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研究成果の概要（和文）： 
本研究課題では、骨に発現する 3 型コラゲナーゼである MMP13 遺伝子欠損マウスを用いた、

骨リモデリングと骨疾患への関与を検討した。骨粗鬆症モデルを用いた検討において、
MMP13KO マウスでは野生型マウスに比して、骨破壊が抑制される可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

This proposal investigated roles of bone cell expressed collagenase 3 on bone remodeling and its 
related diseases using MMP13 gene deficient mice (MMP13KO). In the mouse models of osteoporosis, 
the result indicates suppressive phenotypes of bone resorption in MMP13KO. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨粗鬆症は骨破壊の進行によって四肢脊
椎の骨折をきたし、寝たきりや要介護者の増
加の主因となる骨の病気である。罹患者は
1100 万人を超え、本疾患の発症機序の解明は
急務である。特に、更年期の女性の性ホルモ
ン欠乏に起因する骨破壊は急速であり、骨折
の頻度とコラーゲン分解は疫学的に正の相
関を示す。しかし、エストロゲン欠乏による
コラーゲン代謝と骨破壊・骨質低下の関係は
不明である。そこで、本研究では、コラーゲ
ンの分解酵素であるコラゲナーゼを欠損さ
せた MMP13KO マウスにエストロゲン欠乏
を誘導し、骨粗鬆症の発症における骨吸収と

コラーゲン分解の関与を調べる着想に至っ
た。骨の破壊において、破骨細胞によるヒド
ロキシアパタイトの溶解が必須であること
は既知である。一方、基質であるコラーゲン
分解の機序は不明な点が多い。骨粗鬆症の患
者では、コラーゲンの分解産物である I 型コ
ラーゲンのN及びC末端ペプチドの尿中レベ
ルが上昇し、有効な臨床診断マーカーとして
頻用されている。しかし、コラーゲン分解が
骨粗鬆症の発症に必須であるか否かは不明
であった。 
研究開始にあたり、申請者らは MMP13KO

マウスの解析により、発生期における内軟骨
性骨化における血管侵入に伴った骨髄形成
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が遅延すること、また、II 型コラーゲンを多
く含む軟骨層の異常過形成を見出し、それら
の表現型を論文報告した（Inada, M. et. al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 101:17192-17197, 2004）。
さらに、MMP13KO マウスの大腿骨を解析し
たところ、軟骨成長に連続する骨の成長に影
響を及ぼし、短小かつ骨太な異常な骨の形態
を示すことを明らにした。これら骨の変形は
成長軟骨板直下の海綿骨の著しい増加に伴
い進行することから、MMP13 が骨量維持や
骨粗鬆症に関与すると考えられた。これら生
物学的表現型はコラーゲン代謝が抑制され
る MMP13KO マウスでは、コラーゲン新陳代
謝の不全により、エストロゲン誘導性の骨吸
収が起こりにくく、骨量が維持されることが
考えられた。そこで、本研究課題では、
MMP13KOマウスを用いてエストロゲン欠乏
マウスを作製し、骨粗鬆症の発症における骨
吸収亢進、コラーゲン分解、及び骨強度変化
における MMP13 の役割を解析した。 
 
２．研究の目的 
(1)  MMP13KO マウスの骨組織の解析を行
い、生理的な骨代謝及び骨リモデリングにお
けるコラーゲン代謝と MMP13 の関与を明ら
かにする。 
(2) 破骨細胞及び骨芽細胞におけるコラーゲ
ン分解と MMP13 の関与を細胞生物学的に明
らかとし、MMP13 の欠損状態における骨吸
収について培養系を駆使して機能解析する。 
(3) MMP13KO マウスに OVX を施し、骨粗鬆
症の発症の有無を調べ、骨量と骨質の変化に
おける MMP13 の関与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) MMP13 の骨リモデリングへの関与の解析 
①組織化学的解析： 

MMP13 遺伝子欠損による骨・軟骨の組織
変化を明らかとするためマッソントリクロ
ーム染色やヘマトキシリン染色を施し、コラ
ゲナーゼ欠損における骨の形態学的な解析
をおこなう。 
②破骨細胞による骨吸収の機能解析： 

