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研究成果の概要（和文）： 本研究の目的は、骨に無数に張りめぐらされている骨細胞ネットワ

ーク（骨細胞・骨細管系）が骨基質ミネラルの調節・維持および骨リモデリングに対してどのよ

うな細胞学的作用を示すのかin vivoで解明することである。本研究によって明らかにされた点

は以下である。1)骨細胞・骨細管系の配列における幾何学的規則性は、成熟骨である皮質骨で発

達しており、そのような規則的に配列した骨細胞からはスクレロスチンやFGF23といった因子が

多量に産生されること、2) オステオプロテジェリン遺伝子欠損マウスやklotho遺伝子欠損マウ

スといった骨代謝回転が異常を示す状態では、骨細胞・骨細管系の配列が不規則となり、DMP-1

やスクレロスチンなどの産生が影響を受けることも明らかにしている。3)さらに、規則的な骨細

管系に存在する骨細胞は、副甲状腺ホルモンに反応して、周囲の骨基質ミネラルを溶出する可能

性も得られた。 

 
 
研究成果の概要（英文）： The aim of this research project is to clarify whether osteocyte 
lacunar canalicular system (OLSC) would maintain bone minerals and affect bone remodeling 
in vivo.  Our findings demonstrated that 1) OLCS is geometrically well-distributed in 
mature cortical bone, but not, in immature trabecular bone. Sclerostin and fibroblast 
growth factor (FGF) 23, which are osteocyte-derived factors, are abundantly synthesized 
in osteocytes in the well-arranged OLSC, 2)osteoprotegerin deficient mice and klotho 
deficient mice bearing abnormal bone remodeling showed irregularly distributed OLCS, 
which affects the synthesis of sclerostin and dentin matrix protein-1 (DMP-1), and 3) 
the administration of parathyroid hormone induced enlarged osteocytic lacunae, i.e., 
release of bone minerals, indicating osteocytic osteolysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 
骨細胞の細胞性ネットワーク（骨細管系）は
三次元的に規則的な構造を示し、物質輸送、
内部応力の感知、骨芽細胞の機能調節をおこ
なうと考えられている。骨細管系は骨リモデ
リングによってより規則的・機能的な構造と
なることが、我々の以前の研究（基盤研究Ｂ）
にて解明されている。 
 その一方で、近年、骨細胞が産生する様々
な因子が発見されており、スクレロスチンは
骨細胞から産生されて骨表面の骨芽細胞を
抑制する因子であること、線維芽細胞増殖因
子（FGF）23 は、骨細胞から産生されて、循
環系を介して腎臓におけるリンの再吸収の
抑制および活性型ビタミンＤ合成を抑制す
ることが、さらに、dentin matrix protein -1 
(DMP-1)は骨基質のリン酸カルシウム結晶と
の親和性が高く、骨小腔・骨細管周囲の基質
石灰化に関与すること、が多くの論文で明ら
かにされている。 
 我々のグループも、ジフテリア毒受容体を
骨細胞に特異的に発現させたトランスジェ
ニックマウスを用いて、骨細胞が死滅すると
きに骨基質ミネラルの流出が起こること、
klotho 遺伝子欠損マウスでは骨組織におけ
る骨細胞の状態および骨基質石灰化が極め
て悪いことを報告してきた。さらには、近年、
徳島大学との共同研究で、腎臓における NaPi 
IIa/IIc 二重欠損マウスでは FGF23 の産生が
上昇していることなど、国際的に活発に解析
を進めている。 
 
 
２．研究の目的 
 
上記の我々の研究成果および他の研究グル
ープの発表を踏まえて、本研究では「骨に無
数に張りめぐらされている骨細胞・骨細管系
が、骨基質ミネラルの調節・維持および骨リ
モデリングに対してどのような細胞学的作
用を示すのか in vivoで解明することを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究目的を達成するため、実験系をいくつか
の項目に細分した（下記参照） 
 
