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研究成果の概要（和文）：骨は力学的な強度を保ちつつ、軽さも兼ね備えている。どのようにしてこうした構造を獲得
したか検討するためには、骨組織の形成・改造を担っている細胞とそれらが形成した骨基質を同時に、かつ3次元的に
観察することが必要となってくる。しかし、細胞はマイクロ単位の大きさであるのに対して、骨組織の微細構造を形成
しているコラーゲン線維はナノ単位の大きさであることから、観察範囲と解像感との間にトレードオフの問題が生じて
いた。その問題を解決するために、近年開発された直交配置型FIB-SEMを用いて、骨系細胞のネットワークをマイクロ
レベルで観察し、さらにコラーゲン線維をナノレベルで３次元解析し両者の関係を解析した。

研究成果の概要（英文）：Osteocytes form the cellular network by their long processes and act as 
mechanosensory cells in bone. However, it is unknown how this cellular network is formed and what kind of 
factors influence the network formation. Focused ion beam-scanning electron microscopy (FIB-SEM) has 
increasingly found use in biological research. The main application is in the acquisition of 
three-dimensional data by tomography. We therefore reconstructed three-dimensional images of the 
osteocyte network as well as the collagen fibrils during bone modeling. Based on the positional 
relationships of osteocytes and collagen fibrils, we analyzed the influence of the collagen bundle 
formation on the osteocyte network formation.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 

骨は力学的な強度を保ちつつ、軽さも兼ね備

えている。どのようにしてこうした構造を獲

得したか検討するためには、骨組織の形成・

改造を担っている細胞とそれらが形成した

骨基質を同時に、かつ 3次元的に観察するこ

とが必要となってくる。しかし、細胞はマイ

クロ単位の大きさであるのに対して、骨組織

の微細構造を形成しているコラーゲン線維

はナノ単位の大きさであることから、従来の

方法では観察範囲と解像感との間にトレー

ドオフの問題が生じていた。また、モデリン

グ期の骨組織を詳細に観察した研究は多く

なく、特に、モデリング期の骨組織中のコラ

ーゲン線維の走向に関しては不明であった。

一方、近年開発された直交配置型 FIB-SEM

は FIB装置と SEM装置が直交して配置され

ていることで、高い分解能とコントラストを

もった画像を獲得することができ、シリアル

セクショニングに適した装置であるといえ

る。また、一度の撮影で 3次元情報をマルチ

スケールで捉えることが可能であり、生物系

分野での応用が期待されている。 

 

２．研究の目的 

モデリング期の骨組織中の細胞群および微

細構造を同時に 3次元的に観察する。生物系

分野に応用されて間もない直交配置型

FIB-SEM を用いるため、染色方法の確立を

行う必要がある。これまでの染色法では染色

液を浸透させるため、骨組織を脱灰させるこ

とが多かったが、脱灰させると細胞群の観察

が困難になる。したがって脱灰させずに染色

を行うことが必要である。また、直交配置型

FIB-SEM は観察部位や方向がやや制限され

てしまうため、サンプル作成の工夫が必要で

ある。 

また、骨組織中のコラーゲン線維の解析を行

い、モデリング期におけるコラーゲン線維の

走向や、細胞群、コラーゲン線維以外の微細

構造との関係に対して理解を深める。このと

き、直交配置型 FIB-SEMで観察した画像か

らコラーゲン線維を抽出するためにはコン

トラストが十分ついていることが条件とな

る。 

 

３．研究の方法 

17 日齢ニワトリ胚から頭蓋骨を取り出し、固

定、電子染色後、樹脂包埋した。直交配置型

FIB-SEM は観察部位や方向が制限されるため、

サンプルの形状や方向を見ながら注意深く

行う必要がある。成長方向を規定し、1辺 25

μm の立方体領域を 25nm/voxel の解像度で

25nm ごとに撮影を行い、1000 枚の連続画像

を撮影した。その後 Amira ソフトウェアを用

いて 3 次元立体構築を行った。さらに、ZIB 

actin フィラメントソフトウェアを用いて、

撮影した骨組織からコラーゲン線維を自動

抽出し、線維の走行本数や走行角度について

解析を行った。解析は骨全体に対してだけで

なく、骨表層の骨芽細胞層から骨芽細胞直下、

骨中心部、深部に至るまで各層ごとに詳細に

行った。 

 

４．研究成果 

図 1は直交配置型 FIB-SEM を用いて撮影した

モデリング期骨組織である。(XY 平面) 

骨表層の骨芽細胞や骨細胞の突起、またコラ

ーゲン線維や類骨を明瞭に観察することが

できた。 
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図 2は直交配置型 FIB-SEM で撮影し 3次元立

体構築した領域の中央部の xz 平面を取り出

したものである。図の右上は骨芽細胞であり、

図中央には骨芽細胞から排出されたコラー

ゲン線維が多く認められる。図の長軸が骨の

成長方向である。図 3は図 2の画像からコラ

ーゲン線維を抽出し、走行角度によって色分

けをしたものである。すべてのコラーゲン線

維を抽出すると膨大な量になってしまうた

め、2000nm 以上の長さの線維のみをトレース

している。図の横軸を0度(180度)と規定し、

横方向に走行するコラーゲン線維は赤やピ

ンク色で示している。したがって骨の成長方

向は 90 度と規定され、骨の成長方向に沿っ

て走行するコラーゲン線維は青色〜緑色で

示している。すなわち、図 3中央の青色で示

されているコラーゲン線維は骨の成長方向

に沿って走行しているということを示して

いる。 

 

図 4は直交配置型 FIB-SEM で観察した領域の

コラーゲン線維の走向の解析結果を表に示

したものである。グラフの横軸はコラーゲン

線維の走向角度を示し、縦軸は抽出したコラ

ーゲン線維の本数を示している。解析結果か

ら、モデリング期の骨組織においてコラーゲ

ン線維は骨の成長方向に沿って多く走行し

ていることがわかった。 
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また、骨芽細胞層、骨芽細胞直下、骨中央部、

骨深部とにわけてそれぞれコラーゲン線維

走向の解析を行うと、骨芽細胞層ではコラー

ゲン線維の走向に規則性はあまりないもの

の、骨中央部に向かうにつれてコラーゲン線

維が収束化し、さらに走向角度を変化させ、

やがて骨の成長方向に沿って走行すること

がわかった。また、骨深部では規則性がやや

乱れることもわかった。 

このように直交配置型FIB-SEMを用いること

で、骨組織におけるコラーゲン線維の走向を

解析することができた。今後は骨形成不全マ



ウスや骨粗鬆マウスなど、コラーゲン系の疾

患をもつ動物の骨の解析を行うことで、疾患

の病態や現状把握にも応用することが可能

であると考える。 
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