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要旨 

背景･目的 

骨折修復は骨吸収と骨形成の協調した働きによって制御されており、骨折の治療だけで

なく、骨代謝に関わる細胞の機能と分化機構が研究されてきた。骨折修復の過程は、炎症、

仮骨形成、リモデリングの3つのステージに分類される。損傷を起こした骨組織は、炎症を起

こし、修復のための細胞群を呼び寄せる。この中で仮骨形成期において特に重要なのが、

骨を作る働きをする骨芽細胞と骨を吸収する働きをする破骨細胞である。骨芽細胞は骨基

質を分泌し、骨折部を覆うようにこぶ状の骨組織である仮骨を形成する。続くリモデリング期

においては、骨を吸収する細胞である破骨細胞が重要な役割を果たす。破骨細胞は、骨芽

細胞が形成した仮骨を再び吸収し、形を整える。骨芽細胞による仮骨形成と破骨細胞によ

るリモデリングが繰り返されることにより、不要な骨が取り除かれ、なめらかな骨の輪郭と強度

を回復する。これらの細胞は骨折修復のみならず、骨粗鬆症を始めとした骨疾患の多くに関

わっており、破骨細胞と骨芽細胞の由来や分化･機能制御メカニズムを明らかにすることが

骨代謝研究の重要な課題となっている。 

これまでにマウスやラットなど哺乳動物を用いた実験系において、骨折修復の各ステージ

で重要なサイトカインや細胞集団が存在することが報告されてきた。また、骨芽細胞は血流

中や骨表面の前駆細胞に由来し、破骨細胞は骨髄に由来するといわれている。しかしなが

ら、骨折修復においては、修復の進行具合や損傷した骨の形状により、細胞の分化や機能

を制御する必要があるため、骨折修復の解析は生きたままリアルタイムに行う必要がある。

実際に修復の進行具合に応じて次々と誘導される細胞群の動態を生きたまま解析すること

で、骨折修復のみならず骨代謝における新たな知見を得られることが期待される。このような

理由で、骨折修復を生きたまま解析するため、メダカを用いた新たな骨折修復モデルの開

発に取り組んだ。本研究の目的は、新たに確立したメダカ骨折修復モデルを用いて、骨折

修復における破骨細胞と骨芽細胞の機能と分化誘導を制御するメカニズムを明らかにする

ことである。 



2 

方法･結果･考察 

メダカ骨折修復モデルの確立と破骨細胞と骨芽細胞の動態 

メダカの尾ヒレの骨組織である鰭条は一対の瓦上の骨からなるが、このうち片側のみを周

囲の軟組織を傷つけないようにガラスキャピラリを用いて骨折させた。まず骨軟骨染色を行

い、修復過程を観察したところ、軟骨様の基質が徐々に石灰化するに伴い仮骨を形成し、さ

らに仮骨はリモデリングされ、最終的になめらかな骨の形状を回復した。 

そこで、この過程でどのように破骨細胞と骨芽細胞が働くのか生きたまま解析することを試

みた。破骨細胞と骨芽細胞を可視化する系として、破骨細胞特異的遺伝子である酒石酸抵

抗性酸ホスファターゼ(TRAP)プロモーター下流で DsRedが、骨芽細胞特異的遺伝子であ

るosterixプロモーター下流でGFPが発現するトランスジェニックメダカ(Tg)を用いた。経時的

な観察の結果、破骨細胞が骨芽細胞による仮骨形成に先立って誘導されることがわかった。

骨折後 3日目に現れる破骨細胞(初期破骨細胞)は、骨芽細胞による仮骨形成が起こる 7日

目にはほぼ消失した。続いて、11日目に再び破骨細胞(後期破骨細胞)が現れ、25日目に

はなめらかな骨の形状を回復した。この結果から、骨折修復において機能的に異なる 2種

類の破骨細胞が存在し、初期破骨細胞は骨断片を吸収する働きが、後期破骨細胞は仮骨

をリモデリングし形を整える働きがあることがわかった。また、細胞追跡の結果から、破骨細

胞は初期、後期ともに血管周囲で分化すること、骨芽細胞は前後の鰭条表面から移動し骨

折部に集合することが明らかになった。 

 つづいて、以上の細胞移動と分化に関わる現象として、組織の炎症に注目した。炎症応

答性酵素であるシクロオキシゲナーゼ 2(COX-2)は炎症においてプロスタグランジン E2を産

生する酵素であり、骨折修復に必須の酵素であることが知られている。COX-2の発現上昇を

生きたまま解析するため、プロモーター下流で GFPを発現する Tgを作出し解析したところ、

骨折後 3日目で血管周囲の COX-2発現が上昇することが明らかになった。さらに、COX-2
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の働きを薬剤により阻害したところ、後期破骨細胞誘導が減少し仮骨のリモデリングが阻害

