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研究成果の概要（和文）：骨組織を構成する細胞の約90％を占める骨細胞は、骨という特殊な硬組織に埋め込まれ、骨
表面の破骨細胞や骨芽細胞と密接にコンタクトし、細胞間ネットワークを形成している。この形態学的特徴から、骨の
恒常性を制御する指令細胞と考えられているが、骨芽細胞から骨細胞への分化機構や、その細胞特性や機能について、
いまだ不明な点が多いのが現状である。本研究では骨の恒常性を司る制御機構を解明するため、骨細胞の単離培養系の
活用、また骨芽細胞からの分化系の構築から、遺伝子・タンパク質発現データベースを構築することで、骨細胞の細胞
特性の理解を試みた。

研究成果の概要（英文）：Bone is constantly renewed by the balanced action of osteoblastic bone formation 
and osteoclastic bone resorption both of which mainly occur at the bone surface. This restructuring 
process called "bone remodeling" is important not only for normal bone mass and strength, but also for 
mineral homeostasis. Osteocytes, the most numerous and least well studied bone cells, are stellate-shaped 
cells enclosed within the bone lacuno-canalicular network of bone. Based on the osteocyte location within 
the bone matrix and the cellular morphology, it is proposed that osteocytes potentially contribute to the 
regulation of bone remodeling in response to mechanical and endocrine stimuli. To identify the regulation 
factor of osteocyte differentiation and function, we performed a genome-wide screening of osteocytes and 
establishment of osteocytogenesis assay system.
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１．研究開始当初の背景 

骨の恒常性は、破骨細胞が骨破壊により古
い骨を除去し、骨芽細胞が骨新生することで
保たれている。骨細胞は、骨新生時に骨芽細
胞が骨基質に埋め込まれた最終分化細胞と
考えられており、骨構成細胞の約 90％を占め、
骨小腔に単独で存在し細胞突起により細胞
間ネットワークを構成している。この骨細胞
ネットワークは骨基質内の骨細胞間だけで
は無く、骨表面の破骨細胞や骨芽細胞とも密
接に連結していることから、骨細胞が細胞間
コミュニケーションにより、骨の恒常性を制
御する指令細胞である可能性が形態学的解
析から推測されている。 

骨表面上の破骨細胞や骨芽細胞は、1990 年
代から細胞培養系の確立、マウスジェネティ
クスを駆使した解析により、その分化機構の
解明が進み、骨生物学に多くの情報を齎して
いる。しかし、骨という特殊な硬組織に埋没
した骨細胞は、単離することが難しく、これ
までその細胞特性や機能について、組織学・
病理学的な所見から推測される域を脱して
いなかった。 

最近、申請者は、骨細胞だけが蛍光を発す
る遺伝子改変マウスを樹立し、世界に先駆け、
骨細胞の高純度単離培養系を確立した。そし
て、骨細胞が、破骨細胞分化因子 RANKLを
強力に発現し破骨細胞を誘導することを細
胞および生体レベルで実証し、骨の恒常性が
骨細胞によって制御されている一端を明ら
かにした(Nakashima et al, Nat Med 2011)。さら
に骨細胞を含む骨形成系細胞のプロテオー
ム解析から、新規細胞間コミュニケーション
因子の同定し、骨の恒常性における骨細胞の
重要性を見出した(Hayashi and Nakashima et 

al, Nature 2012)。これら申請者の報告により、
骨細胞の研究が一躍活性化することが世界
レベルで期待されているが、骨細胞の分化制
御と機能制御のメカニズムは、いまだ全貌の
解明には至っていない。 

 

２．研究の目的 

骨組織を構成する細胞の約 90％を占める
骨細胞は、骨という特殊な硬組織に埋め込ま
れ、骨表面の破骨細胞や骨芽細胞と密接にコ
ンタクトし、細胞間ネットワークを形成して
いる。この形態学的特徴から、骨の恒常性を
制御する指令細胞と考えられているが、骨芽
細胞から骨細胞への分化機構や、その細胞特
性や機能について、いまだ不明な点が多いの
が現状である。 

本研究では骨の恒常性を司る制御機構を
解明するため、骨細胞の単離培養系の活用、
また骨芽細胞からの分化系の構築から、遺伝
子・タンパク質発現データベースを構築する
ことで、骨細胞の細胞特性を統合的に理解す
ることを目標とする。 

