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研究成果の概要（和文）：骨は，メカニカルストレスを感受し, 認識・応答することで組織としての恒常性を維持して
おり, その調節には3次元的な細胞間ネットワークが重要な役割をもつと考えられている。細胞内カルシウム(Ca2+)は
多様な細胞機能を仲介する情報伝達物質であり，骨代謝調節を含む広範な生理機構に関与する。しかし，骨組織中での
動態は，周囲の骨基質が障壁となるためこれまで不明であった。我々は，骨組織をまるごと生きた状態のままCa2+イメ
ージングする事に成功し，メカニカルストレスに対する骨芽細胞と骨細胞の機能について報告した。

研究成果の概要（英文）：Bone cells respond to mechanical stimuli by producing a variety of biological sign
als, and intracellular calcium (Ca2+) is an important secondary messenger controlling many cellular proces
ses. Its variety of oscillatory signaling is thought to act in the regulation of many different cell funct
ions including bone metabolisms. However, it has not been entirely clear the behavior and connectivity of 
the [Ca2+]i signaling networks in mechanotransduction between osteoblasts and osteocytes in integrated bon
e tissues due to complex bone matrices surrounding bone cells. To address this issue, we have developed a 
novel ex vivo live Ca2+ imaging system, which made it possible to observe the mechanical stress-induced Ca
2+ oscillations. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体の骨は，外界から常に様々な種類のメ
カニカルストレスを受けている. 骨組織中の
細胞は, 各種ストレスを刺激として認識し，
感受・応答することで骨量の維持および再構
築を絶えず繰り返し, 組織としての恒常性を
保つ. そしてその代謝調節は, 骨表面に存在
する骨芽細胞と破骨細胞および骨深部に存
在する骨細胞とが 3次元的な細胞性ネットワ
ークを介したクロストークが関与すると考
えられている. しかしながら骨に負荷された
メカニカルストレス対する細胞応答につい
て, 「どのような形」で「どの細胞」に最初
に届き, 骨の生理的な応答を行うトリガーと
して働いているのかは未だ明らかではない．
とりわけ, メカニカルセンサーとしての中心
的役割が提起されてきた骨細胞は, 基質中の
骨小腔と骨細管の空隙に細胞突起を伸ばし
て分布しており，培養細胞の微小環境とは著
しく異なっている. 従って, 実際の骨組織に
より近い状況で営まれるリアルタイムな細
胞応答を検討する実験系の構築が期待され
てきたが，細胞周囲を硬い骨基質に覆われて
いる骨細胞の特性上，その実現は困難と考え
られてきた.  
 カルシウム(Ca2+)は細胞内外における重要
な情報伝達物質であり、メカニカルストレス
を含めた様々な刺激に応じて周期的なCa2+濃
度の上昇を引き起こす。この現象は Ca2+オシ
レーションと呼ばれ、その時空間的な特性は
骨代謝調節を含む広範な生理機構に関与す
ると考えられている。しかし、3 次元的な骨
芽細胞-骨細胞ネットワークから成り立つ骨
組織中でのCa2+オシレーションの動態につい
ても周囲の骨基質が障壁となるためこれま
で不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は生きた骨組織を用いてCa2+イメー
ジングを行い、その中に存在する骨芽細胞と
骨細胞によって営まれる機械的刺激に起因し
たCa2+オシレーションについて時空間的な特
性をリアルタイム解析することを第一の目的
とした。またそれらの現象に対する制御機構
について、応答細胞がどのように周囲の細胞
へ情報を伝えているのかを、主要な細胞内情
報伝達系の一つであるギャップ結合(GJ)に着
目して検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ニワトリ胚頭蓋骨からの骨片採取 
胎生 16 日齢のニワトリ胚から頭蓋骨を採取
し、骨膜を取り除いた後 2x2 cm の大きさに
トリミングを行った。胎生期の頭蓋骨は薄く、
そのまま 観察することが可能である。 
 
（２）蛍光染色および切片作成 
トリミングされたニワトリ胚頭蓋骨を蛍光
カルシウムインディケーター Fluo8-AM 
(10uM)にて生きた状態のまま蛍光染色し、骨

組織内に存在する細胞を生きた状態のまま
光学的に可視化させた。アセトキシメチル
(AM)基は電気的に中性の分子で、細胞膜透過
性を有する。一度細胞内に入ると、細胞内エ
ステラーゼによって AM基は切断され、色素
は細胞内に保持される。その後 2％FBS 培養
液へ入れ 37℃ 5%CO2環境下にて 60分培養を
行った後、培養液を α-MEM へ置換し、スラ
イドガラス上で切片作成した。 
 
（３）メカニカルストレスの付与 
骨組織へのメカニカルストレスは、骨表面へ
の流体刺激を用いた。その刺激に伴う骨細管
内での液体の流れは、既報に基づき(Ishihara 
et al., J Bone Miner Res 2008)蛍光退色法にて
確認を行った。 
 
（４）共焦点レーザー顕微鏡によるリアルタ
イム観察 
観察は共焦点レーザー顕微鏡システム
FLUOVIEW FV500(OLYMPUS)を用い、3秒間
隔100回連続でのタイムラプス撮影によって
行った。共焦点レーザー顕微鏡は、共焦点の
位置にピンホールを置くことによって焦点以
外からの光をカットし、焦点からの光のみを
検出する。そのため通常の蛍光顕微鏡と比べ
分解能が高く、深部の骨細胞の観察に適して
いる。 
 