されることがわかった。 

炎症性サイトカイン TGFの骨折修復における機能 

 破骨細胞が骨芽細胞を制御することで、骨吸収に伴った骨形成を行う因子をカップリング

ファクターという。トランスフォーミング成長因子(TGF)はカップリングファクターの一つであ

ると考えられてきた。TGFは炎症性サイトカインの一つでもあり、骨折修復にも深く関わって

いると考えられるが、TGFの骨折修復における機能はわかっていない。哺乳動物を用いた

実験系では、骨組織周辺の軟組織で起こる重篤な炎症反応が解析を妨げていることが一因

であり、メダカ骨折修復モデルを利用することで TGFの骨折修復における働きを解析でき

ると考えた。 

 哺乳動物において 3つの TGFアイソフォーム TGF-1～3が知られている。メダカ骨折修

復モデルにおいてこれら TGFの発現を解析したところ、TGF-2のみが骨形成領域で発現

していることから、骨芽細胞の骨形成に関与していることが考えられた。そこで、骨芽細胞の

分化誘導を詳細に解析するため、新たに、未熟な骨芽細胞を検出できる type X collagen 

(COLX)プロモーター下流で GFPを発現する Tgを用いた。COLX陽性の骨芽細胞は

osterix陽性の骨芽細胞よりも広範囲に局在し、骨折修復に応答して骨折部へ移動し、

osterix陽性の骨芽細胞へと分化した。薬剤により TGFシグナルを阻害したところ、COLX

陽性の骨芽細胞の移動と osterix陽性細胞への分化が著しく抑制された。一方で、破骨細

胞に対する TGF-2の働きを調べるため破骨細胞を DsRedで標識した Tgを用いたところ、

TGFシグナルの阻害は血管周囲での初期破骨細胞の分化を抑制した。 

 TGFは潜在型として分泌されるため、機能するためには活性型に代謝される必要がある。

TGF活性化メカニズムとしてマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)に注目して発現解析を行

った。その結果、TGFシグナルとは独立してMMP-2およびMT1-MMPの発現が骨形成領
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域で検出された。以上より、骨形成領域でMMPを介したTGF-2の活性化が未熟な骨芽細

胞の遊走と分化、破骨細胞の分化に関与していることが示唆された。 
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第 1章 緒言 

骨は、われわれ脊椎動物にとって象徴的な器官である。脊椎動物の祖先である無脊椎動

物は硬組織の無機成分として炭酸カルシウムを利用し、進化の過程でリン酸カルシウムを主

要な無機成分とする骨を獲得した。この過程で、骨は単に骨格としての役割にとどまらない

生理機能を獲得した。骨は身体の支持と運動だけでなく体液恒常性の維持や造血など、

様々な生理現象に関わっていることから、骨は単なる運動器とは異なる。本章では、まず、

進化の過程で獲得した脊椎動物の骨の役割と、それを維持するためのメカニズム、その破

綻による骨病変について概説する。続いて、骨研究における、魚類を用いた研究を紹介し、

本研究の包括的な目的と意義を述べる。 

1.1. 骨の力学的な働き 

1.1.1. 骨の起源 

 われわれ脊椎動物の骨に限らず、多くの生物が硬組織を獲得した要因となったのは地球

の重力である。単細胞生物から多細胞化し体が大型化するに伴い、生物は自分の体を支え

十分な運動能力を得るために、硬組織を形成する必要が生じたと考えられる。また、生物が

成長する過程で骨の形は力学的に安定であるように作り替えられなければならない。無脊

椎動物の炭酸カルシウム由来の硬組織は、基本的には分解による再構成を介さずに成長

する貝類のような相似成長を行うといえる。一方で、脊椎動物の骨の主成分であるリン酸カ

ルシウムは、形成と分解を容易に行うことができ、骨は必要に応じて作り替えられている。こ

のような理由から脊椎動物の硬組織である骨は、無脊椎動物に比べ特に大型化や複雑な

構造の形成に有利な形質であったと考えられる。 

 水中で生まれた脊椎生物の中には進化の過程で水生から陸生へと移るものが現れた(Fig. 

1-1)。水生脊椎動物は浮力を利用するため、彼らの受ける力学的負荷は地上の 1/6程度と

いわれる[1]。6倍近い負荷に適応するために、大型の陸生生物はより高度な骨を生み出し

てきた。このように、力学的な負荷は骨の起源に強く関連している。実際に、微小重力環境

においてヒトに起こる問題の一つとして、カルシウムの流出により骨が脆弱になることが知ら
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れている[2]。これは骨の形成が遅れることによるのか、骨が減少することによるのか議論され

