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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の進化に伴うオステオネットワークの獲得機構の解明を目指

して種々の研究を行い、以下の研究成果を得た。１）真骨魚類の骨では骨細胞を有しないもの

（無細胞性骨）と骨細胞を有するもの（細胞性骨）があり、細胞性骨でも骨細管系の発達は非

常に悪かったが、両生類、爬虫類、哺乳類の骨では全ての種でよく発達した骨細胞・骨細管系

が存在していた。２）ラットの骨組織はカルシウムの貯蔵庫としての機能を獲得しているが、

カエルの骨ではそのような機能を獲得していないことを示唆する所見を得た。 

 

研究成果の概要（英文）： We conducted various experiments to understand the mechanism of 

acquirement of osteonetwork in vertebrates. 1) Bones of zebrafish contained osteocytes 

(cellular bone) but with a poorly developed osteocyte lacunocanalicular system. Bones of 

Xenopus laevis, a freshwater species, and of other amphibians, reptiles, and mammals 

contained numerous osteocytes and a well-developed lacunocanalicular system. 2) Bone in 

rats acquired the function of mineral storage, but frog bones has not acquire such function. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の骨組織は、種々の細胞・分子間
のダイナミックな相互作用によりその構
造と機能が維持されている。骨組織を構
成するこれらの細胞群の分化と機能はホ
ルモンやメカニカルストレスなどで制御
されているが、最近、骨組織がリン代謝
を制御するホルモンである FGF23 を産生
することが明らかにされた。これらの新
知見は骨組織が種々のホルモンの標的組
織であるだけではなく、骨外臓器・組織
を制御する内分泌器官の一つであること
を示している。このような近年の骨生物

学の飛躍的進歩により、従来の概念で骨格
を統合的に理解することが困難な状況にな
っている。そのため、本申請者は骨格を全
身臓器・組織との関連の中で捉えなおす新
機軸として「オステオネットワーク」とい
う概念を提唱し（山口朗 他、最新医学 
63:2155-2163,2008）、科学研究費補助金（平
成 22〜24年、基盤研究 A）の補助により「オ
ステオネットワークの維持と破綻：顎顔面
骨疾患の病態解明を目指した基盤研究」を
推進している。 
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本申請者は骨格を全身臓器・組織との関連
の中で捉えなおす新機軸として「オステオ
ネットワーク」という概念を提唱し、現在
「オステオネットワークの維持・破綻機
構」を解析している。脊椎動物は、進化の
過程のその時々で生存に必要なオステオ
ネットワークを構築し、様々な環境に適応
した骨格を獲得してきたと考えられる。
我々は、種々の脊椎動物の骨の形態学的解
析により、陸生動物にみられる軟骨内骨化
部は脊椎動物が上陸時に獲得した特有な
構造で、カルシウム貯蔵庫として機能を担
っているという仮説を立案した。本研究で
は、カエル、ラット、マウスの骨組織を用
いた実験により、我々の仮説を検証し、「オ
ステオネットワークの獲得・維持・破綻」
という一連の統合研究へと発展させ、骨代
謝研究の新たな潮流を創成することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 

 本研究では、まずメダカ (Oryzias 

latipes)、ゼブラフィッシュ (Danio rerio)、

アフリカツメガエル(Xenopus laevis)、ツ

チガエル (Rana rugosa)、カスミサンショ

ウウオ (Hynobius nebulosus)、リクガメ 

(Testudo horsfieldii)、グリーンイグアナ

(Iguana iguana)、マウス (C57BL6) 、ヒ

トの骨組織を形態学的に解析した。メダカ、

ゼブラフィッシュでは椎骨を、他の脊椎動

物では大腿骨を解析した。各骨組織を 10%

中性緩衝ホルマリン液で固定後、5%ギ酸溶

液で脱灰し、通法に従ってパラフィン切片

を作成した。各切片にヘマトキシン・エオ

シン染色と Schoen法による銀染色を施し、

骨細胞と骨細管の分布を観察した。ゼブラ

フィッシュの椎骨とアフリカツメガエル

の大腿骨では、4%パラフォルムアルデヒド

溶液で、固定後、凍結切片を作成し、

AlexaFluor488 を結合したファロイジンで

アクチン線維を染色し、骨細胞・骨細管系

の分布を解析した。また、アフリカツメガ

エルとマウスの大腿骨を 2%グルタルアル

デヒド—2%パラフォルムアルデヒドの混合

溶液で固定し、6N塩酸及びコラゲナーゼ溶

液（1 mg/ml）で骨基質を除去後、走査電

子顕微鏡で骨細胞・骨細管系の分布を観察

した。さらに、ゼブラフィッシュの椎骨と

アフリカツメガエルの大腿骨を 2%グルタ

ルアルデヒド—2%パラフォルムアルデヒド

の混合溶液で固定し、通法に従って

Epon-Aralditeに包埋後、超薄切片を作成し、

透過型電子顕微鏡で骨細胞・骨細管系の分

布を解析した 
 さらに、本研究では「オステオネットワ

ーク獲得機構」を解明するための一環として、
脊椎動物の骨組織が進化の過程でどのよう
にしてカルシウム貯蔵庫の機能を獲得して
きたかを解析する。我々が哺乳類の骨組織で
重要なカルシウム貯蔵庫と考えている軟骨
内骨化部の動態をカルシウム欠乏ラットを
用いて解析する。魚類、カエルでは爬虫類、
哺乳類にみられる軟骨内骨化部がみられな
いので、水生動物の骨はカルシウム貯蔵庫の
機能を獲得していないと推測できる。この点
に関して、カエルの後鰓体（カエルのカルシ
トニン分泌器官）除去実験などにより検証す
る。また、カエルで軟骨内骨化がみられない
理由として、我々は Hedgehog遺伝子の発現
パターンが重要な要因であることを報告し
ているので、Hedgehog遺伝子改変マウス・ア
フリカツメガエル作成の準備を行う。 
 
