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研究成果の概要（和文）：Tric-b欠損マウスにおいて成熟骨芽細胞でのカルシウムハンドリング異常を発端として、コ
ラーゲンの小胞体内蓄積、骨基質におけるコラーゲン含量低下を経て、主要骨格の骨密度低下及びミネラル化障害に至
ったと考察される。一方で破骨細胞に異常は観察されなかったことから骨形成不全における破骨細胞の関与はないと推
察される。
以上より、Tric-b欠損マウスが新しいOIモデル動物として確立され、Tric-b欠損マウスは将来的にOIの病態生理学的な
研究に対して類のない実験系を提供し、OI関連症状に対する有効な治療法の探索および骨関連疾患に対する治療薬の開
発に役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Deletion and point mutations in TRIC-B occur in autosomal recessive osteogenesis 
imperfecta pedigrees. Tric-b-knockout mice develop neonatal respiratory failure and exhibit poor bone 
ossification. We found that bones from the knockout mice contained bone-related cells preserving regular 
histological features, but collagen matrix deposition was reduced. Osteoblasts, the bone-depositing 
cells, from Tric-b-knockout mice exhibited reduced Ca2+ release from the ER and increased store Ca2+ 
contents, which was associated with ER swelling. These cells also had impaired collagen production 
without a decrease in collagen-encoding transcripts, consistent with a defect in trafficking of collagen 
through the ER. In contrast, osteoclasts, the bone-degrading cells, from Tric-b-knockout mice were 
comparable to those from wild-type mice. Thus, TRIC-B function is essential to support the large amount 
of collagen that active osteoblasts produce to enable bone mineralization.

研究分野： 薬理学、生理学
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

TRIC（trimeric intracellular cation）チャネルは

小胞体 Ca2+放出チャネルであるリアノジン受容

体や IP3 受容体からの Ca2+放出に連動して機能

するカウンターイオンチャネルの 1 つである。

TRIC-A および B の 2 種類のサブタイプが存在

し、小胞体膜上で 3 つの膜貫通構造を有し 3 量

体を形成する。Tric 両サブタイプ欠損マウスは

胎生 10 日程で心筋細胞小胞体の Ca2+過負荷

により心不全様症状を呈して死に至る。Tric-a 欠

損マウスは正常に成育・繁殖するが、若年性高

血圧および骨格筋異常収縮が観察された。一

方で、Tric-b 欠損マウスは II 型肺胞上皮細胞に

おける Ca2+シグナリング異常の結果、肺胞形成

不全により呼吸困難で出生直後に死に至る。 

小児慢性特定疾患に指定されている骨形成

不全症は、易骨折性・進行性の骨変形などの骨

脆弱性を示す病変に加え、結合組織の異常を

示す先天性疾患であり、単なる骨量減少から周

産期死まで幅広い重症度を示す。一般的に、骨

形成不全症は結合組織の主要成分である I 型コ

ラーゲンの量的あるいは質的異常により生じる

が、近年の研究によりヒトの LEPRE1、PPIB、

SERPINH1、FKBP10 および IFITM5 などが骨形

成不全症の原因遺伝子として同定された。また

最近、2 つのグループから立て続けにヒト骨形成

不 全 症 の 原 因 遺 伝 子 と し て TMEM38B

（ TRIC-B ） が 新 規 に 報 告さ れ た 。 こ れ は ヒ ト

TRIC-B 遺伝子のエキソン 4 が欠失することでフ

レームシフトが生じ早期に終止コドンが出現する

変異であり、本来 3 つの膜貫通領域を有するヒト

TRIC-B タンパク質が変異により膜貫通構造の

異常をきたし、チャネル機能の低下を引き起こ

すことが予想される。 

 