ており、正確なメカニズムはわかっていないが、少なくともこの現象は骨組織と重力に切り離

せない関係があることを示唆している。 

1.1.2. 骨形成の様式 

炭酸カルシウムを主成分とする硬組織をもった無脊椎動物に対し、脊椎動物においては

リン酸カルシウムを骨の主成分としている。脊椎動物において、骨化はコラーゲンにリン酸カ

ルシウムの結晶が沈着することによって起こる。骨化の様式は大きく 2つに大別され、それぞ

れ膜性骨化、内軟骨性骨化と呼ばれる。 

 膜性骨化は軟骨を介さない骨化様式で、結合組織中の未分化間葉系細胞が骨芽細胞に

分化し、骨基質を分泌することによって起こる。鋳型を介さない骨形成であるため、形成初

期の膜性骨はコラーゲンの配列が錯綜しており繊維性骨とも呼ばれる。骨の長径方向の成

長でもこの膜性骨化が起こるが、成長の過程で層状の規則的な配列に作り替えられる[2]。 

膜性骨化は脊椎動物が最初に獲得した骨形成であると考えられている[2]。最も原始的な

脊椎動物といわれる甲皮類の一群である甲冑魚は、硬い外骨格に覆われていたが、その化

石中から軟骨組織は見つからなかった(Fig. 1-1A)。このように、初期の脊椎動物が登場した

時代には軟骨組織は存在せず、このことは体を覆う外骨格が膜性骨化によって形成された

ことを示唆している[3]。外骨格はヒトにおいては、頭蓋骨と鎖骨のみに残されており、両者が

膜性骨化によって形成されるのはこのためであると考えられる。 

 一方で、軟骨を鋳型とした骨化様式が内軟骨性骨化である。初期の脊椎動物には膜性骨

化による外骨格だけで十分であったが、陸上への移住や、水中での高い運動性の獲得の

ために、より強い力学的負荷に耐えうる脊椎骨や体肢骨を形成する必要が生じた。そこで、

元来軟骨で形成されていた内骨格を硬組織に置き換える能力を獲得することで、軟骨性骨

化が生じたと考えられている[2]。ヒトにおいて、頭蓋骨と鎖骨を除く骨の主たる部分は内軟

骨性骨化により形成される。  
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1.2. 骨による無機物の貯蔵 

1.2.1. 水生生物における骨組織の進化 

脊椎動物は無脊椎動物から進化した。無脊椎動物の硬組織における無機成分は炭酸カ

ルシウムであるのに対し、脊椎動物の硬組織のほとんどは無機成分としてリン酸カルシウム

を利用する。この変化が生じた大きな理由として、前述のように骨格としての特性だけでなく、

海水から淡水への移行、水中から陸上への移住により無機イオンを貯蔵する器官が必要に

なったことが考えられている。 

 水生脊椎動物のうち硬骨魚類は淡水または汽水域を含む浅い海で生まれたといわれてい

る(Fig. 1-1D)[4]。原始硬骨魚類は季節毎の水位の変化に対応するため肺を獲得し、空気

呼吸をすることができた。肉鰭類の肺魚では肺が残っているが(Fig. 1-1F)、条鰭類では浮き

袋として進化し呼吸機能を失った(Fig. 1-1E)[5]。海水中では生命活動に不可欠なカルシウ

ムが水中に多く存在していたが、海水に比べ水中カルシウムが少ない淡水や汽水域で生活

するためには、体内にカルシウムを貯蔵する必要が生じた。そこで、同じく生命活動に必須

であるが海水、淡水ともに含有量の少ないリンと合わせて、体内に貯蔵されるようになった。

この時期に、血中カルシウム濃度を増加させるビタミン D※1が獲得され、進化的には硬骨魚

類以降の種で確認されている[2]。淡水性硬骨魚類の血中カルシウム濃度は 2.5mM とヒトや

ニワトリなど高等脊椎動物とほぼ同じであり、体液の恒常性はこの頃にすでに決まっていた

と考えられる[2]。 

硬骨魚類に対し、淡水へと適応せずに海に残った一群は現在のサメやエイなどの軟骨魚

類である(Fig. 1-1C)。彼らは肺や浮き袋のような硬骨魚類特有の形質を持たないことに加え、

軟骨魚類の脊椎はほとんどが軟骨でできている[5]。彼らは体内のイオン濃度の調整のため

血中に多く尿素を含んでおり、このため食べると癖のある味が感じられる。硬骨魚類に属す

るが、多くの原生硬骨魚類よりも原始的な形態を保持している肉鰭類シーラカンスは、脊椎

を持たず体幹には脊柱のみが認められる。彼らもやはり、血中に尿素を含んでおり、軟骨魚
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類に近い方法で体液維持を行っている[5, 6]。このことは脊椎骨の発生と体液恒常性維持が

