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I.本研究課題に関連する研究状況と重要性について

主に骨や歯などの硬組織にリン酸カルシウムの形で貯蔵されるカルシウムは、カルシウム調節ホル

モンの制御下で骨と腎臓を中心に血中カルシウムの調節が行われる。血清中のカルシウムは、単に骨

の構築材として存在するのではなく生体機能のもっとも基本的な必須ミネラルであり、生物学的重要

性は極めて高い。そのため、骨代謝やカルシウム代謝に関与するホルモンや局所因子の内分泌学や発

生学などの広い分野において中心的な研究解題となっている。カルシウム調節因子としては、副甲状

腺ホルモン(PTH)、カルシトニン、活性型ピタミンD、エストロゲンなどが体液性因子として知られ

ており、その標的細胞は主に骨と腎臓に存在する。カルシウム調節機構解明のためには、それら細胞

の分化増殖およびその調節悶子を明らかにする必要がある。本研究課題であるカルシウム調節因子と

骨の発生や加齢に伴う骨代謝調節の変化に関する研究は、臨床的にも重要性が極めて高いと考えられ

る。特に副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHRP)、PTH!円 HRPレセプタヘビタミンDレセプターな

どの遺伝子を欠損したマウス、あるいはそれらカルシウム調節因子を過剰産生するマウスなどの開発

が盛んに行われており、すでに中間報告でも記載したとおり、我々の研究室でも様々な遺伝子欠損マ

ウスを用いた解析が行われている。平成9年度から10年度にかけて行ったカルシウム調節因子と骨の

発生と加齢に関する研究は、日本骨代謝学会、アメリカ骨代謝学会を含めた多くの学会や、また国際

雑誌において評価を受けている。このような研究成果は単に基礎研究分野にとどまらず、臨床医学的

にも必要な研究であり、さらには健康増進や疾患に対する抵抗性の維持にもつながるものと考えられ

る。

II.本研究の呂的および方向性

生体内のカルシウムは経口摂取された後、リン酸カルシウムの形で骨などに貯蔵されることから、

骨は生体内のカルシウム恒常性を担う最も重要な器官であると考えられる。特に、骨に貯蔵されるカ

ルシウムには単に物理学的骨基質として蓄えられるのではなく、骨の細胞によって生物学的に調節さ

れ、その際に多くのいわゆるカルシウム調節ホルモンによって骨の細胞は活性化される。

本研究は、骨の発生において骨芽細胞の最終分化を担う因子の多くがカルシウム調節因子であるこ

と、さらにこれらカルシウム調節因子が骨の加齢現象においても重要な関わりを持つことを背景にし

ており、主要なカルシウム調節因子が細胞分化と機能に及ぼす作用を骨の発生と加齢において形態学
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的、分子細胞生物学的に検索することを目的にしている。我々は、申請時およぴ中間報告時に掲げた

研究項目を遂行してきており、そのほとんどが研究成果として学会発表・論文として報告されている

(研究業績の項を参照)。さらに、申請時に掲げた研究計画から、現在まですでに2年聞か程過してい

るため、その聞の骨の発生・石灰化や加齢現象に関する研究テーマが新しく追加されている(各研究

計画の成果および進行状況の項を参照)。申請時から現在に至るまでに行われた一連の研究は、表題

に掲げた研究テーマに沿ったものとして、骨の先天奇形や骨組織の加齢・老化現象を解明するととも

に、カルシウム摂取をはじめとする骨粗怒症の予防・制御に関する基礎的研究も確立しており、高齢

化社会に対応するものである。

一般的に骨の発生において、軟骨細胞と骨芽細胞の増殖分化には各種細胞成長因子の他に、骨代謝

およびカルシウム代謝に重要な因子としてアルカリホスファターゼ(ALPase)、線維芽細胞増殖因子

(FGF)、冨IJ甲状腺ホルモン(円H)、副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHRP)、BoneMorphogenetic Pro-