４．研究成果 
 

１）種々の脊椎動物における骨細胞の動態 

a.真骨魚における骨細胞・骨細管系の分布 

メダカの椎骨は骨細胞を含まない無細胞

性骨であったが、ゼブラフィッシュの椎骨

は骨細胞を含む細胞性骨であった。メダカ

の骨では銀染色で骨細管が認められず、ゼ

ブラフィッシュの骨でも銀染色では明瞭

な骨細管が確認できなかった。ファロイジ

ンによるアクチン線維染色と透過電子顕

微鏡による観察で、ゼブラフィッシュの骨

組織では骨細胞から細胞突起が骨基質に

進展していることが確認できたが、他の脊

椎動物に比べて骨細管系の発達は悪かっ

た。また、ゼブラフィッシュの骨細胞では

アポトーシス小体に類似した電子密度の

高い物質を含んでいるものがみられた。 

b.両生類における骨細胞・骨細管系の分布 

アフリカツメガエルのオタマジャクシの

大腿骨の軟骨周囲に皮質骨が形成される

時期（ステージ 61）では、皮質骨に骨細

胞がみられ、銀染色で不規則な骨細管系の

発達がみられた。成長したアフリカツメガ

エルの大腿骨の皮質骨では多くの骨細胞

がみられ、銀染色でよく発達した骨細管系

が認められた。また、ファロイジンによる

アクチン線維染色、走査電子顕微鏡、透過

電子顕微鏡による観察で、アフリカツメガ

エル大腿骨の皮質骨では骨細胞が良く発

達した細胞突起を骨基質中に進展させて

いることが明らかとなった。さらに、銀染

色でツチガエル、カスミサンショウウオの

大腿骨の皮質骨でもよく発達した骨細管

が観察された。 

c. 爬虫類における骨細胞・骨細管系の分布 



リクガメ、グリーンイグアナの大腿骨

の皮質骨では、銀染色でよく発達した

骨細胞・骨細管系が観察された。 

d. 哺乳類における骨細胞・骨細管系の分

布 

マウス、ヒトの大腿骨の皮質骨では、

銀染色でよく発達した骨細胞・骨細管

系が観察された。また、走査電子顕微

鏡による観察でマウス皮質骨では非常

に良く発達した骨細胞の細胞突起が確

認できた。 

 

２）ラット骨組織のカルシウム貯蔵庫とし

ての機能の解析 

 ラットを低カルシウム食で飼育し、カル

シウム欠乏状態にすると大腿骨遠心部の海

綿骨（軟骨内骨化部）が急速に減少するこ

とをマイクロCTで確認した。また、ラット

を低カルシウム食で飼育し、大腿骨の海綿

骨と皮質骨及び頭頂骨の骨量減少の経時的

変化をマイクロCTと組織学検索により解析

し、カルシウム欠乏の状態ではこれらの骨

の中で海綿骨における骨量減少が皮質骨に

比べて早期に出現する傾向を確認できた。 

 
３）カエル骨組織のカルシウム貯蔵庫とし
ての機能の解析 
 アフリカツメガエルは生涯水中で生活す
る水生ガエルであるが、ウシガエルなどは
水中と陸上の両方で生活する陸生ガエルで
ある。陸生ガエルでは、耳のリンパ嚢（我々
の耳石が入っている部に相当）が脊椎に沿
って尾部まで延長し、傍脊椎石灰嚢
(paravertebral lime sac: PVLS)を形成し
ており、PVSLは炭酸カルシウムからなる石
灰化物を含んでいる。哺乳類は炭酸カルシ
ウムを生理的に利用することができないが、
カエルでは生理的に炭酸カルシウムを利用
できるために、PVLSが陸生ガエルのカルシ
ウム貯蔵庫ではないかと考えられている。
この考えはカエルのカルシトニン分泌器官
である後鰓体を除去するとPVLSの石灰化物
が減少し、血清カルシム値が上昇する現象
により支持されている (Yaoi Y, et al. 
Endocrinology 144:3287,2003)。本研究で
は、このような陸生ガエルの特性を生かし、 
成長ウシガエルを用いて以下の実験を行っ
た。その結果、後鰓体除去群、後鰓体除去
群+カルシトニン投与群、擬似手術群、擬似
手術+カルシトニン投与群の４群のカエル
の大腿骨内骨膜面の骨吸収窩を走査電子顕
微鏡で解析した所、各群間で明瞭な骨吸収
窩の差異は確認できなかった。 
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