸収との関連性を指摘する報告が散見さ
れる（Verborgt et al., 2000; Burr, 2002 など）．
しかしながら，骨リモデリングの開始，すな
わち破骨細胞による骨吸収開始のメカニズ
ムについては骨細胞の関連を推察するにと
どまっていた． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，「骨基質中に大量に分布して
いる骨細胞のネットワークこそが骨代謝の
制御を決定する重要な因子である」という知
見に基づき，疲労亀裂に起因した骨リモデリ
ング開始メカニズムに関して実験・考察を行
うことによって，骨リモデリングにおける骨
細胞の役割を明らかすることを目的とした．
具体的には，下記の研究計画（１）〜（３）
を遂行した． 

（１）骨細胞ネットワークによる疲労亀裂の
センシングメカニズムの解明 

 繰り返し負荷によって骨基質に疲労亀裂
が生じる際，骨細胞ネットワークがいかなる
損傷を受けるのか，いかに亀裂箇所を検知す
るのかを明らかにした． 

（２）骨細胞ネットワークに対する損傷が骨
細胞のタンパク質発現に与える影響の解明 

 繰り返し負荷によって損傷を受けた骨細
胞において，タンパク質の発現がいかに変化
するのかを明らかにした． 

（３）骨細胞による破骨細胞の分化誘導メカ
ニズムの解明 

 骨細胞の機能が変化した結果，骨リモデリ
ングの開始を意味する破骨細胞の分化誘導
がいかに亢進・抑制されるのかを明らかにし
た． 

 

３．研究の方法 

（１）骨細胞ネットワークによる疲労亀裂の
センシングメカニズムの解明 

 実験には，Kato ら(Kato et al., 1997)によっ
て確立されたマウス長管骨由来骨細胞樹立
株 MLO-Y4 細胞を用いた．ラット尾腱由来 I

型コラーゲン (Rat tail collagen type I, BD 

Biosciences)によりコラーゲンコーティング
した φ35mm カルチャープレート上に
MLO-Y4 細胞を播種し，細胞間ネットワーク
が形成されるまで 3～4 日培養した．培養に
は 2.5%FBS，2.5%iCS，1%antibiotics を添加し
た α-MEM を用いた．次に，位相差顕微鏡下
においてマイクロニードル (GD-1，Narishige) 

を用いながら，骨細胞に対して長さ約 1.5mm

のスクラッチを与えた（図 1）．スクラッチを
与えてから 3 時間培養後，細胞の生存アッセ
イ を 行 う た め に MitoPT (Mitochondrial 

Membrane Permeability Transition Detection Kit, 

Immunochemistry Technologies) を用いて蛍光
染色した．この染色によって，健康な細胞で
は JC-1 がミトコンドリアに凝集して赤色蛍
光を発し，アポトーシスの始まった細胞では
ミトコンドリア膜電位が消失して JC-1 が細
胞内に分散するために緑色蛍光を発する．染
色後，スクラッチ周辺の細胞を蛍光顕微鏡で
観察するとともに画像撮影を行った．さらに， 

0.25mm × 0.50mm の ROI (Region of interest) 

を設定し，スクラッチを起点にしてこの ROI

を遠方に移動させながら，生細胞およびミト
コンドリア膜電位を消失した細胞数の計測
をそれぞれ行った． 

 実験では，スクラッチを与えない Control

群，スクラッチを与える Scratch 群を用意し
た．さらに骨細胞間の情報伝達を阻害するた
めに，スクラッチ付与の 1 時間前から 3mM 

ヘプタノールを添加してギャップジャンク
ションをブロックした Scratch+hept 群を用意
した． 

 

（２）骨細胞ネットワークに対する損傷が骨
細胞のタンパク質発現に与える影響の解明 

 三次元ゲル包埋した骨細胞に繰り返し伸
張ひずみ刺激を与えるため，シリコンゴム
(SILGARD 184, World Precision Instruments)を
用いてシリコン培養ウェルを作製した（図 2）．

図 1 骨細胞ネットワーク

に対するスクラッチ 



 

 

シリコン培養ウェルは 10 個の培養ウェル
(8mm x 17mm x 10mm)が 1 列に並んだ構造を
しており，中央から両端に向かってウェル壁
の断面積を 10%ずつ減じている．そのため両
端を把持して伸張を与えると，中央部を対称
にウェル 1 からウェル 5 まで，理論的には
10%ずつ増加するひずみを負荷することがで
きる．さらに，ウェル断面における断面二次
モーメントの中立軸が両端に設置したロッ
ドの中心と一致していることにより，伸張に
伴うシリコン培養ウェルの曲がりやねじれ
を避けることができる． 