胞in(BMlP)などの関与が知られている。そこで骨の発生過程における細胞機能調節機構を組織・細胞

化学的局在や遺伝子発現の局在検索のみならず、 genetargetmg法で作製された各種遺伝子欠損マウス

によるinvivoの検索も行った。その結果、軟骨細胞や骨芽細胞はその分化発生の過程ですでに細胞外

カルシウム調節機能を獲得することが明らかにされた。すなわち、骨芽細胞はALPase活性を示し骨基

質を石灰化する一方、昨日や町HRPのようなカルシウム調節因子に反応する細胞として分化し、カル

シウム恒常性維持のために骨組織からカルシウムの流出および流入を調節する可能性が示唆された。

さらに、生体内における石灰化はリン酸カルシウム結晶であるヒドロキシアパタイトとして骨や歯の

基質に貯蔵されるが、その機構には血中のリンや1)ン酸のトランスポーターか室要な役割を果たすこ

とが知られている。そこで、その機構を明らかにする方法として、リン酸・ナトリウムトランスポー

ター遺伝子欠損マウスの骨の解析が考えられる。このようなカルシウム調節因子は骨の発生、形態形

成にも深く関与しており、それを裏付ける研究結果として軟骨無形性症の原因の一つがFGFレセプ

ターtype3(FG回 3)遺伝子のp町田tmutationによること、 PTH/PTHRPレセプターの遺伝子異常がJansen型

骨幹端骨異形成症を誘因することなどが報告されている。さらに低アルカリホスファターゼ症は骨格

の低成長を誘発し、これら因子の欠損は重篤な骨格異常を示すことが知られている。この点に関して

は、低アルカリホスファターゼ症の起因であるALPaseのpointmutationの部位が同定されており、遺伝

子組み替えにより変異型ALPasecDNAを作製1しCHOcellなどにtransfectionする事で、低アルカリホス

ファターゼ症を細胞レベルからアプローチすることも可能である。

以上から、骨の細胞の分化発生におけるカルシウム調整因子の細胞生物学的な作用を検索する事は、

基本的な細胞機能を解明する上でも重要であることがわかる。また、腎臓および副甲状腺と協調して

カルシウム調節の場として機能する骨は、加齢に伴い骨粗霊長症に代表される代謝骨疾患をはじめ、局

所性因子による骨代議f回転の低下など、骨の細胞や骨基質に機能的・構造的変化を生じる。そこで、

申請時にはこれらカルシウム調節因子が加齢現象に呼応してどのような動向を示すかについて検索す

る計画を立案した。具体的にはperipheralquantitive computer tomograph (pQCT)や数ミクロンの分解能を
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示すmicroCTなどの骨形態の無観血的測定方法を応用して、人並びに実験動物における骨の加齢変化

を微細形態のパラメーターも含めて測定し、経時的な骨の加齢現象を報告した(業績・シンポジウム

参照)。これら老齢化に関するカルシウム調節因子として、特に閉経後の骨粗緊症はエストロゲン産

生の減少が主因とされている。そこで我々は卵巣摘出ラット (OVXラット)などの実験動物を用いて、

骨組織の加齢現象を解明するために、上述のpQCT、microCTなどにより骨形態を定量的に解析すると

ともに、共焦点レーザー走査型顕微鏡ならびに走査型電子顕微鏡による微細形態観察も導入し、コン

ピューターによる組織細胞レベルでの定量的解析を行っている。

以上、本研究はカルシウム調節因子が骨の発生や形態形成に及ぼす基本的メカニズムを明らかにし、

それが生理的な加齢・老化という生体内寿命プログラムに呼応してどのように変化するか、骨の組織

形態計i則的研究やinsitu hybridi四tlOn法など分子生物学的手法も加えて組織レベルから分子細胞レベル

まで一貫した形態学的・分子生物学的検索を行うことを目的としている。

ill.各研究計画の成果および進行状況

研究計画の成果及び進行状況に関しては、申請時の研究計画および中間報告に対応させて、現時点

の研究成果を以下に記載した。また、骨の発生における骨芽細胞や軟骨細胞の分化調節である線維芽

細胞増殖因子に関する研究、カルシウム感受性レセプターの骨の細胞における研究、さらにカルシウ

ムを調節する副甲状腺ホルモンやカルシトニンやその受容体に関する研究、加齢現象に伴う骨粗怒症

様病変の骨密度および石灰化に関する研究、さらにはエストロゲンをはじめとする骨代謝調節因子が

加齢現象と呼応して骨密度に与える影響に関する研究を行っている。さらに、前述したとおり、これ

らカルシウム調節因子に関する追加的研究が、平成10年度中に新たに企画・進行し、一部は研究の終

了と論文投稿がなされている。これらの研究成果は、免疫電顕、 pQCT、microCT、共焦点レーザ}顕

微鏡などによる骨形態計測的研究に加え、 insitu hybridization， RT-PCR， Nortbern analysisなど分子生物

学的なアプローチによっても達成されている。以下に具体的に行われた研究内容等を記載する。

A:カルシウム調節因子が骨の発生および細胞の機能分化に果たす役割

[実験計画 11軟骨細胞と骨芽細胞の初期分化におけるFGFレセプターの遺伝子発現の細胞学的検索

(終了、論文投稿中)