深く関連していることを示唆している。 

※1 ビタミン D: 食物からのカルシウム吸収促進、尿からのカルシウム排出抑制、破骨細胞による骨吸収促進

により、血中カルシウム濃度を増加させる。 

1.2.2. 骨組織でのカルシウムの貯蔵 

脊椎動物が陸生に進化すると、カルシウムを食物から摂取しなければならなくなり、さらに

高度なカルシウム代謝調整が必要になった。骨の細胞が常に活発に代謝を行い、イオン濃

度を調整するため生じたのが、副甲状腺ホルモン※2である[2]。副甲状腺ホルモンを分泌す

る副甲状腺は陸生以降、すなわち両生類以降の生物にのみ存在する。副甲状腺は発生学

的には魚類の鰓に相当するといわれており、体内のカルシウムとリンの調節を行う。副甲状

腺ホルモンはビタミン D と共同して骨代謝を調整する働きをしている(Fig. 1-1G)。 

両生類の幼生は鰓呼吸を行い水の中で過ごすが、成体は肺呼吸を行い、陸で生活する

ものと水の中で生活するものがいる。両生類の一種であるカエルの骨はカルシウムの貯蔵

器官としてはまだ十分に発達しておらず、傍脊椎石灰囊と呼ばれる炭酸カルシウムの器官

をもち、この器官がカルシウムの貯蔵庫として機能していることが示唆されている[1]。 

 生涯を陸で生活する爬虫類以降の脊椎動物の長管骨端部には海綿骨から成る軟骨内骨

化部(二次海綿骨)が存在する。低カルシウムで飼育したラットや、卵巣摘出により骨吸収が

亢進したラット※3ではこの二次海綿骨が著しく減少することから、二次海綿骨が骨組織にお

いて主要なカルシウム貯蔵器官として働いていると考えられており、骨粗鬆症治療のための

標的組織の一つとなっている[1]。 

※2 副甲状腺ホルモン:腸や腎臓からカルシウムの吸収を促進すると共に、骨芽細胞に働きかけ骨形成

を促進、そして、骨芽細胞を介した破骨細胞分化の促進により、古い骨を新しくする作用を促進する。 

※3 卵巣摘出: 卵巣で産生される女性ホルモン(エストロゲン)は直接的または間接的に骨形成を正に

制御する。女性に多い閉経後疾患としての骨粗鬆症はエストロゲンの欠乏が原因であり、マウスやラ

ットを用いた卵巣摘出(ovariectomized: OVX)は骨粗鬆症モデルの一つである。 
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1.3. 骨代謝を行う細胞 

 上述のように、セキツイ動物の骨は成長に伴い形を変化させながら身体の支持や保護を

行い、さらに必要に応じてリン酸カルシウムの貯蔵庫として機能している。骨の形作りや体液

恒常性維持のために行われる骨の形成や吸収のことを骨代謝と呼ぶ。骨代謝は、軟骨細胞、

骨芽細胞、骨細胞、破骨細胞など多くの細胞群により制御されている。 

1.3.1. 軟骨細胞 

 軟骨細胞は、2型コラーゲン、ヒアルロン酸、プロテオグリカンなどの細胞外マトリックスを分

泌し、血管や神経のない特殊な軟骨組織を作る(Fig.1-2A)[1]。軟骨組織は、内軟骨性骨化

の鋳型となる役割があり、胎児期には全身にわたり存在している。進化的には膜性骨化を行

う骨芽細胞よりも後に登場した細胞集団であり[2]、骨芽細胞と共通の細胞起源を持つ。この

ことから、軟骨細胞は軟骨基質の分泌能を獲得した骨芽細胞が独立した細胞集団であると

考えることができる。 

 骨のつなぎ目には軟骨基質が存在し、組織構造の維持や運動に不可欠な関節を形成す

る。これらは、永久に軟骨の形質を維持する細胞群であり、静止軟骨細胞と呼ばれる。一方

で、骨が成長する際の起点となる骨端線付近には、骨形成に寄与する軟骨細胞群が存在

する。骨端線付近の軟骨細胞は細胞増殖の盛んな増殖軟骨細胞層から、成熟軟骨細胞層、

基質合成が盛んな肥大軟骨細胞層に移り、やがて硬骨に置き換わり、骨の長軸方向の成

長に寄与する(Fig.1-2B)。この際、一部は細胞死するが、一部は骨芽細胞に分化し骨形成

に寄与する(Fig.1-2C)[1]。 

  未分化間葉系細胞に由来する軟骨細胞は、転写因子 sox-9の働きで分化する

(Fig.1-2A)[1]。sox-9は軟骨細胞基質の 2型コラーゲンの転写に寄与することが知られてい

る。一方、軟骨細胞の後期分化において、転写因子 runx2が働き、軟骨細胞の肥大化と血

管浸潤に寄与する。一部の肥大軟骨細胞は転写因子 osterix を発現し骨形成を行う[1]。

osterix欠損マウスでも軟骨組織が存在するため、軟骨内骨化に osterixは関与しないと考え

られてきた[7]。しかし、最近の研究では、軟骨細胞特異的に osterix を欠損させることで、
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osterixが肥大軟骨細胞の石灰化や分解に関与することが明らかになった[8]。興味深いこと

