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研究成果の概要（和文）：成長板付近の軟骨細胞が産生する神経関連因子に注目し、骨から脳への神経刺激の入力機構
を解明することを目的として本実験を行った。成長板軟骨細胞がTyrosine hydroxylase(TH)を産生することを骨組織の
免疫蛍光染色で捉えたが、軟骨細胞株およびプライマリーの軟骨細胞ではTHを産生しておらず、他の神経関連因子であ
るBrain derived neutrophic factor (BDNF)、Glial cell derived neurotrophic factor (GDNF)に注目して軟骨細胞
での発現を検討したところ、軟骨細胞分化に伴ってGDNFの発現は著しく上昇することを見出した。

研究成果の概要（英文）：This study focused on neurotransmitter and neurotrophic factors derived from 
chondrocytes. Immunofluorescence staining of Tyrosine hydroxylase(TH) showed chondrocytes which were 
located close to growth plate produce TH in mouse skeletal tissues. However, it was showed by real time 
PCR analysis that chondrocyte cell line ATDC5 and primaly condrocytes did not express TH gene. Next, I 
examined the expression level of brain derived neutrophic factor (BDNF) and glial cell derived 
neurotrophic factor (GDNF) in chondrocytes. Both ATDC5 cells and primary chondrocytes expressed GDNF and 
GDNF expression was increased through the chondrocyte differentiation.

研究分野： 骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
骨に埋め込まれた骨細胞は、骨の中で細胞

突起を長く伸ばして骨細胞同士でネットワ
ーク構造を作り、メカノセンサーとしての役
割を果たしている。細胞突起が埋まっている
骨細管の中は組織液で満たされており、機械
的刺激によって引き起こされる組織液の振
動が骨細胞の細胞突起とずり応力を生じる。
こ の 刺 激 に よ り prostaglandin E2 や
sclerostin といった種々のシグナル分子が骨
細胞から誘導され、骨表面の骨芽細胞や破骨
細胞にシグナル伝達を行い骨代謝を制御し
ている。さらに、これまでの申請者の研究か
ら、メカノセンサーである骨細胞は骨組織だ
けではなく胸腺や脂肪組織といった遠隔臓
器を、一部脳を介して制御していることが明
らかとなった。その制御機構は明らかではな
いものの、神経系を介した制御機構の存在が
示唆された。すなわち、骨細胞が感覚細胞と
して機械的刺激受容により神経伝達物質を
放出することで求心性に脳へ神経伝達を行
い、その神経刺激を受けて脳から遠心性に各
臓器に神経刺激が入るという未知の制御機
構である。それを解明するために、申請者は
まず骨から脳への求心性の神経制御機構を
明らかにすべく、免疫染色にて骨組織の交感
神経分布を調べた。その研究過程で、成長板
付近の軟骨細胞が、カテコールアミン合成律
速酵素である Tyrosine hydroxylase (TH)を
発現していることを見出した。このことから、
骨細胞は機械的刺激を受容ならびに増幅し
た上で何らかの神経伝達物質様因子の産生
により近傍の軟骨細胞に情報伝達を行い、軟
骨細胞が交感神経伝達物質を産生すること
で求心性に脳に情報伝達を行っているとの
新たな仮説を導き出した。 
 
２．研究の目的 
メカノセンサーである骨細胞を大量に埋

め込んだ骨組織が、感覚臓器として複数の細
胞で構成される神経情報伝達機構を持つと
考え、メカノセンサーである骨細胞からの感
覚刺激の伝達により、成長板付近の軟骨細胞
で神経伝達物質の産生が誘導され、求心性神
経を介して脳へと神経刺激が入力されると
の仮説を明らかにすることが研究の目的で
ある。 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型マウスと骨細胞除去マウスの骨組
織切片を用いて、免疫染色法により成長板軟
骨の TH 産生発現変化を調べた。 
 
(2) 幼若マウス（3 週齢前後）、成体マウス（15
週齢前後）、老齢マウス（40 週前後）の骨組
織切片を用いて、免疫染色法により成長板軟
骨の TH 産生発現変化を検討中である。 
 
 
 

(3) マウス軟骨前駆細胞株 ATDC5 およびマ
ウスプライマリー成長板軟骨細胞を用いて
リアルタイム PCR 法による TH 遺伝子の発
現解析を行った。 
 
(4) glyoxylic acid 法により、成長板軟骨細胞
が TH を利用して最終的にカテコラミンを合
成しているか否かを調べた。 
 
(5) マウス軟骨前駆細胞株 ATDC5 およびマ
ウスプライマリー成長板軟骨細胞を用いて、
神 経 成 長 因 子 で あ る Brain derived 
neutrophic factor (BDNF) 、 Glial cell 
derived neurotrophic factor (GDNF) 、
Artemin (ARTN)、Neurturin (NRTN)の発現
をリアルタイム PCR 法にて解析した。（一部
は解析中である） 
 
(6) BDNF, GDNF, ARTN, NRTNのレセプタ
ーである RET およびコレセプターである
TrkB, GFRα1, GFRα2, GFRα3 の発現を
RT-PCR 法にて検討中である。 
 
４．研究成果 
(1) 野生型マウスと骨細胞除去マウスの骨
組織切片を用いて、免疫染色法により成長板
軟骨の TH 産生発現変化を調べたところ、著
しい変化は見られなかった（下図）。 

 
さらに、成長に伴う軟骨細胞の TH 発現変化
を調べるために、幼若マウス（3 週齢前後）、
成体マウス（15 週齢前後）、老齢マウス（40
週前後）の骨組織切片を用いた免疫染色法に
より成長板軟骨の TH 産生発現変化を検討中
である。 
 
(2) マウス軟骨前駆細胞株ATDC5を分化試薬
を用いて軟骨細胞に分化させ、TH 遺伝子発現
を qPCR 法にて検討したが発現は見られなか
った。次に、2-10 週齢のマウス大腿骨成長板
よりコラゲナーゼ処理にて軟骨細胞を抽出
したものを培養し、TH 遺伝子発現を qPCR 法
にて調べたが発現は見られなかった（下図）。 
 
 
 
 



 
さらに、軟骨細胞が TH を利用して最終的に
カテコラミンを合成しているか否かを調べ
るために、マウス大腿骨組織切片を用いて
glyoxylic acid法によりカテコラミン蛍光発
現を検討した。コントロールサンプルである
心臓組織ではカテコラミン蛍光が得られた
が、骨組織ではサンプル調整が困難であり実
験を遂行できなかった。 
 
(3) 上記のように、in vitroならびにex vivo
の実験では TH 遺伝子発現が得られなかった
ため、他の神経関連因子である BDNF および
GDNF に注目して軟骨細胞での発現を検討し
た。軟骨細胞株 ATDC5 では軟骨細胞分化に伴
い、BDNF の発現に変化はなかったが GDNF の
発現が著しく上昇した。 
同様にマウス大腿骨成長板より抽出したプ
ライマリー軟骨細胞でも分化に伴って GDNF
の発現が著しく上昇していた（下図）。 

 
同様に、他の神経関連因子である ARTN およ
び NRTN についても軟骨細胞分化における発
現変化を検討中である。 
 
(4) 軟骨細胞が産生する BDNF と GDNF がオー
トクラインに影響するのか、パラクラインに
影響するのかを調べるために、BDNF と GDNF
のレセプターRET およびコレセプターである
TrkB, GFRα1 の発現を RT-PCR 法にて検討を
行っている。 
また、ARTN および NRTN の発現検討とともに
それらのコレセプターであるGFRα2, GFRα3

の発現を検討中である。 
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