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研究成果の概要： 

マウス骨細胞由来の細胞株MLO-A5を血清存在下で培養し、βグリセロリン酸およびアスコルビ

ン酸を添加して石灰化を誘導した。単離した基質小胞を抗原として SPFで飼育したラット

(WKY/NCrj)の足部に皮下注射後、3週で腹部大動脈リンパ節を摘出し、B細胞を単離し、ミエロ

ーマ細胞をPEGで融合させ、約100万種類のハイブリドーマ細胞を作製した。この中から、基

質小胞に特異的な物質を認識する抗体を産生するものを選択する目的で一次スクリーニングを

行った。すなわち、対照として、同じくT抗原を遺伝子導入した遺伝子改変マウスの長幹骨由

来の骨細胞より樹立した細胞株で、逆に基質小胞を分泌せず石灰化も生じないMLO-Y4細胞を使

用し、ELIZA法を用いて、MLO-A5に結合するがMLO-Y4には結合しない有望なハイブリドーマ細

胞を複数同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
骨芽細胞による初期石灰化は、骨芽細胞から
細胞外基質へ分泌される基質小胞で開始さ
れる。しかし、基質小胞における石灰化の分
子機構は依然として不明な点が多く残され
ている。本研究では、高石灰化能を有する骨
細胞株 MLO-A5を使用する。この骨細胞株
MLO-A5は、加藤らによって樹立されたもので

あり(Kato et al. J Bone Miner Res 2001)、
細胞の石灰化条件、細胞の微細形態学解析、
基質小胞の分泌条件、あるいは基質小胞の単
離方法などは、すでに検討されているが、同
細胞より基質小胞を単離し、基質小胞に特異
的に結合するモノクローナル抗体を作製す
る手法を用いて、基質小胞に特異的な物質の
同定を行い、生物学石灰化機構の解明を試み
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る点は、これまで全く報告がない。基質小胞
特異物質の局在解析においては、同定された
因子の発現、局在パターンの解析はReal time 
RT-PCR 法などの分子生物学的解析法や、in 
situ hybridization法や免疫組織化学、免疫
電顕法などの形態学的解析法を駆使した多
角的な解析を行い、また、基質小胞特異的物
質が同定された後には、特異抗体を用いたプ
ロテオソーム解析、標的蛋白のアミノ酸配列
の決定、およびアミノ酸配列からの遺伝子ク
ローニングを予定しているため、これらの知
見は全て新規の報告となる。 
さらに本研究は、同物質の局在、発現を歯の
移動実験モデルで検索し、歯の移動における
骨形成機構の解明を試みる。牽引側の骨形成
機構の一端が明らかになれば、歯槽骨改変現
象を利用した歯科矯正学に貴重な知見をも
たらすものと予想され、他の施設では行われ
ていない独創的な研究になると思われる。 
また、骨の石灰化は、骨が有する最大の特質
である剛性を、骨自身に与えるという点で、
骨の本質的な機能である。そのため、本研究
の知見は、歯の移動の機序解明や歯科矯正治
療法の開発に貢献するだけでなく、骨形成機
構の根本的解明につながる重要な情報を提
供すると思われる。さらに、本研究で同定さ
れる因子は、石灰化および骨形成を強力に促
進することが予想される。石灰化、骨形成を
促進する代表的な生理活性物質としては、
Bone Morphogenetic protein(BMP)が最も有
名であり、様々な研究が行われ、マウスやラ
ットなどのげっ歯類を用いた実験レベルで
は、非常に強力な骨形成効果を有することが
示されている。しかし、その他の動物を用い
た実験では、その生体内での骨形成効果は必
ずしも安定してはいない。また、実際行われ
ている臨床応用例としては、欧米での、整形
外科領域における限定された疾患（脊椎固定、
遷治癒骨折治療）の治療に用いられている。
しかし、ヒトにおける骨形成効果を期待する
には、現在のタンパクデリバリー法では、非
常に高濃度のBMP投与が必要であり、副作用
を惹起する可能性を否定出来ない。本研究で
同定される物質は、これらの問題点を解消し
うる性能を有する可能性があり、従来の生体
材料あるいは生理活性物質ではなしえなか
ったような骨再建・再生法が可能になると思
われる。 
 
２．研究の目的 
（１）矯正治療における歯の移動は、圧迫側
での破骨細胞による骨吸収と、牽引側での骨
芽細胞による骨形成とが同期して進行する。
したがって、骨改造現象の促進的制御が可能
になれは、効率よく、しかも安全に歯の移動
を行うことが出来るようになる。 
歯科矯正学分野では、これまでにも骨代謝因