に、runx2や osterixは骨芽細胞分化にとって重要な因子であり、軟骨細胞と骨芽細胞の働

きを制御する共通したメカニズムが存在している。 

1.3.2. 骨芽細胞 

 骨芽細胞は、骨形成を担う細胞であり、骨基質の上に整列している。骨形成期は卵円形

の形状で核が片側に偏在する(Fig. 1-3A)[3, 9]。粗面小胞体およびゴルジ体が発達しており、

1型コラーゲンや骨シアロタンパク質など骨質を分泌する。また、アルカリホスファターゼ

(ALP)活性によりリン酸カルシウムを細胞外基質に沈着させる。 

体の骨の大半は軟骨を鋳型として形成されており、軟骨内に浸潤した血管を介し供給さ

れた未分化間葉系細胞が骨芽細胞に分化することで内軟骨性骨化が起こる(Fig. 1-2C)[3]。

骨芽細胞は鋳型を介さない膜性骨化も行い、骨の長径方向への成長に加え、頭蓋骨や鎖

骨など外骨格由来の骨組織は膜性骨化により生じる。骨化の様式は異なるが、内軟骨性骨

化を行う骨芽細胞も膜性骨化を行う骨芽細胞も類似のものであると考えられている[1]。 

 軟骨細胞と同様に骨芽細胞の由来は未分化間葉系細胞である(Fig. 1-3C)。骨芽細胞は

未分化間葉系細胞から、転写因子 runx2 と osterixにより骨芽細胞に分化する(Fig. 1-3D)[3, 

9]。骨芽細胞は最終分化した後、ほとんどは細胞死するが、一部は自ら骨に埋まって骨細

胞になるほか、骨形成機能を休止した bone lining cellとなる[3]。Bone lining cellは骨膜など

に多く存在し、骨損傷などのときに活性化し、骨芽細胞の供給源の一つとなると考えられて

いる。 

1.3.3. 骨細胞 

 骨細胞は骨芽細胞由来の細胞で、自身が分泌したマトリックスに埋まっている。細胞突起

を伸ばし、ギャップ結合を介して、骨質中の他の骨細胞とネットワークを形成している(Fig. 

1-3B)。細胞突起が通る小腔は骨細管と呼ばれ、骨細管によって生存に必要な酸素や栄養

素が供給されることで、骨質中に深く埋まっていても骨細胞は生存することができる[3]。 
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 哺乳動物では、骨細胞の寿命は最長で数十年といわれ、骨質中の 9割を占める細胞集団

である。骨細胞ネットワークは以前から、力学的な負荷を感知する働きがあると考えられてき

た[2]。骨細胞は骨形成抑制因子である sclerostin (SOST)を分泌し骨芽細胞に作用し間接

的に骨代謝を制御する。力学的付加の大きいところでは SOSTの発現が減少することで、付

加に応じた骨形成を行っている[1]。しかし、最近の研究で、骨細胞が主体となる骨吸収や

骨形成、骨細胞による破骨細胞分化機構の存在が明らかになった[1]。さらに、繊維芽細胞

成長因子 23(FGF-23)、dentin matrix protein-1 (DMP-1)、matrix extracellar 

phosphoglycoprotein (MEPE)、X染色体上エンドペプチデース類似リン酸調節遺伝子

(PHEX)などリン代謝に関わる遺伝子群の発現が骨細胞から特異的に検出され、体液恒常

性維持の働きがあることも示唆されている。 

骨細胞は一部の硬骨魚類と、陸生以降の高等脊椎動物で観察され、骨細管ネットワーク

形成は進化に従い複雑化している[10]。このように骨細胞も生物の大型化と陸生への進化

に従って獲得された骨芽細胞の一つの形態であると考えられる。骨は骨吸収と骨形成により

常に作り替えられ(リモデリング)、力学的な働きを維持している。さらに、高等脊椎動物にお

いては、体内の無機質貯蔵庫として必要に応じて骨形成または骨吸収が行われている。こ

のような骨代謝反応により、成人の骨でも、2～6%は常に新しい骨質に置き換わっていると

いわれており[1]、骨の表面だけでなく骨内部においても骨代謝に関わる骨細胞の働きが非

常に重要であると考えられている。 

1.3.4. 破骨細胞 

 破骨細胞は、巨大な多核細胞で骨組織を吸収する役割を持つ。破骨細胞は硬組織の吸

収に特化した細胞で、そのための形態学的特徴と生化学的な機能を持つ(Fig. 1-4A)[3, 9]。

成熟した破骨細胞は、骨の表面で極性を作り、吸収する内部と外部をアクチン細胞骨格に

富んだ構造で遮断する。この構造は電子顕微鏡観察を行うと白く抜けることから明帯と呼ば

れている。明帯によって遮断された吸収領域(吸収窩)では、破骨細胞はひだ状の構造(波

状縁)を形成する。波状縁からは、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ(TRAP)、カテプシン K、
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マトリックスメタロプロテアーゼ 9(MMP-9)のようなプロテアーゼが分泌されると共に、プロトン