MMP13KOマウスおよび野生型マウス由来
の細胞を用いて破骨細胞の分化と機能を調
べ、MMP13 の骨吸収への関与を調べる。両
マウスより骨髄細胞を採取し、骨吸収性サイ
トカインの存在下で、骨芽細胞との共存培養
を行ない、破骨細胞の分化誘導を調べる。機
能試験として、骨片、象牙質片を用いた培養
により、骨吸収により形成される吸収窩の性
状を調べ、MMP13KO マウス由来の破骨細胞
の機能が低下しているか否かを解析する。 
 
(2) 骨粗鬆症の発症における MMP13 の関与 
①卵巣摘出モデルを用いた骨粗鬆症モデル： 
野生型および MMP13KO マウスに卵巣摘

出を施し、骨粗鬆症モデルとして、エストロ
ゲン欠乏性の OVX モデルを作製し、術後 2 
週後、4 週後に大腿骨を摘出し、DEXA（Dual 
Energy X-ray Absorptiometry）法を用いた骨量
測定、マイクロ CT を用いた骨の 3 次元構造
解析を行う。 
②卵巣摘出骨粗鬆症モデルを用いた 3 次元の
骨形態計測： 
野生型および、MMP13KO マウスに卵巣摘

出を施し、3 次元の骨形態計測を行い、骨量
と骨構造の変化における特徴を判定する。 
 
４．研究成果 
(1) MMP13KO マウスの骨組織の解析 
①組織化学的解析 
野生型マウスおよび MMP13KO マウスよ

り大腿骨を摘出し、固定後に透徹操作を経て
メタクリレート系レジンに包埋した。ダイア
モンドナイフを用いて薄切切片を連続的に
作製し、同一部位の切片にヘマトキシリン‐
エオジン (HE) 染色、マッソントリクローム
染色を施した。その結果、エオジン陽性の骨
組織の著しい増加が野生型マウスに比して
MMP13KO マウスで観察された（図 1）。  

 
また、MMP13KO マウスでは、骨量の増加

により、ヘマトキシリン陽性で好塩基性の血
球細胞が、減少した骨髄腔に認めらた。成長
軟骨部位の肥厚も認められ、コラゲナーゼの
機能不全による、骨・軟骨マトリックス代謝
の低下が示唆された。マッソントリクローム
染色の結果では、新生コラーゲンの増加が確
認され、骨形成の増加が示唆される組織像が
認められた。 
 
②破骨細胞による骨吸収の機能解析： 

MMP13KO マウスおよび野生型マウス由
来の骨髄細胞と骨芽細胞を象牙片上に共存
培養し、PTH 処理による破骨細胞の誘導によ
る Pit Assay を検討した。象牙片は培養後に破

図1.  ヘマトキシリン‐エオジン染色による骨の組
織化学的染色による解析：Wt マウス由来大腿骨 
(A,C)、MMP13KOマウス由来大腿骨 (B,D)  
下段は拡大視野 



 

 

骨細胞が骨吸収にて形成する骨吸収窩をヘ
マトキシリン染色により観察した。野生型マ
ウス由来の共存培養系では種々の大きさの
骨吸収窩が観察され、連続的な破骨細胞の骨
吸収が認められた一方、MMP13KO マウスで
は、少数の不連続な骨吸収窩が観察され、破
骨細胞による骨吸収の機能低下が観察され
た（図 2）。 

 
(2) 骨粗鬆症の発症における MMP13 の関与 
①卵巣摘出モデルを用いた骨粗鬆症モデル： 

卵巣摘出（OVX）を用いた閉経後骨粗鬆症モ
デルを野生型および MMP13KO マウスに卵巣
摘出を施した。術後 2 週後、4 週後に大腿骨を
摘出し、DEXA（Dual Energy X-ray 
Absorptiometry）法を用いた骨量測定、3 次元画
像解析をマイクロ CT 法を用いて行った。 
 