 次に，作製したシリコン培養ウェルに伸張
ひずみを発生させる伸張刺激負荷装置の開
発を行った（図 3）．ボールねじに連動して可
動するステージにシリコン培養ウェルのロ
ッドを固定し，ステッピングモータによって
往復運動させることにより伸張負荷を与え
た．ステッピングモータの制御は PIC による
発生パルスをモータドライバに入力して行
い，プログラム書き換えによって負荷ひずみ
量および周波数を設定できるようにした． 

 生体内における骨細胞の環境を模擬する
ために MLO-Y4 細胞を三次元ゲル包埋培養
した．予めシリコン培養ウェルに Cellmatrix 

Type I-A (Nitta Gelatin)より調製した中性コラ
ーゲン溶液 100 l を流し込み，ベースレイヤ
ーを作った．次に MLO-Y4 細胞を中性コラー
ゲン溶液 200 l と Matrigel (BD Biosciences) 

200 l の混合溶液中に分散(2×10
5
cells/ml of 

gel)させ，シリコンウェルに播種した．37℃

にて 15 分間加温してゲルを固化させた後，
培養液を 400 l 加え，インキュベータ内で培
養を行った．なお，本培養には 5%FBS，5%iCS，
1% antibiotics を添加した-MEM を用いた． 

 実験に先立ち，シリコン培養ウェルに変位
を与えて骨細胞間に生じるひずみ量の検定
を行った．細胞間ネットワークを形成するま
で培養したMLO-Y4細胞の核をHoechst33258 

(Dojindo) にて 染色した． 顕微鏡 (IX 71, 

Olympus)のステージ上でジグを用いて可動
側ロッドに変位を与え，一定変位ごとに CCD

カメラで細胞分布の撮影を行った．個々の細
胞の変位を同定し，これを元に細胞間に生じ
たひずみを算出した． 

 繰り返し伸張刺激が骨細胞の生存に与え
る影響を調べるため，刺激負荷後のゲル包埋
骨細胞を 2M ethidium homodimer -1 (EthD-1)

で染色し，死細胞の分布を観察するとともに
計数した．伸張刺激の条件は，933, 1780, 

2240, 2640, 3000, 4670, 8890, 

11200, 13200, 15000の 10 パターンであ
り，周波数 2Hz，負荷時間 24 時間とした．さ
らに骨細胞間の情報伝達を阻害するために 

3mM ヘプタノールを添加してギャップジャ
ンクションをブロックした Stretched+hept 群
および無負荷の Control 群を用意した． 

 培養液上清に含まれる破骨細胞分化因子
を同定するために，M-CSF および RANKL の
産生量について ELISA 法による定量を行っ
た．伸張刺激の条件は 10000，2Hz とし，
24 時間の伸張刺激終了後の培養液上清を採
取して定量した． 

 繰り返し伸張刺激による機械的損傷が骨
細胞のタンパク質産生に与える影響を調べ
るため，タンパク質アレイによる分析を行っ
た．ゲル包埋培養した MLO-Y4 細胞に対して
4000あるいは 10000の繰り返し伸張刺激
を与える群，3mM ヘプタノールを添加して
ギャップジャンクションをブロックして
4000あるいは 10000の繰り返し伸張刺激
を与える群，それぞれの無負荷群，ゲル包埋
培養した線維芽細胞 NIH3T3 細胞に対して
10000の繰り返し伸張刺激を与える群およ
びその無負荷群の計 8 群を準備し，2Hz，24

時間の伸張刺激終了後に培養液上清を採取
した．116 タンパク質がスポットされたアレ
イ（Mouse Protein Array G series, RayBio）を用
いて，タンパク質産生量の比較を行った． 

 

（３）骨細胞による破骨細胞の分化誘導メカ
ニズムの解明 

 繰り返し伸張刺激による骨細胞ネットワ
ークの損傷が骨リモデリングに与える影響
を調べるために，培養液上清を用いて骨髄細
胞の培養を行った．破骨細胞の分化実験には，
8～12 週齢の雄 ICR マウス（日本クレア）長
管骨より非付着性の未分化骨髄細胞を採取

図 2 シリコン培養ウェル 

図 3 伸張刺激負荷装置 



 

 

して用いた．骨芽細胞の活性を評価する実験
には，同様にして採取した骨髄細胞を 10

-8
M 

dexamethasone，50g/ml ascorbic acid，10M 

-glycerophosphate存在下で 1週間培養したも
のを骨芽細胞として用いた．2Hz，24 時間の
伸張刺激を与えた骨細胞のゲル包埋培養か
ら培養液上清を得て，これを 20%添加した培
養液で骨髄細胞および骨芽細胞を培養した．
1 週間の培養後，細胞溶解物に含まれる
TRACP および ALP を，p-nitrophenylphosphate