ポンプにより pH4の酸性環境を作り、骨質中のタンパク質を分解し、結晶化したリン酸カルシ

ウムを溶解させる。 

 造血幹細胞に由来する破骨細胞は、マクロファージコロニー刺激因子(M-CSF)および破

骨分化因子(RANKL)によって分化する(Fig. 1-4B)[3, 9]。M-CSFは造血幹細胞が破骨細胞

系列に分化する際に、破骨前駆細胞が増殖するのに必要な初期の因子であり、RANKLは

破骨細胞の成熟に必須な因子であると考えられている。興味深いことに、いずれの因子も骨

形成に関与する間葉系細胞や骨芽細胞によって分泌されている。また、破骨細胞の分化を

強力に阻害するRANKLのデコイレセプターであるオステオプロテグリン(OPG)もまた同様の

細胞によって分泌される。このような理由で、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形

成は密接に関わっている。 

1.3.5. 骨形成と骨吸収の相互作用 

 骨芽細胞と破骨細胞の細胞間相互作用は単に骨芽細胞から一方向的に破骨細胞の分

化誘導制御を行うことにとどまらない。破骨細胞の骨吸収と骨芽細胞の骨形成を結びつける

因子をカップリングファクターと呼び[2]、破骨細胞が骨芽細胞による骨形成制御することを

示唆するいくつかの報告がある。RANKLデコイレセプターである OPGの欠損マウスでは、

過剰な破骨細胞誘導が引き起こされるが、これが骨芽細胞による骨形成も活発化することで、

表現型を一部相殺する[11]。また、破骨細胞を欠損する c-fos欠損マウスでは骨芽細胞が減

少することで、やはり破骨細胞の不足による表現系を一部相殺する [12]。このような現象を

引き起こすカップリングファクターの候補として、骨質中に保持されているサイトカインである、

トランスフォーミング成長因子(TGF)、骨形成因子(BMP)、インスリン様成長因子(IGF)が

想定されているが、カップリングのメカニズムはまだわかっていない。 

 骨は成長の過程で力学的に安定な形状に作り替えられ、成体でも力学的な支持能力を保

つために新しく作り替えられている。そして、特に高等脊椎動物では骨形成と骨吸収による

体液恒常性維持を行っている。骨芽細胞と破骨細胞の相互作用はこのような骨代謝回転を
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正常に行うために非常に重要である。進化の過程で、骨を作る細胞はあまり変化していない

にもかかわらず、骨の機能は徐々に複雑化していっている。そのため、後天的に獲得した機

能ほど、絶妙な骨代謝回転の調節によって維持されており、調節機構が何らかの形で破綻

することで様々な疾患が発生する。 
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1.4. 骨の疾患 

骨は臓器のように体内恒常性維持のための様々な機能を有するが、基本的には力学的

な負荷を支える運動器である。ほとんどの骨代謝疾患は、結果的に運動器としての骨の機

能低下を引き起こす。運動機能障害は、最近ではロコモティブシンドロームと呼ばれ、治療

法の確立が高齢化社会における重要な課題となっている。 

1.4.1. 骨折 

 骨の連続性が完全に、または部分的に断たれた状態をすべて骨折と呼ぶ。高い負荷がか

かった事による外傷性骨折(または新鮮骨折)、小さな外傷の蓄積による疲労骨折、なんらか

の骨代謝異常によって生じる病的骨折に分類される[1]。 

 詳細なメカニズムは後述するが、骨は一般に再生能力を持っており、自然骨折では、離れ

た骨を人工的に接するように固定しておくだけで治癒する。しかしながら、病的な骨の骨折、

修復時の固定が不十分で骨が繋がらなかった場合(偽関節)など、骨表面の細胞活性が低

いときの治療には骨移植が行われる。 

1.4.2. 代謝性骨疾患 

 骨は骨形成と骨吸収の絶妙なバランスによって維持されているが、様々な要因により骨代

謝のバランスが崩れることで、様々な疾患が発生する。くる病・骨軟化症、骨粗鬆症、大理石

骨病などがこれに含まれる[3]。 

 くる病･骨軟化症は、骨芽細胞による骨の石灰化能力の低下が引き起こす疾患で、成長期

に発生する小児疾患をくる病、成人の場合を骨軟化症と呼んでいる。原因は、ビタミン Dの

不足によるカルシウム、リン両方の不足か、遺伝的もしくは病的要因による慢性的な低リン血

症に大別される。 

 一方で、骨粗鬆症と大理石骨病は骨形成と骨吸収のバランス異常によって引き起こされる。

両者のバランスが骨吸収に偏ると、骨の形状を維持したまま骨密度が減少する骨粗鬆症を
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引き起こす。逆に、両者のバランスが骨形成に偏ると、骨密度が上昇し、重度のものでは骨