線維芽細胞増殖因子(FGF)にはacidicおよびbasicFGFなどのリガンドがあるばかりでなく、レセプ

ターとしてのFGFRl(=Rg)、FGFR2(=Bek)、FGFR3、問問4が存在し、これらの遺伝子発現を骨芽

細胞の分化段階に応じて検索する。またラット頭頂骨から骨原性細胞や骨芽細胞を掃出しRT-PCRに

てその発現量を検索するとともに、胎仔の軟骨および骨組織におけるこれらFGF受容体の遺伝子発現

パターンとタンパク局在をそれぞれin臼tuhybridizationと免疫組織化学にて検索した(1997年 日本骨

代謝学会発表、プレナリーポスター)。本研究成果は、現在のところ論文投稿中である。
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[実験計画2]ラット骨髄内にbFGF投与で誘導される骨組織の解析(終了、論文投稿中)

bFGFをラット骨髄内に局所投与することで形成された骨の性状を骨基質タンパクやALPaseを中心

に検索した。その結果、 bFGF投与後すでに 1日目でALPase陽性細胞の形成が認められるとともに、

骨基質タンパクの中でもオステオポンチンの産生がいち早く観察された。このことは、骨髄内間質系

細胞が骨芽細胞系細胞に分化する過程で、 ALPaseのみならず、オステオポンチンも早期のマーカーと

なりうることが示唆された。本研究はMic拍.Res. Tech.に掲載された。

[実験計画31副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHRP)および線維芽細胞増殖因子レセプターIII

(FGFR3)遺伝子二重欠損マウスにおける軟骨・骨の異常解析(現在進行中、アメリカ

骨代謝学会発表)

軟骨・骨の分化発生にPTHRPおよびFGFR3が重要な役割を果たしていることが明らかにされている。

我々はカナダ、 Montreal，McGill U凶versltyとアメリカのWashingtonUniversityとの共同研究としてFGFR

3(ー/-)/1明 IRP(-/“)マウスの軟骨・骨形成異常について解析中である。 FGFR3(ー/ー)々 THRP(-/ー)マ

ウスの軟骨異常はPTHRP(-/ー)マウスにきわめて類似していることから、軟骨分化においてFGFR3よ

りもPI百RPが上流で機能する可能性が強く示唆されている。現在、観察された異常について詳細に検

索を進めている。

[実験計画41骨の細胞のカルシウム受容体の遺伝子発現に関する研究(終了、論文受理)

副甲状腺や腎臓などの臓器に発現されている血中カルシウム感受性レセプター (CalにiumS四位ngRe-

cep佃r，Sci叩 ce，1995)は、血中カルシウム濃度を調節する器官である骨組織にも存在することが考え

られる。そこでカルシウム感受性レセプターを発現する骨芽細胞系細胞の分化段階の同定を行うとと

もに、明海大学の久米川らのグループとの共同研究として骨基質吸収系細胞である破骨細胞に細胞外

カルシウム濃度を感受する機能が備わっているか、 RT-PCR、Northern解析、免疫組織化学などにより

検索したところ、破骨細胞にカルシウム受容体が帯在することを、遺伝子発現および免疫組織化学的

に明らかにした(1997年、日本骨代謝学会発表)。本研究成果はBBRCfこ掲載された。

[実験計画 5J低アルカリホスファターゼ血症の起因である変異型ALP酷eの細胞内プロセッシングと

その局在について(終了、論文受理)