を発色基質に用いた方法によってそれぞれ
定量した．なお，骨細胞間の情報伝達を阻害
するために 3mM ヘプタノールを添加して
ギャップジャンクションをブロックした
Stretched+hept 群および無負荷の Control 群を
用意した． 

 
４．研究成果 
（１）骨細胞ネットワークによる疲労亀裂の
センシングメカニズムの解明 

 単層培養骨細胞に対しマイクロニードル
によるスクラッチを与えて 3 時間後，MitoPT

によって蛍光染色した結果を図 4 に示す．ま
た，得られた蛍光画像においてミトコンドリ
ア膜電位消失細胞の数を計数し，スクラッチ
跡からの距離によって整理した結果を図 5 に
示す．Control 群ではミトコンドリア膜電位消
失細胞の割合は小さく，その分布はほぼ一様
であった．Scratched 群ではスクラッチ跡から
約 0.125mm までの領域でミトコンドリア膜
電位消失細胞の割合が有意に増加していた
が，それよりも遠方では割合が減尐し，
Control 群と変わらなくなった．一方，
Scratched+Hept 群でも Scratched 群と同様に，

スクラッチ跡近傍においてミトコンドリア
膜電位消失細胞が有意に増加していた．スク
ラッチの影響はより広範囲であり，ミトコン
ドリア膜電位消失細胞の割合が有意に増加
した領域はスクラッチ跡より遠方約 1.125mm

にまで及んでいた． 

 本実験から，局所的な機械的ダメージの影
響が周囲の骨細胞に伝播してアポトーシス
を誘導することが明らかになった．さらに，
このアポトーシスの伝播がギャップジャン
クションのブロックによって広範囲にまで
及ぶようになること，つまりギャップジャン
クションによる細胞間情報伝達が抗アポト
ーシス作用に関連して骨細胞の生存に関わ
っていることが示唆された．骨基質における
マイクロダメージの発生は骨細胞の細胞膜
を損傷させるなどのネクローシス的な様式
によって骨細胞死を誘発するが，その周辺に
は骨細胞のアポトーシスが広がっており，こ
れらが局所的な骨リモデリング開始，つまり
targeted remodeling 開始のシグナルとしての
役割を果たしている可能性が高い．さらにア
ポトーシス細胞の周辺にはアポトーシスに
抗する骨細胞が分布しており，これはリモデ
リングが行われる範囲を制限あるいは規定
する役割を果たしている可能性がある． 

 

（２）骨細胞ネットワークに対する損傷が骨
細胞のタンパク質発現に与える影響の解明 

 シリコン培養ウェルに発生する引張軸方
向（x 方向）およびそれと直角方向（y 方向）
の骨細胞間ひずみは，すべてのウェルにおい
て，ロッドの変位と線形の関係が見られた
（グラフ省略）． 

 三次元ゲル包埋培養した骨細胞に繰り返
し伸張刺激を負荷し，EthD-1 染色して死細胞
を計数した結果を図 6 に示す．Stretched 群に
おいては，約 4600までのひずみ範囲では死
細胞数に有意差は認められなかった．一般的
に非生理的といわれるを超える範囲では，
死細胞数の有意な増加が確認された．
Stretched+hept 群では，Stretched 群と同じよう
にひずみ量がある値を超えると死細胞数が
増加したが，その閾値は Stretched 群よりも低
く，約 4600であった．さらに，ひずみの増
加とともに死細胞の割合は増加したが，その
増加の程度は Stretched 群よりも大きかった．
なお，生細胞数はいずれの伸張刺激条件でも

図 4 スクラッチ周辺の骨細胞の生存 

図 5 ミトコンドリア膜電位消失細胞の分布 図 6 細胞間ひずみと死細胞数の関係 

Stretched 群       Stretched+hept 群 



 

 

有意差はなく，この培養時間内においては伸
張刺激が細胞増殖性へ与える影響は無視で
きることが分かった． 

 培養液上清に含まれる M-CSF および
RANKL を ELISA 法によって定量した結果を
図 7 に示す． M-CSF の産生に関しては，無
負荷群と比較して Stretched 群の方が増加傾
向にあったが有意差はなかった．一方，
RANKL に関しては，Stretched 群において産
生の有意な亢進が認められた． 