髄腔が石灰化組織で埋め尽くされる大理石骨病を発症する。  
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1.5. 骨疾患の治療 

1.5.1. 骨代謝の制御による対症療法 

 骨の疾患治療において、骨形成または骨吸収を人為的に制御することで対症療法が行わ

れる。骨吸収抑制作用をもつ薬剤として、ビスホスホネート、抗 RANKL抗体、抗カテプシン

K抗体がある。また、骨形成促進作用を持った薬剤として、副甲状腺ホルモン製剤、抗スク

レロスチン抗体などがあり、臨床試験中のものも含めて多くの薬剤が存在する[1]。 

 いずれの薬剤においても共通するのは、骨芽細胞や破骨細胞を始めとした骨の細胞に、

直接的あるいは間接的に働くことで機能していることである。すなわち、骨を維持するための

細胞の動きを制御するメカニズムを明らかにすることは骨疾患の治療のために非常に重要

である。 

1.5.2. 再生医療 

 薬剤による治療の他に、骨と軟骨の再生医療が研究され、一部はすでに臨床段階でも利

用されている[1]。組織修復は内因性の修復と外因性の修復に大別される。内因性修復は、

外からサイトカインを投与することで、本来体内に備わっている前駆細胞の増殖や分化を促

進することで欠損した組織を充填する。一方で、外因性修復は組織そのものや分化能力を

持った細胞などを移植することで修復を誘発する。 

最近では、軟骨培養細胞や、培養系で作られた人工骨の移植なども行われている。この

ように再生医療においても、重要なのは体内または体外で基質を形成する骨芽細胞や軟骨

細胞の働きや分化を制御することである。基礎研究で明らかになった細胞の機能制御や分

化メカニズムは、治療薬の開発だけにとどまらず、骨軟骨再生医療に応用されている。 

  



17 

1.6. メダカを用いた骨研究 

 小型の淡水性硬骨魚類であるメダカは、少ないスペースで多量に飼育でき、多産で世代

交代が早いことに加え近郊系が確立され、ゲノムが解読されており、分子生物学的･遺伝学

的研究の実験動物として優れている。メダカの胚は母体外で発生し、透明であるため、発生

生物学分野では生きたまま組織の形態形成を解析する系として、古くから用いられてきた。

最近では、メダカを含めた小型魚類を用いた実験系は、医学･薬学の分野で、ヒトの疾患メ

カニズム解析や薬剤スクリーニングなどを行う系として注目されている。 

1.6.1. メダカにおける骨研究 

 メダカは孵化するまでに基本的な骨の構造が形成され、顕微鏡下で生きたまま骨形成を

観察できることから、骨発生研究の有力な実験動物である。メダカの骨形成は顔面骨のみ

軟骨を鋳型とした軟骨性骨化が起こるが、内軟骨性骨化はおこらず、ほとんどすべての骨が

膜性骨化によって生じている。また、骨質に埋め込まれた骨細胞は存在しない[10]。しかし、

哺乳動物などと同様に骨形成を行う骨芽細胞と、骨吸収を行う破骨細胞の存在が報告され

ている[13, 14]。これら骨芽細胞や破骨細胞の分化や機能に関連した哺乳動物と相同な遺

伝子も発見され、その機能も保存されていることが示唆されている。 

メダカの骨芽細胞 

 メダカの骨芽細胞では、哺乳動物などと同様に転写因子 osterix を発現し、成熟するに従

い osteocalcinを発現する[14, 15]。最近の研究では、osterix を発現する前の未熟な骨芽細

胞で 10型コラーゲン(typeX collagen: COLX)の発現が報告されている[16]。これは、哺乳動

物では軟骨細胞が分泌する基質であり、肥大軟骨細胞のマーカー遺伝子とされている。軟

骨細胞の肥大化と石灰化を伴う内軟骨性骨化の起こらないメダカでは、骨芽細胞が一部軟

骨細胞の働きを持っていることを示す進化的に興味深い現象である。 

また、メダカを含め魚類は優れた再生能力を持っており[17]、同じ硬骨魚類であるゼブラ

フィッシュの尾ヒレ再生モデルにおいて次のような興味深い報告がある。骨を再生するため
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に最終分化した骨芽細胞が、未熟な状態に戻り(脱分化し)、増殖し再分化することで再生に