低アルカリホスファターゼ症は、重篤例においては骨格異常を呈する疾患であり、先天致死に至る

場合も多くある。臨床的に低アルカリホスファターゼ症を示じた患者から得られた細胞のALPaseの

P回目 mutatIonが明らかにされでいる。そこで、変異MALP国cを遺伝子組み替えにて作製し、 CHOcell 

や∞Scellにtransfectionする事で、野性型および変異型ALPaseの活性、 translationを受けた後の粗面小

胞体などによる品質管理機構を細胞生物学的に解析した。その結果、酵素活性を全く持たない変異型

ALPaseは粗面小胞体の品質管理機構によって細胞膜には輸送されないこと、さらに粗面小胞体・ゴル
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ジ系を経由する過程でマイクロゾームに取り込まれ分解される可能性が明らかにされた。本研究成果

はBBRCに掲載された。

[実験計画6]組織非特異的アルカリホスファターゼ遺伝子欠損マウスの骨芽細胞、軟骨細胞の機能

異常に関する検索(現在進行中)

アルカリホスファターゼは生物学的石灰化に重要な役割を果たす細胞膜酵素であり、 1996年に組織

非特異アルカリホスファターゼ(Tissuenon-sp田ificALP田e: TNALPase)遺伝子欠損マウスが開発され、

それらは長管骨の成長遅延と歯のエナメル形成不全を示すことが報告されている。そこで我々は骨芽

細胞と軟骨細胞におけるアルカリホスフアターゼの役割を解析する目的で、 TNAPase遺伝子欠損マウ

スにおける骨芽細胞や軟骨細胞の分化度ならびにその石灰化能と骨基質の骨密度を解析している最中

である。将来的に、アルカリホスファターゼと石灰化の検索の延長として、後述する血中カルシウム

に対する感受性レセプター (CalciumSensing Receptor)や副甲状腺ホルモン(PTH)、副甲状腺ホルモン

関連ペプチド(PTHRP)などのカルシウム骨代謝調節因子やそのレセプターの遺伝子発現について検索

を行う予定である。

{実験計画71培養骨芽細胞の分化過程におけるリン、カルシウムと細胞外基質の産生について(終

了、論文受理)

骨化していない胎生期ラットの頭蓋、または新生仔ラットの頭蓋骨から骨原性細胞を単離培養し、

7、14、21日後に分化しつつある骨芽細胞を微細構造学的に同定するとともに、抗Bone-Sialoprote泊、

抗オステオポンチン、抗オステオカルシン抗体を用いて免疫電顕学的に観察した。さらに、 X-raymi 

cro加 alysisによってカルシウムおよびリンの局在を培養細胞と形成された骨様基質における局在で明

らかにじた。以上の結果、オステオポンチン、 Bone-Sialopro開inは石灰化部位ゃいわゆるラミナリミタ

ンスに d致して局在し、石灰化基質との関連性が強く示唆された。本研究はAnato叩icalRecordに掲載

された。

B : 1J日齢に伴うカルシウム調節因子と骨代謝について

【実験計画11pQCTとmicroCTを用いた新しい骨量計測法と骨組織形態計調iJi去の応用(終了、論文受

理)

近年開発されたpQCTとmicroCTを用いて正常なヒトの骨量ì~iJ定を行い、加齢に伴う骨量の変化を

明らかにすることが、本研究の目的である。しかしながら、ヒトの加齢変化を経時的に追うことは、

長期の研究期間を必要とするとともに従来報告されてきた内容から前進していない。そこで我々は、

国内メーカーとの共同研究でOst回 pro匝gerin(別名、 OCIF: osteocJast inhibi柏町yfactor)の遺伝子欠損マウ

スを形態学的に検索したところ、臨床的に観察されるヒトの加齢変化に呼応した骨粗繋症に非常に類
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似した骨組織像を呈することが明らかとなった。そこで、これらのマウスの経時的な骨組織変化を観

察するために、マウスを屠殺、固定することなく、高分解能複合型X線検査装置および、microCT(日鉄

エレックス)を用いて、通常の光学顕微鏡またはそれ以上の分解能をもって観察することに成功した。

今後、さらに共焦点レーザー顕微鏡附属の骨形態計測システムにより高分解能の計測を行い、加齢に

伴うそれぞれの骨組織の動態ならびに特徴を定量的に解析する予定である。本研究はBBRCに受理さ

れた。

【実験計画2]骨粗華毒症モデルである卵巣摘出(OVX)ラットを用いた顎関節頭の関節軟骨および骨組

織の加齢変化について(終了、論文受理)