２．研究の目的 

ヒト TRIC-B が骨形成不全症の新規原因遺伝

子として同定されたことから、本研究では新生致

死を示す Tric-b 欠損マウスが骨形成不全症の

表現型となることを示し、さらには骨形成不全症

の発症機序の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

解剖学的解析 

本研究は京都大学動物実験委員会の承認を

得た上で、動物実験規制に従って遂行した。全

身骨格標本作成のため、マウスを 70%エタノー

ルにより固定し、内臓を取り出した。皮膚と脂肪

を除去後、標本をアルシアンブルー及びアリザリ

ンレッド染色した。組織学的分析のため、マウス

大腿骨を 10%ホルマリンにて固定し、パラフィン

包埋後、組織切片を作製した。石灰化部位は 

calcium kit にて可視化した。ALP, TRAP 及び

Safranin-O 染色は染色キットを用い、細胞外基

質（ECM）コラーゲンは picrosirius red stain kit に

て染色した。顕微鏡写真は Image J にて定量分

析した。 

Micro-CT 解析 

マウス大腿骨を 70%エタノールにて固定し、

Kureha Special Laboratory において micro-CT ス

キャニング解析を行った。三次元の構造写真は

局所の骨密度に基づき、TRI/3D-BON software

にて再構成した。その後、骨幹中心部位の横断

面写真を作成した。 

基質小胞 

四肢骨の石灰化部位を採取し、破砕後、コラ

ゲナーゼ消化した。組織懸濁液をナイロンフィル

ターに通過させ、遠心にて組織細片を除去した。

上清部分を超遠心し、基質小胞を得た。基質小

胞は 50 μg/ml アスコルビン酸及び 2 mM β‐グリ

セロフォスフェート含有培地に懸濁させ、5 日間

インキュベートした。形成した無定形沈殿は 2%

パラホルムアルデヒド、2.5%グルタルアルデヒド

及び 0.1 M カコジル酸ナトリウム（pH 7.4）溶液で

固定後、脱水した。固定検体を、field emission 

scanning EM を備えた energy dispersive X-ray 

spectrometer にて分析した。Ca と P の原子百分

率は commercial software（AUTO-ZAF プログラ

ム）にて計算した。 

RT-PCR 解析 

総 RNA は Isogen を用いて組織から抽出し、

cDNA の合成に使用した。合成 cDNA を用いて

定量的 RT-PCR 解析を行った。Cycle threshold 

(Ct) 値は増幅曲線から求め、それぞれの反応

の相対的 mRNA 含量の指標とした。 

骨芽細胞の培養 

骨 芽 細 胞 は 新 生 児 マ ウ ス 頭 蓋 骨 か ら

collagenase及び dispaseを含む消化液で単離し、

10% FCS 含有増殖培地にて増殖させた。セミコ

ンフルエント状態で、骨芽細胞を再播種し、100 

ng/ml BMP-2 及び 10% FCS 含有分化培地にて

5-10 日間刺激した。培養皿中の石灰化はアリザ

リンレッド S 染色にて可視化した。結合した色素

を 10%酢酸にて溶出させ、吸光度測定により定

量分析した。ECM コラーゲン検出のため、ホモ

ジナイズした培養細胞をⅠ型コラーゲン抗体及



び HRP 結合二次抗体と反応させた。免疫反応

は diaminobenzidine substrate にて可視化し、

tetramethyl benzidine substrate にて定量した。細

胞内コラーゲン組成解析のため、培養骨芽細胞

を deoxycholate 含有緩衝液中でホモジナイズし、

ECM 及び細片を遠心によって除去した。得られ

た上清は細胞内分画に相当し、これをもちいて

免疫ブロット法により解析した。 

Ca2+イメージング 

Glass bottom dish 上に培養した骨芽細胞に

Fura-2AM を負荷しインキュベート後、レシオメト

リック解析を行った。使用した灌流液は以下の

通りである。（in mM）：150 NaCl, 4 KCl, 1 MgCl2, 

2 CaCl2, 5.6 glucose, and 5 HEPES（pH 7.4）。 

 