（５）時空間的解析 
 共焦点レーザー顕微鏡から得られた連続画
像から全細胞中におけるカルシウム応答を示
した細胞の割合、その応答の強さ、頻度とい
う時空間的特性を解析した。また、骨組織表
面に存在する骨芽細胞と、深部に存在する骨
細胞について比較検討を行った。 
 
（６）細胞間伝達因子との関連性の検討 
細胞間情報伝達の調節因子であるギャップ結
合(GJ)に着目し、阻害剤を前投与し、細胞応
答の比較検討を行った。 
 
（７）統計解析 
 すべての結果はステューデントt-テストお
よびマンホイットニーUテストにより統計処
理した。 
 
４．研究成果 
１）生骨組織へのメカニカルストレス 
ニワトリ胚頭蓋骨に対するメカニカルスト
レスの負荷に関して以下の図に示す。図の A
は骨組織へのメカニカルストレス負荷方法
の概略である。骨組織への流体刺激は濾紙と
液体の表面張力の特性を利用した流体剪断
応力を負荷した。B-Cは鉄粒子である Ferritin
を含んだ流体を骨組織に与え、連続切片を作
成後、同部を微分干渉顕微鏡で観察した像で
ある(Bar = 10um,矢印は Ferritinを示す。)。ニ
ワトリ胚頭蓋骨中への流体剪断応力による
メカニカルストレスは、骨表面の骨芽細胞層



へ負荷されることが定義出来た。 

 
 
2）生骨組織中の骨芽細胞におけるメカニカ
ルストレスに対する細胞内 Ca2+オシレーシ
ョンのリアルタイム観察 
共焦点レーザー顕微鏡を用い、生骨組織表層
の骨芽細胞についてメカニカルストレス負
荷後 3秒間隔 100回連続でのタイムラプス撮
影を行った一例を示す。 

 
上記図のA左は Fluo8による骨芽細胞蛍光染
色像、右は輝度値に応じて疑似化した像であ
る。Bは Aで示した細胞 1-7についてメカニ
カルストレス負荷前 15 秒および負荷後 300
秒の連続撮影を行った輝度値の変化を示す。
Cは Bのグラフからカルシウム反応を示した
時間における疑似蛍光像である (Bar = 50um)。
メカニカルストレス負荷後の骨芽細胞は、負
荷直後から様々なパターンで周期的カルシ
ウム濃度の上昇を引き起こす事が示された。 
 
3）生骨組織中の骨細胞におけるメカニカル
ストレスに対する細胞内 Ca2+オシレーショ
ンのリアルタイム観察 
共焦点レーザー顕微鏡を用い、生骨組織表層
の骨細胞について同様のタイムラプス撮影
を行った一例を示す。 

 

上記図のA左は Fluo8による骨細胞蛍光染色
像、右は輝度値に応じて疑似化した像である。
Bは Aで示した細胞 1-2についてメカニカル
ストレス負荷前 15 秒および負荷後 300 秒の
連続撮影を行った輝度値の変化を示す。Cは
Bのグラフからカルシウム反応を示した時間
における疑似蛍光像である (Bar = 10um,矢頭
は反応を示した細胞を示す)。メカニカルスト
レス負荷後の骨細胞においても、周期的カル
シウム濃度の上昇を引き起こす事が示され
たが、反応しない細胞も認められた。 
 
4）生骨組織中におけるメカニカルストレス
に対する細胞内 Ca2+オシレーションの制御
機構 –ギャップ結合について- 
下記図 Aは、共焦点レーザー顕微鏡から得ら
れた連続画像から全細胞中におけるカルシ
ウム応答を示した細胞の割合、その応答の強
さ、頻度という時空間的解析を行なう手法に
関しての概略図である。ギャップ結合は、骨
細胞同士や骨芽細胞同士だけでなく、骨細胞
と骨芽細胞とをシンクロナイズさせる細胞
間情報伝達因子である。 



 
ギ ャ ッ プ 結 合 阻 害 剤 で あ る 18 
alpha-glycyrrhetinic acid (18 α-GA )を前投与
した場合における骨芽細胞および骨細胞の
細胞応答について解析結果を上図 B-D に示
す。メカニカルストレスを負荷した場合の
骨芽細胞と骨細胞のCa2+オシレーションの
反応率は、定常状態と比較しそれぞれ約 3
倍と 2倍に上昇した（図 B）。一方で、応
答細胞群におけるオシレーションの反応頻
度は、骨芽細胞はメカニカルストレスによ
って上昇傾向を示したが、骨細胞では変化
は認められなかった（図 D）。これらの結
果から、骨組織へのメカニカルストレスに
対するカルシウム応答には, 細胞種による
差異がある可能性が示された。 
18 α-GAを投与した場合の骨芽細胞の定常
状態における Ca2+応答率は、対照群と
18α-GA 前投与群間でほぼ同値を示した。
また、メカニカルストレスを負荷した場合
における Ca2+応答率は 18α-GA前投与群で
減少傾向を示したものの、統計学的有意差
は認められなかった。逆に骨細胞の定常状
態およびメカニカルストレスを負荷した場
合における Ca2+応答率は、著明に減少した
（図 B）。応答の強さに関しては全ての群に
おいて有意な差を認めなかった（図 C）。
18α-GA 前投与群における定常状態でのオ
シレーションの頻度は、骨芽細胞、骨細胞
とも対照群と比較して有意な変化を示さな

かったが、メカニカルストレスを負荷した
場合において骨芽細胞、骨細胞とも著明な
減少が認められた（図 D）。これらの結果
は、骨細胞での Ca2+応答に対するギャップ
結合の関与が骨芽細胞と骨細胞によって異
なり、骨細胞での Ca2+伝播にギャップ結合
がより深く関与している可能性を示唆する
ものである。 
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