臨床的に食物の摂取を行う口腔機能は歯、顎骨、岨鴫筋で行われる岨鳴に負っているところが大き

く、加齢に伴い摂食を含めたQualityof Lifeの改善も急務である。従って、骨粗怒症モデルとして卵巣

摘出(OVX)ラットを用い、顎関節頭の関節軟骨およびその補強構造を示す骨組織の加齢変化について、

テトラサイクリン・カルセイン二重ラベルを用いて生後1カ月から最高16カ月に至るまでの骨組織像

と骨代謝回転を検索した(1997年、日本骨形態計測l学会 発表)。その結果、 ovx老齢ラットではエス

トロゲンの欠乏のために顎関節の骨梁が有意に減少することが、我々の用いた形態計調q法にて明らか

にされた。本研究はさらに、骨代謝回転の検索方法に新しい解析方法を取り入れており、骨形態計測l

ソフトを用いた画像解析にて骨形成および骨吸収の測定をより容易かっ正確に行えることを明らかに

した。本研究成果はJPro⑤曲目 Dent~こ掲載された。

[実験計画31p'TH投与ラットにおける顎関節頭の関節軟骨および骨組織の加齢変化について(終了、

論文投稿中)

上述の研究に引き続き、 ovxを施した老齢ラットに冨j甲状腺ホルモン(P'TH)を投与することで、顎

関節の骨梁減少に対してP'THが予防的・抑制的に作用することを、同様の方法にて検索した。その結

果、門官間欠投与群ではovxによる骨梁減少が認められないばかりか、あらかじめP'THを投与すると、

その後のovxの骨梁減少が認められないことから、事前のP'TH投与はエストロゲン減少に対して予防

的に作用する事が示唆された。第17回日本骨形態計測学会にて発表。

[実験計画41カルシウム調節因子が老齢化した骨の改造現象に及ぼす細胞生物学的研究(現在進行

中)

最初に、成長段階と老齢化した骨における骨代謝回転を細胞生物学的に比較検討する目的で、骨芽

細胞や破骨細胞の細胞間情報伝達に関与していると考えられるカドヘリン、インテグリン、 CD44など

の接着分子などを検索する。また基質タンパクであるオステオポンチン、 Bone-Sialoprote泊、オステオ

カルシンなどの局在や性状についても共焦点レ}ザー顕微鏡を用いて検索し、 3次元的、画像解析的

に解析ーする。これらを踏まえて、老齢化マウスにおける各カルシウム調節因子である活性型ビタミン
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D、エストロゲン、 PTH、カルシトニンなどに対する感受性やカルシウム感受性レセプターなどにつ

いても発現量や局在を検討するとともに、骨基質タンパクの発現およびその局在を詳細に検索する予

定であるつ
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V.本調査・研究の特徴点

本研究ではカルシウムの恒常性を担う骨を発生期と老齢期において、骨の細胞の分化増殖や基質合

成、あるいは加齢現象にともなう骨代謝回転の変化を形態学的、分子細胞学的に検索することに特徴

がある。従来、カルシウム調節因子に対する研究の多くは、成人もしくは動物実験的に幼若な動物が

用いられており現実の臨床を考慮すると骨格成長や代謝疾患があまり認められない時期に相当するこ

とから、我々の研究で発生期と老齢期における骨のカルシウム調節因子の作用機序に関してそれぞれ

検索を行った。発生期に関しては分子生物学の急速な発展にともないgeneknock outマウスの開発が盛

んに行われており、それらを用いることにより従来検索が難しかった骨格の先天異常に関する解析を

可能にすることができ、すでにいくつかの論文を報告した。つまり、骨芽細胞や軟骨細胞がまだ機能

的にカルシウム代謝に参加していない初期発生において、カルシウム調節因子がそれらの細胞分化や

増殖を抑制していることを明らかにした。これらの結果を踏まえて、加齢に伴う骨粗事長症や骨代謝回

転の低 Fに潜在する細胞生物学的メカニズムを形態学的、分子細胞学的手法を用いて解析した。解析

方法にはperipheralquantitive computer tomograph (pQCT)やmicroCTなどをはじめとする無観血的に行え

る測定法を導入した。このように、本研究は臨床応用への検討を含めながら、骨の加齢現象とカルシ

ウム調節因子との関係を総合的に解析することが特徴である。
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