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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨における副甲状腺ホルモン（PTH）の二つの作用について検索を行った。第一
点は、PTHの高頻度投与では多数の骨梁が誘導されるが、PTHの低頻度投与では骨梁数が増加しないものの、骨梁幅が増
加することを明らかにした。前者は活発な骨リモデリングに依存する一方、後者はミニモデリング（破骨細胞の骨吸収
に依存しない骨形成）と骨リモデリングの両方に依存することが推察された。第二点は、PTH投与後短時間において、
骨細胞はその周囲の骨基質を溶解（骨細胞性骨溶解）し、また、再石灰化する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have attempted to clarify the bipartite biological action of parathyroid 
hormone (PTH) on bone metabolism, -anabolic effects and osteocytic osteolysis. We have examined 
PTH-driven anabolic effects in mice at the regimens of high and low frequent administration. As a 
consequence, the high frequent PTH administration formed many trabeculae, whereas the low frequent 
administration induced thick trabeculae; the former seemed to be caused by accelerated bone remodeling, 
while the latter is resulted from both bone remodeling and mini-modeling (a manner of bone formation 
independent of osteoclastic bone resorption). Unlike the anabolic effect of PTH, enlarged osteocytic 
lacunae were observed after several hours of PTH administration - osteocytic osteolysis -, and then, 
calcium phosphates were deposited on walls of the once-enlarged lacunae.

研究分野：口腔組織学
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１． 研究開始当初の背景 
 
本研究は、「骨細胞ネットワークを介した PTH新
規作用」として、次の二つの可能性について検
索を進めた。第一点は、副甲状腺ホルモン
(PTH)の間歇投与は、骨リモデリングだけではな
くミニモデリング（破骨細胞の骨吸収に依存しな
い骨形成）を誘導することで、骨量増加を生じさ
せる可能性、第二点は、PTH 投与短時間にお
いて、骨細胞周囲の骨基質が溶解する可能性
（骨細胞性骨溶解）である。 
 第一点の背景としては、骨細胞ネットワークが
骨芽細胞を抑制するスクレロスチンを産生するこ
と、また、オステオプロテジェリンや RANKLを産
生することで、破骨細胞形成の調節を行う可能
性が報告されてきたことにある。また、我々は、
以前の研究で、PTH 間歇投与における骨リモデ
リングは、破骨細胞の存在が必要であること、つ
まり、破骨細胞とのカップリンが成立しない状況
では、骨リモデリングでは骨形成が誘導されない
ことを報告している。 
 第二点の背景としては、1960 年代に Belanger
が osteocytic osteolysis（骨細胞性骨溶解）を提
言してから、その可能性を指摘する報告が増え
ており、また、近年の観察機器の解像度が優れ
ていることから、最新の機器を用いて解析するこ
とで、骨細胞性骨溶解の有無を明らかにできる
ものと考えた。 
 
２． 研究の目的 

 
PTH は間歇投与（反復投与）による骨形成効果
を有する一方で、一次的に骨細胞周囲の骨小
腔を拡大させる可能性が論じられており、これら
の現象を in vivo で解き明かすことにより、PTH
の骨代謝に対する作用を明らかにすることを今
回の目標とした。当初の具体的な計画（研究期
間内に何をどこまで明らかするか）については、
１）PTH が骨細胞ネットワークを介してミニモデリ
ングを制御する現象（PTH の骨形成メカニズム）、
２）PTH が骨細胞周囲の骨基質を溶解・再石灰
化する現象（PTHの短期作用）を掲げた。 
その結果、当初予定した研究を期間内に遂
行でき、予想を上回る所見を得ることができた
（以下、研究成果を参照）。平成２８年５月の段
階で、1)については、Endocrinology に accept、
および、Odontologyに in pressであり、２）につい
ては、論文作成中である。 
 
３．研究の方法 
 
1) PTHが骨細胞ネットワークを介したミニモデリ
ングについて 
モデル動物としては、野生型マウスに human 

PTH(1-34)間歇投与を、２日に１回、１日に１回、
２ 回 、 ４ 回 と し 、 投 与 量 を 20g/kg/day, 
20g/kg/dose, 80g/kg/day, 80g/kg/dose の計
16群のモデルマウス（各群 6匹）を作製して行う
ともに、各種の組織化学、ならびに、microCT に
よる三次元構造解析および光顕・電顕レベルに

て解析した。また、ミニモデリング誘導の解析とし
ては、①破骨細胞性骨吸収を誘導せず（前骨芽
細胞の増殖・RANKL 発現抑制および骨細胞の
RANKL発現抑制）、②bone lining cellを活性型
骨芽細胞に誘導（骨細胞によるスクレロスチン発
現抑制）、③骨形成をミニモデリングの定義に沿
った arrest line の有無および連続なカルセイン
標識の観察を行った。 
 
2) PTHが骨細胞周囲の骨基質を溶解・再石灰
化する可能性について 
骨細胞周囲の骨溶解・石灰化現象について
は、野生型マウスと破骨細胞の存在しない
RANKL-/-マウスを用いた。これらマウスに
PTH(40g-120g/kg)を１回投与し、経時的に骨
細胞周囲基質の溶解について、von Kossa染色
や透過型電子顕微鏡にて解析する一方、腎臓
型 V-ATPase (d-subunit)などの免疫組織化学、
および、原子間力顕微鏡を用いた骨基質のナノ
インデンテーションを行った。さらに、骨細胞周
囲の再石灰化現象について、42Ca/44Ca を用い
た同位体顕微鏡による検索を行った。 
 