 培養液中に分泌されたタンパク質を 116 タ
ンパク質がスポットされたアレイによって
分析したところ，Fcr RIIB, Fractalkine, GITR, 

HGF-R, ICAM-2, IL-11, IL-3Rb, L-Selectin, 

SDF-1 alpha, Shh-N, TARC, TCA-5, TECK, 

Thymnsck-1, Timp-1, TNF alpha, TNF-RI, TNF 

RII, TPO, TRANCE, TREM-1, TROYの 22個の
タンパク質について変化が認められた（グラ
フ省略）． 

  

（３）骨細胞による破骨細胞の分化誘導メカ
ニズムの解明 

 繰り返し伸張刺激を与えた骨細胞の培養
液上清で未分化骨髄細胞を培養し，TRACP

活性を評価した結果を図 8 に示す．約 9000

に閾値があり，これを超えるひずみ条件によ

って得た培養液上清では TRACP 活性の有意
な上昇を認めた．閾値を超えてしまった条件
間では TRACP 活性の上昇具合に有意差はな
かった．ギャップジャンクションをブロック
した Stretched+hept 群でも，同じく約 9000

を閾値として TRACP 活性が上昇した．閾値
を超えた条件でも，ひずみ量に依存して
TRACP 活性が増加し続けていた．骨細胞の
培養液上清で骨芽細胞を培養し，ALP 活性を
評価した結果を図 9 に示す．2000〜3000の
ひずみ量では ALP 活性の有意な上昇が見ら
れたが，それを超えた条件では有意な減尐に
転じていた．ギャップジャンクションをブロ
ックした Stretched+hept 群では，いずれの条
件間においても有意差は認められなかった． 

 本実験では，9000以下のひずみ量では死
細胞の割合に有意差は見られなかった．
TRACP 活性においても，同範囲のひずみ量
では無負荷の Control 群と有意差はなかった．
ところが，約 9000を超えるひずみ量では死
細胞数が増加し，骨細胞が機械的損傷を受け
たことを示していた．さらに，培養液上清を
添加された骨髄細胞が破骨細胞様細胞へ分
化したことは，過度の伸張刺激によって骨細
胞にマイクロダメージが与えられ，破骨細胞
分化因子が産生されることを意味する．Lee 

ら（2002）は，マイクロダメージの発生部位
と骨吸収窩の位置が一致することを骨の薄
切標本の形態学的観察によって明らかにし
た．マイクロダメージと骨吸収窩の関係に関
する過去の報告を考慮すると，本研究で得た
結果は，機械的刺激を受けた骨細胞が骨吸収
を開始させる引き金としての役割を担って
いることを示唆する． 

 骨の中で大多数を占める骨細胞は細胞間
ネットワークを介してシグナル伝達を行え
る機構を有しており，骨への適度な機械的刺
激により骨細胞の機能維持，ならびに骨量の
維持や増強を行っていると考えられる．この
ネットワークは常に骨に生じるひずみを感
じており，閾値を超えた過度のひずみによっ
て損傷を受ける．さらにこの損傷によって骨
細胞死が生じることで骨リモデリングの対
象領域が決定されるとともに，破骨細胞の分
化誘導が行われる．日常生活の中で骨基質に
生じる微小亀裂は骨質の低下を招くもので
あるから，この微小亀裂をターゲットにした
骨リモデリングの開始機序は理にかなって
おり，骨の健康維持のために不可欠であると
いえる． 

 骨細胞の機能と骨吸収開始との関係の重
要性は臨床的にも指摘がなされている．長期
臥床や微小重力環境下での骨の不動は骨吸
収の亢進をもたらし，廃用性骨粗鬆症を招く．
また，関節リウマチや喘息の治療に用いられ
る副腎皮質ホルモンであるグルココルチコ
イドは，副作用として骨粗鬆症を引き起こす

図 7 M-CSF と RANKL の産生 

M-CSF           RANKL 

図 8 骨細胞培養液上清で培養した骨髄細胞

の TRACP 活性 

Stretched 群       Stretched+hept 群 

図 9 骨細胞培養液上清で培養した骨髄細胞

の ALP 活性 

Stretched 群       Stretched+hept 群 



 

 

ことが問題となっている．このグルココルチ
コイドは，in vitro において骨細胞死を引き起
こすことが報告されている（L.I. Plotkin et al., 

1999）．本研究で明らかとなった骨細胞死と
骨吸収開始の関連を適用すれば，前者では骨
の不動によって低酸素状態におかれた骨細
胞が細胞死して骨吸収を亢進させ，後者では
グルココルチコイドによる骨細胞死が骨吸
収を亢進させていると説明できる． 
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