子と歯の移動との関係について数多くの研
究が報告されて来ている。特に歯の移動時に
おける圧迫側の骨吸収に関しては、①破骨細
胞前駆細胞から成熟破骨細胞への分化制御
機構、②成熟破骨細胞の機能活性化制御機構、
といった骨吸収機構の本質的事項について、
NFATc1 、RANKL、IL-1 、PGE2などの分子の
関与が指摘され、重要な発見が次々になされ
てきた。その結果、圧迫側の骨吸収について
は、多くの知見が得られ、歯科矯正学での将
来的臨床応用につながる成果も存在する。一
方、牽引側の骨形成機構に関して見てみると、
骨形成という現象が移動後の歯の支持構造
を形成する上で不可欠な過程であるにも関
わらず、その内容は、十分に研究されてきた
とは言いがたい。すなわち、本研究の目的は、
歯移動時の歯槽骨改変現象の一翼を担う牽
引側骨形成において、その起点となる石灰化
機構に着眼し、歯の移動における骨形成機構
の解明することである。 
 
（２）研究期間内に何をどこまで明らかにし
ようとするのか 
上述のように、本研究では、歯移動時の歯槽
骨改変現象の一翼を担う牽引側骨形成にお
いて、その起点となる石灰化機構に着眼し、
歯の移動における骨形成機構を解明するこ
とを目的とする。その目的を達成するための
具体的検討項目として、 
① 高石灰化細胞株MLO-A5より基質小胞を
単離し、基質小胞に対する特異抗体を作製す
る 
② 特異抗体を用いて基質小胞特異物質を同
定する 
③ 生体内における基質小胞特異物質の発
現・局在を解析する 
④ 歯の移動実験モデルにおいて基質小胞特
異物質の発現・局在を解析する 
以上を本研究期間内において、明らかにする。 
（３）当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意義 
骨芽細胞による初期石灰化は、骨芽細胞から
細胞外基質へ分泌される基質小胞で開始さ
れる。 
しかし、基質小胞における石灰化の分子機構
は依然として不明な点が多く残されている。
本研究では、高石灰化能を有する骨細胞株
MLO-A5を使用する。この骨細胞株MLO-A5は、
加藤らによって樹立されたものであり(Kato 
et al. J Bone Miner Res 2001)、細胞の石
灰化条件、細胞の微細形態学解析、基質小胞
の分泌条件、あるいは基質小胞の単離方法な
どは、すでに検討されているが、同細胞より
基質小胞を単離し、基質小胞に特異的に結合
するモノクローナル抗体を作製する手法を
用いて、基質小胞に特異的な物質の同定を行
い、生物学石灰化機構の解明を試みる点は、



これまで全く報告がない。基質小胞特異物質
の局在解析においては、同定された因子の発
現、局在パターンの解析はReal time RT-PCR 
法などの分子生物学的解析法や、in situ 
hybridization法や免疫組織化学、免疫電顕
法などの形態学的解析法を駆使した多角的
な解析を行い、また、基質小胞特異的物質が
同定された後には、特異抗体を用いたプロテ
オソーム解析、標的蛋白のアミノ酸配列の決
定、およびアミノ酸配列からの遺伝子クロー
ニングを予定しているため、これらの知見は
全て新規の報告となる。 
さらに本研究は、同物質の局在、発現を歯の
移動実験モデルで検索し、歯の移動における
骨形成機構の解明を試みる。牽引側の骨形成
機構の一端が明らかになれば、歯槽骨改変現
象を利用した歯科矯正学に貴重な知見をも
たらすものと予想され、他の施設では行われ
ていない独創的な研究になると思われる。 
また、骨の石灰化は、骨が有する最大の特質
である剛性を、骨自身に与えるという点で、
骨の本質的な機能である。そのため、本研究
の知見は、歯の移動の機序解明や歯科矯正治
療法の開発に貢献するだけでなく、骨形成機
構の根本的解明につながる重要な情報を提
供すると思われる。さらに、本研究で同定さ
れる因子は、石灰化および骨形成を強力に促
進することが予想される。石灰化、骨形成を
促進する代表的な生理活性物質としては、
Bone Morphogenetic protein(BMP)が最も有
名であり、様々な研究が行われ、マウスやラ
ットなどのげっ歯類を用いた実験レベルで
は、非常に強力な骨形成効果を有することが
示されている。しかし、その他の動物を用い
た実験では、その生体内での骨形成効果は必
ずしも安定してはいない。また、実際行われ
ている臨床応用例としては、欧米での、整形
外科領域における限定された疾患（脊椎固定、
遷治癒骨折治療）の治療に用いられている。
しかし、ヒトにおける骨形成効果を期待する
には、現在のタンパクデリバリー法では、非
常に高濃度のBMP投与が必要であり、副作用
を惹起する可能性を否定出来ない。本研究で
同定される物質は、これらの問題点を解消し
うる性能を有する可能性があり、従来の生体
材料あるいは生理活性物質ではなしえなか
ったような骨再建・再生法が可能になると思
われる。つまり、本申請が実現すれば、歯科
学のみならず、医学や細胞生物学にも多大な
貢献ができると確信される。 
 
