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研究成果の概要（和文）：骨組織内に神経支配があり骨形成や骨吸収が調節され、また除神経により骨量や海綿
骨骨梁構造の変化および骨格筋の萎縮がみられる。若齢期及び高齢期の神経阻害による海綿骨および皮質骨の3
次元構造、骨の力学的特性、組織細胞への影響を検証した。その結果、除神経により骨量、骨強度、骨芽細胞の
骨形成機能の低下、骨細胞数の減少が示された。高齢期の交感神経亢進モデルラットへの阻害剤の投与により、
骨量、骨梁構造、骨芽細胞の骨形成機能、骨細胞数が改善した。これらは、高齢期の骨代謝における神経系の促
進的もしくは抑制的働きを示唆する。

研究成果の概要（英文）：Bone tissue is innervated by peripheral nerves, and the nervous system 
controls bone remodeling by regulating bone formation and resorption. We investigated the influence 
of the nervous system on the histomorphometric parameters of bone tissue, the mechanical properties 
of tibiae cortical bone, the three-dimensional architecture of trabecular, and cortical bone using 
micro-CT in aged and disused musculoskeletal atrophy.
The bone volume fraction, bone strength, bone formation of osteoblasts, and the number of 
osteoid-osteocytes were decreased by functional denervation. Treatment of β-adrenoceptor blockers 
ameliorated osteoporosis characterized by low bone volume and microarchitectural deterioration of 
bone tissue in old, spontaneously hypertensive rats (SHR), which have an elevated sympathetic tone 
at rest. 
The results provide evidence for the positive and negative influences of the nervous system on bone 
remodeling in age-related and disuse osteoporosis.

研究分野： 整形外科

キーワード： 加齢　骨リモデリング　神経　萎縮
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨組織は運動刺激（力学的因子）により肥

大して強度が増すが、不動により萎縮して脆
弱化する。メカニカルストレスは骨代謝に重
要な要素のひとつであり、骨芽細胞の骨形成
能を促進する。一方、不動や非荷重などによ
るメカニカルストレスの減少は破骨細胞の
骨吸収能が活性化し、骨量減少や骨構造の悪
化につながる。それ故、破骨細胞の増殖や機
能亢進を抑制する薬剤とともにメカニカル
ストレスを生じる運動刺激の処方の在り方
が重要視されている。近年、骨内部に交感神
経や感覚神経線維が直接侵入している所見
や、骨芽細胞や破骨細胞にノルアドレナリン
作動性受容体や感覚神経遊離物質の受容体
の存在が報告されており神経伝達物質が、骨
折治癒、骨再生、骨量維持等に重要な役割を
はたすことなども示され、神経系の骨リモデ
リングに関与する役割について関心が持た
れるようになってきた。しかしながら一方で
は、特に、加齢や不動における骨量低下、高
血圧や糖尿病などの代謝疾患における骨量
低下と神経系との関連については不明な点
が残されている。高血圧においては交感神経
活動の亢進がみられることが報告されてい
る。また、高齢期および不動など低骨量状態
に対する運動刺激による骨量改善における
関連性など「運動療法」に結び付くような研
究は少なく、またどのような環境で運動実践
するかという各種運動環境下での運動効果
の有無との関連についてはほとんど理解さ
れていない。近年、低酸素感受性のある
transient receptor potential ankyrin 
(TRPA1)チャネルが発見され、末梢神経系に
高発現しており、低酸素環境で感覚神経や迷
走神経を興奮させることが知られており、特
殊環境下での運動効果創出に神経系の関与
の可能性も示唆されてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、主に骨組織の３次元構造解析を
通して、若齢期および高齢期ラット、不動モ
デルラット、高血圧自然発症モデルラット
（SHR）、糖尿病モデルラットを用いて、骨リ
モデリングの状態、神経系活動亢進状態等を
確認し、これらの加齢変化と不動による変化
の検証と神経遮断による骨リモデリングへ
の影響、関連性について検証することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物および対象組織： 
対象動物として若齢期および高齢期ラット、
不動モデルラット、高血圧自然発症モデルラ
ット（SHR）、糖尿病モデルラットを用いた。 
実験終了後に脛骨、前脛骨筋、ヒラメ筋を採
取して、各分析に用いた。本研究は、「動物
実験の適正な実施に向けたガイドライン」
（日本学術会議, 2006）を遵守して、新潟医
療福祉大学及び鹿屋体育大学動物実験委員