４．研究成果 

Tric-b 欠損マウスにおける OI 様表現型 

Tric-b 欠損マウスは呼吸不全により新生致死

となることから、本研究では Tric-b 遺伝子の骨形

成に対する影響を胎児 18 日（E18）及び出生直

後（P0）のマウスを用いて解析した。全身骨格標

本において、Tric-b 欠損マウスの体の大きさは

野生型マウスに比べて若干小さかったが、全身

骨格の巨視的特徴は正常であった（Fig. 1A）。 

アリザリンレッド染色にてカルシウム沈着物を検

出した結果、野生型マウスでは全ての骨表面を

均一に呈色したが、Tric-b 欠損マウスの頭蓋骨、

肋骨及び大腿骨等の主要骨格において、石灰

化障害が観察された。従って、Tric-b 欠損マウス

は先天的な全身性骨形成障害を示し、OI モデ

ル動物として有用であると考えられた。 

カルシウム沈着が可視化可能な von Kossa 染

色にて、Tric-b 欠損マウス由来大腿骨の皮質骨

及び海面骨とも不十分な石灰化を示した（Fig. 

1B）。また、Tric-b 欠損マウスにおいて頭蓋骨皮

質骨組織層部分の薄層化が観察された（Fig. 

1C）。胎生期骨の成長は循環血中ミネラルに依

存するが、E18 の Tric-b 欠損マウス血清中 Ca2+

及びリン酸レベルは正常範囲内であった（図示

せず）ことから、OI 様表現型は循環血中ミネラル

低下が原因ではないと考えられた。 

正常な骨化メカニズムは 2 種類に分類される。

頭蓋骨に代表される膜内骨化は結合組織中で

未分化間葉細胞が骨芽細胞に分化し、骨を直

接形成する。一方、大腿骨に代表される軟骨内

骨化は軟骨が骨組織に置換されることで骨が形

成される。Tric-b 欠損マウスでは、両種の骨が骨

化不良を示しており、軟骨細胞より骨芽細胞或

いは破骨細胞の機能変化が OI 様表現型を引き

起こす主な要因であると考えられた。 

Tric-b 欠損骨基質中のコラーゲン低下 

骨芽細胞は骨形成時にECM主要成分である

コラーゲンを活発に産生する。大腿骨における

コラーゲン線維をピクロシリウスレッド染色した結

果、Tric-b欠損骨の ECM構築が不十分であるこ

とが示された（Fig. 1D）。von Kossa 染色と同様

に、Tric-b 欠損骨におけるコラーゲン線維は骨

膜直下に少量存在し、中心部位は全く染色され

なかったことから、コラーゲン含量低下が Tric-b

欠損骨の骨形成障害に起因する可能性が示唆

された。以上より、Tric-b 欠損骨芽細胞における

コラーゲン合成減少あるいは、破骨細胞による

ECM 吸収亢進のいずれかあるいは両方が

Tric-b 欠損マウスにおける骨形成不全の原因と

予想された。骨形成の間、細胞外オルガネラで

ある基質小胞は骨芽細胞から出芽し、Ca2+及び

リン酸を取り込み、ヒドロキシアパタイトを形成し

た後、ECM 上に沈着する。単離された基質小胞

がヒドロキシアパタイト形成能を有することから、

Tric-b 欠損基質小胞におけるヒドロキシアパタイ

ト形成能について検討した。その結果、基質小

胞の形状に大きな異常は観察されなかった。さ

らに基質小胞自体の回収率、タンパク質組成及

び石灰化における有意な差は観察されなかった

（図示せず）。従って、基質小胞の産生不足・機

能障害が OI 様表現型の原因ではないことが考

えられた。 

図 1 Tric-b 欠損新生児における骨石灰化障害 

 



Tric-b 欠損骨芽細胞における小胞体膨潤化 

骨芽細胞前駆細胞及び未成熟骨芽細胞は

骨膜に存在し、骨膜直下から骨幹への移入を経

て成熟骨芽細胞となる。成熟したアルカリフォス

ファターゼ陽性骨芽細胞は ECM 産生活性を有

し、細胞内にはコラーゲン線維を含む高電子密

度の層状粗面小胞体（rER）が存在する。骨成

熟化過程において、骨芽細胞は大量の ECM 及

び基質小胞を産生し、基質に囲まれ骨細胞とな

ることが知られている。電子顕微鏡解析により、

顕著に膨潤化した rER を有する異常骨芽細胞

が Tric-b欠損大腿骨にて頻繁に検出された（Fig. 