 

３．研究の方法 

骨細胞の初代培養系の確立は立ち遅れて

いたが、申請者は、骨細胞特異的遺伝子
(Dmp1) Cre マウスと CAG-CAT- EGFP マウス
を交配することで、骨細胞だけが蛍光を発す
るマウスを樹立し、骨から酵素処理と FACS

ソーテイングによる高純度な骨芽細胞と骨
細胞の単離培養に成功した(Nat Med 2011)。 

本研究では、この方法を用いて採取した骨
芽細胞と骨細胞を実験に用いる。ゲノムワイ
ドなトランスクリプトーム解析によって、発
現遺伝子の情報を集積し、バイオインフォマ
ティクスなデータベースを構築する。さらに
本単離方法では、骨細胞(EGFP 陽性) と骨芽
細胞(EGFP 陰性)を単離培養することが可能
である。 

そこで、骨芽細胞が、実際に骨細胞に分化
誘導されるか明らかにするため、細胞分化ス
クリーニング系の確立を試みる。上記データ
ベースで得られた機能未知な候補分子等を
添加し、骨芽細胞(EGFP 陰性)から骨細胞
(EGFP 陽性)への分化を、ビジュアル化および
定量的に、最新の In Cell Analyzer(GE 社)を用
いて、詳細かつ網羅的に解析することで、細
胞分化を誘導する分子をスクリーニングす
る。バイオインフォマティクスなデータベー
スから得られた候補分子の機能を明らかに
するために、shRNA法を用いた遺伝子ノック
ダウンや強制発現実験により、骨細胞の分化
や機能の制御機構を解析する。上記実験によ
り選抜された情報から、コンディショナル遺
伝子欠損および Tg マウスを作成し、候補遺
伝子の生体における機能欠損および亢進状
態を解析することで、骨細胞の分化および機
能制御機構を明らかにする。 

 
４．研究成果 
（１）申請者が樹立した高純度な骨芽細胞・
骨細胞の単離培養系を活用し、ゲノムワイド
なトランスクリプトーム解析によって、発現
遺伝子の情報を集積し、バイオインフォマテ
ィクスなデータベースを構築した(未発表デ
ータ：図 1)。 

 

遺伝子プロファイリングの結果、これまで
報告されてきた骨細胞や骨芽細胞で特異的
な遺伝子発現(Sost, Fmod etc)が確認され、本
実験系が適切に機能していることが分った。
さらに重要なことに、これまで不明であった
骨細胞の全遺伝子情報の獲得に成功したこ



とは大きな成果である。本データベースを基
盤にして、骨の恒常性における骨芽細胞と骨
細胞の機能的な異なる役割を推測する予測
シュミレーションや骨数理モデリングなど
の研究へと繋ぐことが可能となった。さらに
発現遺伝子の骨細胞における機能を明らか
にするため、機能解析の構築につながり、骨
恒常性における骨細胞の細胞特性を理解す
る足掛かりとなった。 

 

（２）世界に先駆け骨芽細胞から骨細胞への
分化実験系を確立することに成功した(未発
表データ：図 2)。 

 

この新規骨細胞分化系の構築は、骨芽細胞
から骨細胞への分化をビジュアル化および
定量化することで、様々な分子や薬剤スクリ
ーニングを可能とした点において、大きな意
味を持つ。さらに、大量に細胞数を必要とす
るため、これまで不可能であった網羅的なプ
ロテオーム解析に着手することができた(未
発表データ：図 3)。 

 

 

本研究からこれまでに類を見ない骨芽細

胞と骨細胞の全遺伝子・タンパク質発現のプ
ラットホームが完成した。 

 

（３）骨細胞における遺伝子・タンパク質の
情報のデータベースの構築から、骨恒常性を
制御する新規因子の候補選抜が可能となっ
た。現在、遺伝子改変マウスの構築に繋がり、
生体レベルでの機能解析への研究ステージ
が移行した。さらに、世界に先駆けた情報デ
ータべースから、細胞特異的な発現分子が同
定され、これまでに類を見ない細胞特異的な
Cre 発現マウスの作成など、骨研究を発展さ
せるディバイスの確立へと繋がっている。 
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