会の倫理審査の承認を得て実施した。 
 
(2)処置： 
除神経処置：坐骨神経への凍結麻痺法を用い
て、一過性の神経麻痺手術を行った。皮膚を
切開後に坐骨神経に液体窒素で冷却したス
テンレス棒を接触させて麻痺させ下肢不動
を誘発した。 
薬剤投与：高血圧自然発症ラット(SHR)に対
しては、8ヶ月齢から飲水に溶解したβ受容
体遮断薬プロプラノロール(0.5g/l)を 6ヶ月
間投与した。日々の飲水量を計測し、遮断薬
摂取量を算出した。 
運動負荷：自発走運動については、回転式自
発走運動装置を用いて、3 ヶ月間高齢期ラッ
トに加圧式回転輪を自発的に走行して回転
させる運動を行わせた。装置に設置された走
行カウンターにて日々走行距離をモニタリ
ングした。水中運動については、23-24 ヶ月
齢の自然発症2型糖尿病ラット(GK)に対して
低圧低酸素環境下での水中運動を実施した。
気圧及び酸素濃度を調整できるチャンバー
で平地環境(常圧)及び 2,500m(低圧)相当環
境を設定した。運動は、23ヶ月齢からチャン
バー内に設置した小動物用水槽で、常圧もし
くは低圧環境下で、水中運動(自由泳)を 1日
30 分間、5日/週の頻度で実施した。 
 
(3)測定項目： 
・骨組織立体構造：3次元マイクロ CT を用い
て脛骨の海綿骨および皮質骨を撮影した。3
次元立体構築ソフトおよび構造解析ソフト
を用いて骨量（BV/TV）、骨梁構造（骨梁幅：
Tb.Th、骨梁数：Tb.N、骨梁連結密度：Conn.D、
骨梁間距離：Tb. Sp）および皮質骨構造（Total 
tissue area, cortical bone area, cortical 
porosity）を測定した。（図 1） 
・骨機械的特性：骨破断強度検査装置を用い
て、脛骨骨幹部の 3点支持破断強度試験を行
った。Maximal load, Stiffness, Elastic 
modulus, Second moment of area を専用ソフ
トウェアで計測、算出した。（図１） 
 
 
 
 

 
 
図 1．3次元マイクロ CT 撮影による海綿骨お
よび皮質骨の立体構造（左）、並びに脛骨骨
幹部の 3 点支持骨破断強度検査における
Load-displacement 曲線（右）． 
 
・組織処理：パラフィン包埋切片については、



採取した脛骨の近位部を正中断して固定後
EDTA で脱灰した。滑走ミクロトームを用いて、
縦断薄切試料を作成し組織染色した後、分析
に供した。凍結切片については、採取組織を
液体窒素冷却イソペンタンで急速凍結し、分
析まで-80℃で保存した。 
・組織顕微画像解析：採取した骨及び筋組織
から顕微鏡観察用の試料を作成し、薄切切片
を用いて、脱灰標本において類骨を識別する
ために吉木法を用いて H-E 染色を行った。ま
た神経線維、骨細胞、筋線維に対して各種免
疫染色（NF200,CGRP,GAP43,DMP1，laminin 等）
を行った。CCD カメラ搭載の蛍光顕微鏡にて
蛍光標識された組織切片を観察・撮影した。
画像解析ソフトおよびタッチペンディスプ
レーを用いて、骨および筋組織の組織形態計
測を行い、骨量面積、骨梁幅、類骨幅、細胞
数、immunoreactivity の光学密度、筋線維横
断面積等を計測した。 
・生理機能検査：小動物用非観血的血圧測定
器及び心電計を用いてラット血圧および心
拍数を測定した。A/D 変換後、周波数変動解
析を行い、低周波数・高周波数成分から
sympathetic component/vagal component を
相対的に数量化した。糖尿病モデルラットに
対しては尾部より血液を採取し、血糖値測定
器にて血中グルコース濃度を計測した。 
・筋収縮張力、関節トルクの測定：電気刺激
誘発性に前脛骨筋の収縮張力および足関節
トルクをフォーストランスデューサー、小動
物用足関節運動トルク装置を用いて測定し
た。強縮刺激時の条件は 50V, 150Hz 以上，
0.5ms パルス幅で実施した。 
 
