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研究成果の概要（和文）：骨基質内に埋め込まれた骨細胞は骨を構成する細胞の大多数を占め、その細胞突起で
骨内の骨細胞同士、そして、骨表面の破骨細胞や骨芽細胞とも密接な細胞間ネットワークを形成している。従っ
て、骨細胞が力学的刺激やホルモンなど生理活性物質の感知と応答を担う“司令細胞”と考えられている。しか
し、骨細胞が如何にして力学的な環境変化を感知し応答反応へと繋げ、骨恒常性を制御しているか、その全貌解
明にはいまだ至っていない。
本研究提案では、骨細胞の力学的刺激の感知機構を解き明かすことで、動的な骨恒常性の学問的な理解の深化か
ら、骨疾患制御法の分子基盤の確立へ道をつける。

研究成果の概要（英文）：Osteocytes embedded in the bone matrix account for the majority of the cells
 that constitute the bone tissue, and their cell projections form a close intercellular network 
between osteocytes in the bone and osteoclasts and osteoblasts on the surface of the bone. 
Therefore, osteocytes are considered to be “Commander cells” responsible for sensing and 
responding to physiologically active substances such as mechanical stimuli and hormones. However, 
how osteocytes perceive mechanical environmental changes, link them to responses, and control bone 
homeostasis has not yet been elucidated.
In this research proposal, to elucidating the mechanism of mechano-sensing in osteocytes, we will 
deepen the academic understanding of dynamic bone homeostasis and establish a molecular basis for 
treatment strategies of bone disease.

研究分野：骨生物学、運動器科学

キーワード： 骨細胞　力学感知分子　網羅的機能スクリーニング　骨細胞特異的ラベリングマウス　シングルセル解
析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
運動など力学的刺激が骨を強くする一方で、宇宙空間や寝たきり状態では速やかに骨は脆弱になることを、我々
は経験的に理解している。しかし、骨がどの様に力学的刺激を感知し応答反応に繋げ、骨の動的な恒常性を維持
しているのか？いまだ不明な点が多い。骨細胞は力学的な環境変化やホルモン刺激を感知し、相反する機能であ
る骨破壊と骨形成の双方を応答分子の発現により制御している。従って、力学感知分子の同定が必須であるにも
関わらず、いまだ未開拓の研究領域である。この重要な問題の解決を試みる本研究は、世界レベルで先駆的で挑
戦的な取り組みであり、その成果は骨の恒常性とその破綻機構の統合的な理解に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

19 世紀に「骨は力学的環境に適した量と形状に調節される；Wolff の法則」と提唱されて以来、
運動など力学的な負荷刺激が骨を強くする一方で、宇宙空間や寝たきり状態では速やかに
骨は脆弱になることを、我々人類は経験的に理解している。しかし、骨がどの様に力学的刺
激を感知し応答反応に繋げ、骨の動的な恒常性を維持しているのか？いまだ不明な点が多い。 

骨細胞は、力学的な環境変化やホルモン刺激を感知し、相反する機能である骨破壊と骨形成の
双方を応答分子の発現により制御している。PTH やエストロゲンなどのホルモンとその受容体
の研究から骨恒常性の研究は著しく前進し、治療戦略としても実装されている。しかし、環境変
化に伴いそれを感知し、骨恒常性を司る力学感知分子の同定および研究が必須であるにも関わ
らず、いまだ未開拓の研究領域である。さらに、骨研究領域において、これまで骨細胞に特異的
な発現分子と考えられてきた Dmp1 や Sost が、筋肉、脳、腸管など多臓器への発現が報告され、
これら遺伝子のプロモーターを用いた遺伝子改変マウスの研究成果に世界レベルで重大な疑義
が生じている。 

 

２．研究の目的 

生体支持の基軸である骨は、動的な恒常性を保ちながら生涯を通じて生れ変わっている。骨の
恒常性は、骨表面の“実行細胞”である破骨細胞の骨破壊で古い骨が除去した後、骨芽細胞によっ
て新たな骨形成で充填され維持されている。骨基質内に埋め込まれた骨細胞は骨を構成する細
胞の 90％の大多数を占め、その細胞突起で骨内の骨細胞同士、そして、骨表面の破骨細胞や骨
芽細胞とも密接な細胞間ネットワークを形成している。従って、骨細胞が力学的刺激やホルモン
など生理活性物質の感知と応答を担う“司令細胞”として、骨の恒常性を制御していると考えられ
ている。実際、力学的な環境変化やホルモン刺激に骨細胞が応答し発現する骨破壊分子 RANKL

や骨形成抑制分子 SOST を標的とした抗体医療は、骨粗鬆症など骨疾患治療に福音を齎してい
る。しかし、骨細胞が如何にして力学的な環境変化を感知し応答反応へと繋げ、骨恒常性を制御
しているのか？その全貌解明にはいまだ至っていない。本研究提案では、骨細胞の力学的刺激の
感知機構を解き明かすことで動的な骨恒常性の学問的な理解の深化を試みることを目標とした。 

 