2A 上段）。Tric-b 欠損マウスにおける、膨潤化し

た層状 rER を有する骨芽細胞の割合は 57.9 ± 

3.4%（4 mice）であった（Fig.2B）。一方で、このよ

うな膨潤化した rER は骨膜付近に存在している

未成熟骨芽細胞及び石灰化した基質によって

囲まれた骨細胞では検出されなかった（図示せ

ず）。膨潤化した rER を含有した活発な骨芽細

胞は野生型マウスにおいても存在したが、Tric-b

欠損骨芽細胞に比べて、rER 膨潤化の程度は

相対的に軽度であり、出現頻度もはるかに低か

った（Fig.2B, 4.5 ± 2.1%、4 mice）。従って、大

量の ECM コラーゲン産生の際、Tric-b 欠損骨芽

細胞では著しく膨潤化した rER が頻繁に出現す

ることが明らかとなった。活発な骨芽細胞におい

て、ゴルジ体とコラーゲン線維を含有する分泌

小胞は rER 近傍に存在する。Tric-b 欠損骨芽細

胞において、ゴルジ体及び分泌小胞の微細構

造形態は正常であったが、分泌小胞の出現頻

度及び電子密度が低下していた（Fig. 2A 中段）。

これらの観察結果から、Tric-b 欠損細胞の分泌

小胞内コラーゲン含有量の著しい低下が考えら

れる。野生型マウス骨では、ECM に大量のコラ

ーゲン線維基質と基質小胞が存在している。そ

れに対して、Tric-b 欠損骨芽細胞周囲では

ECM 線維がほとんど観察されず、分泌小胞内

のコラーゲン減少の観察結果と一致していた

（Fig. 2A 下段）。膨潤化 rER、正常なゴルジ体及

び分泌小胞の減少を熟慮すると、Tric-b 欠損骨

芽細胞においてコラーゲン選別と輸送過程に関

与する、コートタンパク質複合体Ⅱ（COPⅡ）小

胞によって制御されるコラーゲンの rER からゴル

ジ体への輸送が主に障害されていることが推察

される。一方で、Tric-b 欠損骨における破骨細

胞の微細構造異常は観察されなかった（図示せ

ず）。 

 

図 2 Tric-b 欠損骨芽細胞での微細構造異常 

 