４．研究成果 
(1)自然発症高血圧における運動と交感神経
阻害剤の効果： 
 SHR の心拍数、血圧を測定し、周波数変動
解析から交感神経活動を推定した。心拍数、
平均血圧ともに Normal 群よりも高く、
sympathetic component は vagal component
よりも高く、sympathetic / vagal 比も 2.4
倍高かった。またプロプラノール投与により
これらは有意に低下した。SHR の骨量(BV/TB) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.SHRおよびプロプラノロール投与におけ
る骨量(上)および類骨形成面積(下)の比較． 
 

は Normal よりも有意に低く、プロプラノロ
ール投与群ではSHR群よりも有意に高い値で
あった。また、骨芽細胞のコラーゲン産生に
より形成される骨梁表面の類骨の幅および
面積を計測したところ、SHR 群では Normal よ
りも低く、プロプラノロール投与群では SHR
群よりも大きい結果であった。（図 2）このこ
とより、SHR では交感神経活動亢進状態にあ
り、かつ骨量低下が著しい傾向にあるが、プ
ロプラノロール投与では交感神経活動の低
下とともに、骨量の改善、特に骨芽細胞機能
の骨形成機能の改善に関連する可能性が示
唆された。 
 
 (2)高齢期糖尿病における低圧低酸素環境
での運動効果： 
非運動高齢ラットでは、BV/TB は 1.5%と著

しく低いレベルにあった。GK ラットにおいて、
常圧環境水中運動群では BV/TB において非
運動群より有意に高値を示し、さらに低圧低
酸素・水中運動群ではさらに有意に高いレベ
ルであった。（図 3）骨梁構造に関して、Tb.Th
及び Tb.Spに有意な差異は見られなかったが、
Tb.N 及び Conn.D は常圧よりも低圧低酸素環
境での水中運動群の方が有意に高い値を示
した。ヒラメ筋湿重量は常圧水中運動群、低
圧低酸素水中運動群共に有意差のないレベ
ルであった。このことより、骨代謝異常を示
す高齢期糖尿病群では骨量低下および海綿
骨骨梁構造の変化がみられるが、水中運動に
より骨量低下を数％軽減するかもしれない。
また感覚神経活動性のある低圧低酸素環境
下では、その軽減効果がさらに高まり、代謝
的改善と神経系関連の改善との相乗的効果
の可能性が示唆される。またこの効果は、骨
量幅や骨量数よりも、骨梁間の連結性などの
骨梁構造の維持に現れることが示唆された。 

図 3.高齢期糖尿病ラットにおける脛骨の CT
撮影像(A：対象群，B:水泳群，C：水泳+低圧
低酸素群)および骨量の比較(D) 
 
若齢期および高齢期の除神経の影響： 
若齢期および高齢期ラット下肢骨を用い

て、骨への力学的刺激と神経系の影響につい
て検証した。高齢期よりも若齢期に方が骨内
神経支配は密であり、メカノセンサー候補で



ある骨細胞の密度および骨細管数も多いこ
とが確認された。（図 4）その結果、神経遮断
の骨量への影響は若齢期の方が高齢期より
も強く現れた。若齢期では、力学的刺激効果
は骨量および骨構造に関しては海綿骨領域
ではみられたが、その効果は神経遮断阻害群
で軽減した。一方皮質骨領域では力学的刺激
効果がみられなかった。しかしながら骨の力
学的特性に関しては効果が認められ、また、
骨組織への力学的刺激により骨細胞から産
生され石灰化に関連する dentin matrix 
protein (DMP)-1 の immunoreactivity は高い
レベルにあり、量的よりも質的因子に影響す
る可能性が示唆された。高齢期においては、
海綿骨骨量および骨構造に関しては、同様に
力学的刺激効果は認められるがその程度は
若齢期よりも小さく、さらに阻害効果も小さ
かった。高齢期ではメカノセンサー候補であ
る骨細胞密度、神経分布密度が低下しており、
また海綿骨と皮質骨の領域差も見られた。ま
た、骨細胞密度とメカニカルストレスによる
骨芽細胞の骨形成機能とは相関関係がある
ことが示された。（図 5） 
以上の結果から、骨への力学的刺激効果は

神経系の働きや骨細胞密度の影響を受ける
が、加齢や骨組織の領域により異なること、
が示唆された。また、生活習慣病やオステオ
ペニア等の運動療法プログラムの基礎的知
見として理学療法分野にも意義を有するも
のと思われた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. 骨 内 支 配 神 経 (A-B) お よ び DMP1 
immunoreactivity を示す骨細胞周囲（C-D）
の顕微鏡画像． 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.単位面積当りの類骨内骨細胞数と骨量
幅との関係． 
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