３．研究の方法 

骨細胞の応答分子は、発現プロファイルの変化（上昇や低下）を基盤に探索されてきた。一方、
感知分子（チャネル、受容体、接着因子など想定）は、発現変動が観られない可能性があるため、
その探索には網羅的な機能スクリーニング系の確立が鍵となる。骨細胞の応答分子 RANKL や
SOST は、力学的な環境変化で発現制御されていることが生体レベルでも明らかにされている。
従って、本研究提案では、RANKL や SOST 遺伝子に蛍光および発光タグを融合させた新規骨細
胞株をゲノム編集技術で樹立し、力学的な環境変化に伴う応答分子発現の可視化・定量化を実現
する。さらに、レンチウイルスを用いた siRNA ライブラリーによる全遺伝子ノックダウン実験
から、力学的な環境変化に伴う標識応答分子の挙動変化を指標に感知分子の同定に繋げる。 

申請者は、以前、大規模な細胞リミティングダイリューション法を用いて新規骨細胞細胞株の
樹立（IDG-SW3/1G9）を樹立し、力学的な感知受容体のゲノムワイドな発現遺伝子データベース
解析を展開した。そして、骨芽細胞における力学的刺激を Piezo1 が感知し、Sost の発現制御を
していることを見出した（BBRC 2020）。上記、網羅的機能スクリーニングに加え、これまでの網
羅的な骨細胞遺伝子発現プロファイリング情報を統合することで、世界に類をみない“骨細胞の
力学感知・応答分子データベース”の構築を試みた。 

 

４．研究成果 

機能的な大規模スクリーニングを実現するため、本研究提案では、
骨細胞応答遺伝子に蛍光および発光タグを融合させた新規骨細胞株
をゲノム編集技術で樹立し、力学的な環境変化に伴う応答分子発現
の可視化・定量化を実現した。Sost 遺伝子に蛍光タグ（DsRed）をノ
ックインした骨細胞をゲノム編集技術で樹立した。これまでに、力学
的刺激下に応答し、Sost 発現は低下することが知られている。本研究
で構築した Sost-DsRed 遺伝子を持つ骨細胞は、力学的な刺激に伴い、
その蛍光強度を低下させることが見出された。この蛍光強度の変
化を FACS 解析で鋭敏に検出および細胞分画の分離ができるた
め、siRNA ライブラリーによる全遺伝子ノックダウン実験の 1 次
スクリーニングの基盤が確立された（未発表データ：図１）。さ
らに、Sost に HiBiT 発光タグをノックインした骨細胞も樹立さ
れた。Sost-HiBiT 細胞は、骨細胞への分化に伴い培養液中に Sost-

HiBiT タンパク質を分泌することが確認された。さらに、力学的
負荷に伴い、そのタンパク質レベルでの発現低下が見出された
（未発表データ：図 2）。この 2 次スクリーニング系の樹立から、



力学的な環境変化に伴う標識応答分子の挙動変化を指
標に感知分子の同定戦略が確立されたと言える。さら
に、新規マルチウェルプレート伸展培養およびライブ
セルイメージングシステムの開発も完成した（未発表
データ）。 

また、重要なことに、以前同定した骨細胞の力学感
知受容体 Piezo1 の発現が、骨の部位によって異なるこ
とも見出された（未発表データ：図 3）。頭蓋骨および
四肢の骨に存在するほとんどの骨細胞がSostを発現し
ていた。しかしながら、力学感知分子 Piezo1 は力学的刺激が大きく骨量や強度が必要とされる
大腿骨などに発現が限局され、力学的刺激が小さい頭蓋骨では、その発現がほとんど認められて
いない（未発表データ：図 3）。従って、上流の感知分子の選択的な発現局在が、骨形成を誘導す
る骨細胞を規定し骨恒常性を決定している可能性が強く示唆された。実際、宇宙空間など力学
的な刺激がない状態では、大腿骨など四肢の骨量や構造は低下する一方で、頭蓋骨はほとん
ど影響を受けないことが知られている。そこで、以前
プロファイリングした骨細胞に発現する Piezo1以外
の力学感知に関る候補遺伝子をゲノム編集で遺伝子ノ
ックアウト(KO)細胞を樹立し、解析をしたところ、
Piezo1と異なる力学感知分子として P2x4遺伝子の重要
性が見出されてきた。P2x4 を KO した骨細胞では、力
学シグナル経路の分子として知られる COX2（Ptgs2 遺
伝子）の発現誘導が生じないことが明らかになった（未
発表データ：図 4）。この結果は、P2x4 が骨細胞におけ
る新たな力学感知受容体として、Piezo1 と異なる力学
シグナリング経路を形成し、骨恒常性を制御している
可能性を示唆している。 

申請者は世界に先駆け構築した骨細胞の高純度単離・培養系（Nat Med 2011, Nature 2012, Cell 

Metab 2019, Endocrinology 2022）をプラットホームに、単離骨細胞のゲノムワイドな遺伝子発現
と全身臓器の発現遺伝子データベースから、新たな骨細胞特異的な遺伝子を同定した。この遺伝
子特異性を活用した次世代 Cre マウスを樹立し、dTomato レポーターマウスとの交配による骨細
胞特異的ラベリングマウスの作出から、骨細胞シングルセル解析の予備実験にも成功した（未発
表データ）。そして、細胞の力学的な感知分子のゲノムワイドな発現遺伝子発現情報も集積して
いる（BBRC 2020）。本研究で基盤を構築した上記、網羅的機能スクリーニングの情報を、これま
での網羅的な骨細胞遺伝子発現のプロファイリング情報に統合することで、世界に類をみない
“骨細胞の力学感知・応答分子データベース”構築が実現することに期待が持たれる。 
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