骨密度解析：野生型マウスにおける観察では、
OVX により大腿骨における骨量低下が認めら
れ、術後 4 週後の解析では著しい骨密度の低 

下を示した。一方、MMP13KO マウスでは、
OVX による骨の顕著な破壊と骨量減少が観
察されず、骨密度は維持された（図 3）。 
 
マイクロ CT 縦断解析：野生型マウスにおけ
る術後 2 週後の観察では、大腿骨における
二次海綿骨の著しい亢進が認められ、術後 4
週後の解析では成長軟骨板直下の二次海綿
骨は顕著に消失した（図 4A 上段）。 
一方、MMP13KO マウスでは、骨の顕著な

破壊は観察されず、成長軟骨板直下二次海綿
骨の骨梁とその連続性は維持されていた（図
4B 上段）。 

 

図4. マイクロ CT による骨形態解析像：Wtマウス
由来大腿骨 (A)、MMP13KO マウス由来大腿骨 (B) 
上段 縦断画像、下段 横断画像 
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図3.  DEXA法による骨密度解析：野生型マウス(Wt) 
および MMP13KO マウスの偽手術(Sham)および卵
巣摘出（OVX）による大腿骨骨密度への影響 
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図 2. 象牙片を用いた骨吸収試験: 破骨細胞による骨
吸収窩の検出：Wt マウス由来破骨細胞 (A)、
MMP13KOマウス由来破骨細胞  (B) 
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マイクロ CT 横断解析：大腿骨の縦断解析の
結果と同様に、野生型マウスにおける OVX
術後 4 週後の解析では成長軟骨板直下の二次
海綿骨の著しい減少と皮質骨より連続する
海綿骨の分断が観察された（図 4A 下段）。一
方、MMP13KO マウスでは、OVX による骨の
破壊が観察されず、二次海綿骨の骨量と骨梁
の連続性は維持されていた（図 4B 下段）。 
 
②卵巣摘出骨粗鬆症モデルを用いた 3 次元の
骨形態計測：  

卵巣摘出（OVX）を用いた閉経後骨粗鬆症
モデルを野生型及び MMP13KO マウスに施
し、術後 4 週後に大腿骨を摘出し、3 次元画
像解析による骨の形態計測を行った。その結
果、野生型マウスにおける OVX 術後 4 週後
の観察では、大腿骨量の指標である BV/TV
が低下し、骨吸収の指標である Tb/Sp が著し
く増加した。野生型マウスでは、OVX により、
大腿骨における骨吸収と骨量の著しい減少
が観察された。一方、MMP13KOマウスでは、
OVX 術後 4 週後においても BV/TV および 
Tb/Sp の著しい変化は認められなかった。Tb. 
No および Tb. Th は野生型マウスに比して、
MMP13KOマウスにおいて著しい増加が認め
られ、OVX による変動はごく軽微であった。 
 
考察 

本研究課題ではコラーゲン分解が骨量維
持に関与するか、また、コラゲナーゼである
MMP13 が骨粗鬆症の発症に関与するかを主
眼として検討を進め、In vitro および In vivo
における種々の解析法を駆使して検討をお
こなった。その結果、MMP13KO マウスは野
生型マウスに比して、組織化学検討において
も、3 次元画像解析においても大腿骨の骨量
増加が観察された。また、卵巣摘出術を用い
た 骨 粗 鬆症 モ デル の検 討 にお い て、
MMP13KO マウスでは、骨破壊による骨量低
下が起こりにくい、または起こらない可能性
が示唆された。これらは破骨細胞の機能低下
を主因とし、骨吸収における MMP13 による
コラーゲン分解が関与することが明らかに
なった(論文投稿準備中)。本課題の研究成果
により、エストロゲン欠乏による骨吸収の原
因遺伝子としての MMP13 の関与が明らかと
なり、硬組織破壊におけるコラーゲン分解の
重要性が明らかとなった。現在、破骨細胞が
分泌するカテプシン阻害薬の開発が進めら
れているが、骨マトリックス破壊におけるコ
ラゲナーゼ阻害剤の開発を視野に入れた、画
期的な骨粗鬆症治療薬の開発につなげたい。 
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