４．研究成果 
 
1) PTHが骨細胞ネットワークを介したミニモデリ
ングについて 
野生型マウスに human PTH(1-34)間歇投与を、
２日に１回、１日に１回、２回、４回、PTH の投与
量（１か月間投与）を 20g/kg/day, 20g/kg/dose, 
80g/kg/day, 80g/kg/dose のモデルマウスを作
製したところ、PTH 投与頻度の高い群（PTH を１
日に２回または４回）では、多数の骨梁が形成さ
れていたが、骨梁幅はコントロール群とあまり変
わらなかった。一方、PTH 投与頻度の低い群
（PTHを２日に１回、または、１日に１回）では、骨
梁数は高頻度群に比べて有意に高い値を示さ
なかったが、太い骨梁幅を示した。よって、PTH
投与頻度が異なると、形成される骨の形態も異
なることが強く示唆された。 
 骨細胞ネットワークが産生するスクレロスチンと
FGF23の局在を検討すると、PTH投与頻度が高
くなるほど、FGF23 陽性骨細胞が増加し、さらに、
骨芽細胞も FGF23陽性を示した（ただし、血中リ
ン濃度は変化せず）。ところが、骨芽細胞抑制を
示すスクレロスチン陽性骨細胞の数については、
低頻度投与群と高頻度投与群において有意差
を見出すことはできなかった。 
 一方、局所的に膨隆した新生骨（カルセイン標
識）および arrest line などで特徴づけられるミニ
モデリングは、PTH 低頻度投与群で観察された
が、PTH高頻度投与群では認められなかった。 
その組織像を比較すると、PTH高頻度投与群
では、厚い前骨芽細胞層が発達しており、その
中に多数の破骨細胞および破骨細胞前駆細胞
と思われる細胞が局在したが、PTH 低頻度投与
群では、前骨芽細胞層は発達せず、そのため、
破骨細胞の数は上昇しなかった。このように、前
骨芽細胞や破骨細胞の形成が亢進しない環境
でミニモデリングが誘導されていると推察され



た。 
我々は PTH を１回投与して、その後の様々な
因子の発現について解析した。その結果、骨細
胞から産生されるスクレロスチンは、一過性に発
現が低下したが、その後、徐々に発現が回復し
た。また、破骨細胞誘導因子である RANKL は
一次的に発現が上昇したが、すぐに低下した。
その一方、Runx2/osterix は一度上昇したあと、
ある程度、持続し緩やかに低下することが明らか
となった。よって、組織化学的に、PTH間歇投与
を１か月間行った段階では、スクレロスチン低下
は認められなかったものと推察された。 
 以上、PTH の高頻度投与では多数の骨梁が
誘導されること、しかし、PTH の低頻度投与では
多数の骨梁が形成されないが、骨梁幅が増加
することが強く示唆された。これらの原因として、
骨形成メカニズムが、前者は活発な骨リモデリン
グに依存する一方、後者はミニモデリングと骨リ
モデリングの両方に依存すると推察された（下
図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) PTHが骨細胞周囲の骨基質を溶解・再石灰
化する可能性について 
野 生 型 マ ウ ス と RANKL-/- マ ウ ス に

PTH(40g-120g/kg)を１回投与し、経時的に骨
細胞周囲基質の溶解について、von Kossa染色
や透過型電子顕微鏡にて解析したところ、野生
型マウスも RANKL-/-マウスも、PTH 投与後には
経時的に骨小腔が徐々に拡大していた。また、
von Kossa 染色で観察すると、有機性の骨基質
（骨ミネラルが流出した骨基質）が露出してゆく
様を観察することができた。さらに、V-ATPase の
d2-subunit の免疫染色をすると、PTH 投与群で
は、いくつかの骨細胞に d2-subunit 陽性反応を
見出すことができた。よって、PTH 投与後に、骨
細胞が酸分泌を介して、周囲の骨ミネラルを脱
灰している可能性が示唆された。さらに
RANKL-/-マウスにおいて、このような現象が観
察されたことは、PTH 投与後に骨小腔が拡大す
る機序として、破骨細胞が分泌する基質分解酵
素や酸による可能性を排除できるものと推察さ
れた。 
 ところが、PTH 投与後に骨小腔の拡大を示し
た骨細胞は、骨幹端の一次骨梁などではなく、
骨細胞ネットワークが規則的に張り巡らされてい
る成熟骨である皮質骨に存在すること、また、す
べての骨細胞が同様に PTH に反応して骨小腔

を拡大させるのではなく、グループを形成してい
るいくつかの骨細胞ネットワークであることも明ら
かになった（右図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、顕微学的に可視化できない変化が骨
細胞周囲にあると推察し、骨小腔周囲の骨基質
において、原子間力顕微鏡を用いたナノインデ
ンテーションを行った。その結果、PTH投与後の
骨小腔周囲の骨基質における弾性率が低下し
ていることが明らかとなった。このことは、組織学
的に骨小腔周囲の骨基質ミネラルが流出してい
なくとも、基質の僅かな変化がその物性に影響
を与えることが推測された。 
さらに、骨細胞周囲の再石灰化現象を明らか
にするために、PTH 投与後のマウスに 42Ca また
は 44Caを給餌し、これら安定同位体の骨小腔周
囲の分布を同位体顕微鏡で検索した。その結
果、PTH 直後に骨基質ミネラルが流出したと思
われるか所に、新たに 42Caまたは 44Caが蓄積し
ている像を観察することができた。 
以上より、骨細胞は、PTH 投与後の短期間に、
その周囲の骨基質を溶解、また、再石灰化する
能力を有していると推察された。 
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