３．研究の方法 
石灰化の起点となる基質小胞に対する特異
抗体の作製  T抗原を遺伝子導入した遺伝
子改変マウスの長幹骨由来の骨細胞より樹
立し、 
高石灰化能を有し、大量の基質小胞(matrix 

vesicle, MV)を分泌することが知られている
細胞株murine long bone-osteocyte(MLO)-A5 
を用いて、以下の方法により基質小胞の単離
と特異物質同定を行う。 
 MLO-A5を血清存在下で培養し、βグリセロ
リン酸およびアスコルビン酸を添加して石
灰化を誘導する。石灰化誘導条件において細
胞は、基質小胞を大量に分泌する。シャーレ
上で培養した MLO-A5および産生された基質
を 0.25%トリプシンで処理し、細胞を遠沈し
た後、培養上清を高速回転(100,000g)で遠心
し、基質小胞を単離する。 
 単離した基質小胞を、抗原としてコンプリ
ートアジュバンと混和し、SPFで飼育したラ
ット(WKY/NCrj)の足部に皮下注射する。抗原
注射後、3週で腹部大動脈リンパ節を摘出し、
B細胞を単離する。単離した B細胞とミエロ
ーマ細胞をPEGで融合させ、おおよそ100万
種類のハイブリドーマ細胞を作製する。 
 作製したハイブリドーマ細胞の中から、基
質小胞に特異的な物質を認識する抗体を産
生するものを選択する。一次スクリーニング
として、ハイブリドーマ細胞の中から、
MLO-A5と特異的に結合する抗体を産生する
細胞を選抜する。すなわち、対照として、同
じくT抗原を遺伝子導入した遺伝子改変マウ
スの長幹骨由来の骨細胞より樹立した細胞
株で、逆に基質小胞を分泌せず石灰化も生じ
ない MLO-Y4細胞を使用する。ELIZA法で、
MLO-A5に結合し、MLO-Y4には結合しないハ
イブリドーマ細胞を選抜する。二次スクリー
ニングとして、モノクローナル抗体を用いマ
ウス胎仔組織切片において免疫染色を行い、
骨の石灰化部位を特異的に染色する抗体を
選抜する。胎生18.5日齢マウス胎仔のwhole 
bodyの凍結切片を作製し、作製したモノクロ
ーナル抗体を一次抗体とし、二次抗体として
はHPR標識抗マウスIgG抗体を用いて、免疫
組織化学を行う。 
 三次スクリーニングでは、免疫電顕法で基
質小胞と結合する抗体を産生する細胞を選
抜する。胎生 18.5日齢マウス胎仔の頭蓋骨
非脱灰樹脂超薄切片を作製し、モノクローナ
ル抗体を一次抗体とし、二次抗体としては金
粒子標識抗マウス IgG抗体を用いて、
post-embedding免疫電顕法を行う。 
 

４．研究成果 
以下の流れで石灰化の起点となる基質小胞
に対する特異抗体の作製を試みた。基質小胞
の単離と特異物質同定には、高石灰化能を有
するマウス骨細胞由来の細胞株 MLO-A5を用
いた。同細胞株は、T抗原を遺伝子導入した
遺伝子改変マウスの長幹骨由来の骨細胞よ
り樹立し、高石灰化能を有し、大量の基質小
胞(matrix vesicle, MV)を分泌することが知
られているが、この MLO-A5を血清存在下で



培養し、βグリセロリン酸およびアスコルビ
ン酸を添加して石灰化を誘導した。本石灰化
誘導条件において細胞は、基質小胞を大量に
分泌したが、シャーレ上で培養した MLO-A5
および産生された基質を 0.25%トリプシンで
処理し、細胞を遠沈した後、培養上清を高速
回転(100,000g)で遠心し、基質小胞を単離し
た。次いで、単離した基質小胞を抗原として
SPFで飼育したラット(WKY/NCrj)の足部に皮
下注射した。抗原注射後、3週で腹部大動脈
リンパ節を摘出し、B細胞を単離し、単離し
たB細胞とミエローマ細胞をPEGで融合させ、
おおよそ100万種類のハイブリドーマ細胞を
作製した。現在は、作製したハイブリドーマ
細胞の中から、基質小胞に特異的な物質を認
識する抗体を産生するものを選択する目的
で一次スクリーニングを行っている。すなわ
ち、対照として、同じくT抗原を遺伝子導入
した遺伝子改変マウスの長幹骨由来の骨細
胞より樹立した細胞株で、逆に基質小胞を分
泌せず石灰化も生じない MLO-Y4細胞を使用
し、ELIZA法を用いて、MLO-A5に結合するが
MLO-Y4には結合しない有望なハイブリドー
マ細胞を複数同定し、現在、詳細に解析中で
ある。 
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