(1) 実験１：骨細管系の規則性と骨細胞産生

因子(FGF23)との組織化学的関連性 
 
野生型マウスにおける骨細胞・骨細管系の規
則性を鍍銀染色・アルカリフォスファターゼ
(ALP)・酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ
(TRAP)の三重染色、DMP-1および FGF23の免
疫染色、さらに、カルセイン投与による骨形
成速度と鍍銀染色による骨細胞・骨細管系の
規則性について解析を行った。 
 
 
(2) 実験２：骨代謝異常マウスにおける骨細
管系と骨細胞産生因子(スクレロスチン, 
FGF23, DMP-1)について 
 
i) オステオプロテジェリン
(osteoprotegerin: OPG)遺伝子欠損マウスを
材料に、DMP-1とスクレロスチン
(sclerostin)の産生局在を骨細胞・骨細管系
との比較で検索を行った。 
 
ii) klotho遺伝子欠損マウスを材料に、骨細
胞の微細構造と DMP-1、FGF23、スクレロスチ
ンの局在を検討するとともに、未脱灰切片を
用いた透過型電子顕微鏡解析を行った。 
 
 
(3) 実験３：骨細胞による周囲基質ミネラル
の溶出に関する微細構造学的研究 
 
(2)までの研究成果の結果（次項を参照）、骨
細胞性骨溶解の可能性が高いと判断された。
従って、野生型マウスおよび破骨細胞の骨吸
収が行われない c-src遺伝子欠損マウスの外
頸静脈に 40mg/kg human PTH(1-34)を投与し、
数時間後の骨小腔とその周囲の骨基質を解
析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 実験１：骨細管系の規則性と骨細胞産生
因子(FGF23)との組織化学的関連性 
 
鍍銀染色・アルカリフォスファターゼ
(ALP)・酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ
(TRAP)の三重染色によって、骨改造の指標で
ある骨芽細胞(ALP)と破骨細胞(TRAP)を染め
分けながら、その場における骨細胞・骨細管
系の配列を組織化学的に解明した。その結果、
骨が形成されているが、比較的幼弱である骨



 

 

幹端の一次骨梁の領域では、骨細胞・骨細管
系の規則性は悪く、基質内部に存在する軟骨
基質が障壁となるため、骨細胞の突起による
連結性は著しく低下していることが明らか
となった。一方、成熟骨である皮質骨では、
骨細胞の細胞体は骨の長軸方向に配列して
おり、細胞突起を骨表面に対して垂直に伸ば
すなど幾何学的にも高度の規則性を有して
いた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  以上を踏まえた上で、FGF23 と DMP-1 の
産生を免疫組織化学で行ったところ、DMP-1
は骨細胞・骨細管系の規則性にかかわらず、
骨細胞（骨小腔）および骨細管に局在したが、
FGF23 は骨細管系が規則的な皮質骨では多量
に産生されていたが、骨細管系が不規則な一
次骨梁ではほどんど認めなかった（図２）。 
  このことは、循環系にのって腎臓におけ
るリン再球種を抑制する FGF23は、成熟した
骨、すなわち皮質骨から主に産生されること、
また、このことは、骨梁の骨細胞ではなく、
成熟骨の骨細胞が全身のリン濃度調節に関
与していることを強く示唆していると推測
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)実験２：骨代謝異常マウスにおける骨細管系
と骨細胞産生因子(スクレロスチン, FGF23, 
DMP-1)について 
 