Tric-b 欠損培養骨芽細胞におけるコラーゲン産

生障害 

培養骨芽細胞調製のため、新生児マウス頭

蓋骨から骨芽細胞前駆細胞を単離し、in vitro

培養した。その後、骨形成タンパク質（BMP-2）

の刺激により骨芽細胞への分化成熟を誘導した。

Tric-b 欠損及び野生型骨芽細胞前駆細胞は正

常な増殖速度を示した。BMP-2 で誘導された野

生型成熟培養骨芽細胞では、高密度なミネラル

沈着及びコラーゲン細胞外基質の正常形成が

観察された。しかし、Tric-b 欠損培養骨芽細胞

では、石灰化が不十分であり、ECM 中のコラー

ゲンが減少していた（Figs. 3A-B）。Tric-b 欠損

及び野生型骨芽細胞において、コラーゲン

mRNA 発現レベルは違いがないにも関わらず、

細胞内コラーゲン成分を解析した結果、Tric-b

欠損骨芽細胞内コラーゲン含量の有意な上昇

が検出された（Fig. 3C）。 

免疫細胞染色結果より、培養骨芽細胞内のコ

ラーゲン陽性シグナルは一般的に細胞質中で

は網目構造を形成し、rER 内に存在していると

考えられる（Fig. 3D 左）。高密度コラーゲン蓄積

はわずかな野生型骨芽細胞においてのみ観察

された（Fig 3D 真ん中）。しかし、Tric-b 欠損培養

骨芽細胞では、このようなコラーゲンの高密度蓄

積が高頻度に出現しており（棒グラフ左）、その

大きさも野生型培養骨芽細胞に比べて上昇して

いた（Fig. 3D 右及び棒グラフ右）。細胞内小器

官マーカーとの二重染色により、Tric-b 欠損培

養骨芽細胞では、コラーゲン陽性シグナルが

ER マーカーであるカルボキシル末端 KDEL とよ

く重なったが、ゴルジ体マーカーGM130 とは重

ならなかった（Fig. 3E）。この細胞化学的な異常

は Tric-b 欠損大腿骨で観察された成熟骨芽細

胞の異常な微細構造の観察結果と一致してい

た。コラーゲン陽性シグナルの蓄積は in vivo の

膨潤化 rER の観察結果に相当する可能性が考



えられる。以上よりコラーゲン含有の rER の著し

い膨大は Tric-b 欠損骨芽細胞の ECM 産生障

害に寄与することが示唆された。 

図 3 Tric-b 欠損骨芽細胞における生化学及び

細胞化学的異常 

 

Tric-b 欠損培養骨芽細胞における Ca2+ハンドリ

ング異常 

TRIC-B 欠失は細胞内カルシウムハンドリング

の異常をもたらすことが過去に報告されている。

そこで Ca2+ハンドリングに対する影響を調べるた

め、Tric-b 欠損培養骨芽細胞を用いて Fura-2 に

よる Ca2+イメージング解析を行った。骨芽細胞に

おいて、エンドセリン受容体 ET-A 及びプリン作

動性 P2Y 受容体など G タンパク質共役型受容

体活性化に応答して、ホスファチジルイノシトー

ル（PI）の代謝が刺激され、IP3 誘導性 Ca2+放出

が発生することがすでに知られている。通常濃

度の Ca2+及び Ca2+フリー灌流液中で、Tric-b 欠

損骨芽細胞の静止状態 Ca2+レベルは正常範囲

に維持されるが、エンドセリン-１及びATPで誘発

される一過性の Ca2+放出は有意に低下していた

（Figs. 4A 及び B）。障害された Ca2+トランジェン

ト反応は PI 代謝の障害によるものではないこと

は関連する遺伝子の発現量解析により示唆され

た。さらに、Tric-b 欠損細胞において小胞体

Ca2+ポンプ阻害薬タプシガルギン及び Ca2+イオ

ノフォアであるイオノマイシンによって惹起される

Ca2+応答の亢進が観察された。一方、両遺伝子

型のストア作動性 Ca2+流入（SOCE）反応は同程

度であった（図示せず）。従って、骨芽細胞にお

いて Tric-b の欠損は IP3 誘発性 Ca2+放出を阻害

することによって、Ca2+ストアに過剰な負荷をか

けると考えられる。これと同様に、障害された

Ca2+放出とストアの過剰負荷は Tric-b 欠損マウ

スの肺胞上皮細胞においても観察された。これ

らの細胞に共通して見られる異常は非興奮性細

胞における TRIC-B チャネルの主たる生理機能

を示唆している。一方、培養骨芽細胞において、

RyRs の mRNA 発現レベルは非常に低く、50 

mM カフェインでは Ca2+反応を誘発できなかっ

たことから、骨芽細胞はリアノジン・カフェイン感

受性ストアを持っていないことが示唆された。一

方で、破骨細胞では骨吸収活性や分化状態、

Ca2+ハンドリング異常は観察されなかった。 

図 4 Tric-b 欠損骨芽細胞における Ca2+ハンドリ

ング異常 

 

結論として、Tric-b 欠損マウスにおいて成熟

骨芽細胞での Ca2+ハンドリング異常を発端とし

て、コラーゲンの小胞体内蓄積、骨基質におけ

るコラーゲン含量低下を経て、主要骨格の骨密

度低下及びミネラル化障害に至ったと考察され

る。一方で破骨細胞に異常は観察されなかった

ことから骨形成不全における破骨細胞の関与は

ないと推察される。 

以上より、Tric-b 欠損マウスが新しい OI モデ

ル動物として確立され、Tric-b 欠損マウスは将来

的に OI の病態生理学的な研究に対して類のな

い実験系を提供し、OI 関連症状に対する有効

な治療法の探索および骨関連疾患に対する治

療薬の開発に役立つことが期待される。 
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