i) オステオプロテジェリン(osteoprotegerin: 
OPG)遺伝子欠損マウスを用いた解析 
 

オステオプロテジェリン(OPG)欠損マウスでは、
破骨細胞の分化・形成および骨吸収活性が亢
進していること、また、それに伴って骨芽細胞に
よる骨形成活性も上昇していることを、我々は明
らかにしている (Amizuka et al., J Electron 
Microscopy, 2003)。本研究では、鍍銀染色によ
り、OPG 欠損マウスのような骨改造が活発に行
われた骨基質では、非常に不規則な骨細胞・骨
細管系が観察されること、また、骨細管系が分断
化されるために骨細胞が障害を受けている像も
観察された。この活発な骨改造は皮質骨にも及
んでおり、正常では整然とした規則正しい骨細
管系であるのに対して、OPG 欠損マウスでは不
規則な骨細管系が認められた。しかし、不規則
な骨細管系にも関わらず、DMP-1 の産生には
影響がでないこと、一方、骨芽細胞を抑制する
スクレロスチンは産生が低下しており、そのような
骨細胞周囲の骨表面では多数の活性型骨芽細
胞と破骨細胞を観察した。 
 
ii) klotho遺伝子欠損マウスを用いた解析 
 
Klotho遺伝子欠損マウスは、以前の申請者の
検索で骨基質ミネラルが溶出してしまって
いることを報告したが（Suzuki, Amizuka et 
al., J Anat, 2008）、その理由は未解明のま
まであった。今回、微細構造学的に検索した
ところ、骨細胞は骨小腔内に不定形構造物を
含有させていること、免疫電顕で確認したと
ころ、それは多量の DMP-1であることが明ら
かとなった。ところが、多量の DMP-1が産生
されている骨小腔内部には、骨基質石灰化結
晶が侵入しており、骨細胞が傷害されている
像を観察することができた。さらに、骨細胞
が障害されたり、細胞残渣となり石灰化基質
で埋め尽くされたしまった領域の骨基質に
は、石灰化結晶が溶出してしまう傾向が認め
られた（図３）。これらの解析により、klotho
欠損状態では、骨細胞が多量の DMP-1を産生
するため、そこに石灰化結晶が誘導されて骨
細胞が障害・細胞死を受けること、また、そ
の領域の骨基質におけるミネラル維持が不
可能になることが強く示唆された。 
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(3) 実験３：骨細胞による周囲基質ミネラル
の溶出に関する微細構造学的研究 
 
1960 年代に Bélanger は副甲状腺ホルモン
(PTH)投与後の骨細胞性骨溶解を報告してお
り、骨細胞による直接的な基質ミネラル調整
が示唆されたが、これまでに一致した見解が
なされていない。しかし、我々の近年の報告
（研究成果（１）および(2)）から、少なく
とも骨細胞が骨基質ミネラルの維持・調節を
行っていると考えられ、その有無を明らかに
する必要が生じた。ところが、成熟骨では規
則的配列を示す骨細管系が、幼弱骨では不規
則な骨細管系が発達しており、骨細胞機能に
関しては成熟骨と幼弱骨を区別して検索す
る必要があると思われる。そこで我々は、野
生型マウスおよび c-src遺伝子欠損マウスを
用いて、PTH を外頸静脈から直接投与し、数
時間後の皮質骨および骨幹端骨梁の骨細胞
の変化について組織化学的に解析した。 
  その結果、PTH 投与６時間後の皮質骨骨
細胞では骨小腔の拡大が観察され、その周囲
には von Kossa陽性を示さない未石灰化骨基
質が局在した。一方、PTH 投与後の骨幹端部
骨梁では骨小腔の拡大は認められなかった。
PTH 投与後の皮質骨骨細胞には酸性フォスフ
ァターゼ活性が検出されるとともに（図４）、
腎臓型 vacuolar H+-ATPaseの d2 サブユニッ
ト陽性反応を観察したが、破骨細胞に特異的
な a3サブユニットは認めなかった。また PTH
投与後の皮質骨骨細胞には FGF23強陽性反応
が観察された。以上より、皮質骨の骨細胞は、
PTH 投与により破骨細胞とは異なる機序によ
って周囲の骨基質溶解を行うことが推測さ
れ、骨基質ミネラル調節を積極的に行ってい
る可能性が示唆された。現在、c-src 遺伝子
欠損マウスでも同様の所見を得ているが、匹
数を増やすため、現在も継続して解析中であ
る。 
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