寄与するという[18-20]。しかし、この結果はメダカにおいては再現できず、同じ硬骨魚類でも

異なった再生メカニズムが存在することが示唆されている。骨芽細胞の脱分化は、分化の定

義が曖昧な魚類での研究では未だ議論の余地があるが、一般に最終分化した骨芽細胞は

増殖できないとされているので、詳細なメカニズムが明らかになることが期待される。 

メダカの破骨細胞 

 メダカの破骨細胞は、顎歯、咽頭歯、神経棘、血管棘で観察され、哺乳動物と同様に

TRAP、カテプシン K、MMP-9のようなマトリックス分解に関わる遺伝子を発現する。顎歯と

咽頭歯において、破骨細胞は歯の生え変わりに寄与しており、明帯と波状縁を形成する多

核の破骨細胞が存在することが報告されている[21]。一方で、脊椎骨から伸びる神経棘と血

管棘においては、多核化し明帯は形成するものの波状縁が存在しない破骨細胞が報告さ

れている[13]。神経棘と血管棘の破骨細胞は、脊椎骨が成長に従い徐々に大きくなること、

また血管や神経が通る間隙を形成するのに必須であり、骨吸収活性は低いが高い移動能

力をもっていることが示唆される。 

 破骨細胞の分化では、メダカにおいても RANKLが重要な働きをしていると報告されてい

る[22]。RANKLを熱誘導的に強制発現したメダカでは、神経棘、血管棘に加え脊椎骨の周

囲でTRAP陽性の破骨細胞が分化する。全身でのRANKL発現誘導にも関わらず、骨の周

囲以外では破骨細胞分化が起こらないこと、また、普段は破骨細胞の存在しない椎骨周辺

でも破骨細胞分化が起こることは、RANKL刺激以前に破骨細胞の前駆細胞は骨の周囲に

存在していることを示しており、骨の形作りにおける破骨細胞の動態を制御する未知のシス

テムが存在することが示唆される。 

1.6.2. メダカを用いた骨研究の意義 

 骨は元々、力学的な支持･保護を行う器官として生まれたが、脊椎動物の骨は進化の過程

で、付加的に多くの機能を獲得してきた。体液恒常性維持のような付加的に獲得した機能
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は、絶妙なバランスで制御されており、その破綻が、ヒトにおける骨代謝疾患の多くの原因と

なっている。しかしながら、疾患を引き起こす直接的な要因となる骨芽細胞や破骨細胞のよ

うな骨の細胞は進化の過程であまり変化していない。 

 メダカの骨は進化的に見れば未熟な器官であり、内軟骨性骨化のような高度な骨形成機

構、副甲状腺ホルモンを用いた高度な体液調整機構、そして、骨芽細胞の最終分化細胞と

しての骨細胞を欠いている。しかしながら、メダカにおいても骨は合理的なパターニングをも

って形成され、必要に応じて常に形や大きさが調整されている。このような骨形態形成機構

は、哺乳動物でも解明されておらず、これを明らかにするためには、より単純な細胞組成を

もったメダカをモデルとすることが非常に有効である。 

 また、最近では顕微鏡技術の発展により、大型の脊椎動物においても生きたまま細胞動

態を観察することができるようになってきた[23]。しかしながら、その適応範囲は非常に限ら

れており、生きた骨芽細胞や破骨細胞の動きを観察することができるという点で、メダカは非

常に強力な実験系となり得る。 

 以上のように、骨研究においてメダカを用いる意義は以下の 2点に集約される。 

骨芽細胞と破骨細胞の機能制御による骨の形態形成機構の解析を行えること 

骨芽細胞と破骨細胞の生きた細胞動態の解析を行えること 
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1.7. 本研究の目的 

 本研究では、メダカを利用する意義を最大限生かすために、まず、薄く透明なメダカの尾ヒ

レを用いて、生きたまま骨折修復に伴う骨芽細胞と破骨細胞の挙動を解析できる新しい実

験系を確立した(第 2章)。この中で、周囲の骨組織表面の骨芽細胞が骨折部に移動し骨修

復を行うこと、修復過程に応じて必要な破骨細胞が血管表面で分化誘導されることを明らか

にした。続いて、確立したメダカ骨折修復モデルを利用して、複雑な生理作用により骨にお

ける機能がよくわかっていない炎症性サイトカイン TGFの機能解析を行った(第 3章)。

TGFのアイソフォームのうち TGF-2が特異的に骨修復で働き、骨芽細胞の遊走と分化、

破骨細胞の分化を誘導する働きがあることが新たに明らかになった。 
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図表 

Fig. 1-1 進化の系譜と骨代謝関連因子 

文献[5]および[2]をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

セキツイ動物進化の系譜。特に断りがない限り、現生生物種を例示している。 

(A) 甲皮類は化石資料から定義される初期の脊椎動物である。体表はリン酸カルシウムの

骨で覆われていた。また、軟骨組織が観察できず、骨芽細胞による膜性骨化によって

骨組織が作られていたと考えられている。 

(B) 円口類は甲皮類と合わせて無顎類と定義されることもある。その名の通り、顎や歯のよう

な捕食器官がない。無顎類の化石資料は甲冑魚のように硬骨を持つものがほとんどで、

円口類は骨形成能力を退化させたと考えられている。円口類は軟骨をもつ。また、カル

シウム代謝ホルモンであるカルシトニンも見つかっている。 

(C) 軟骨魚類以降の魚類は顎や歯のような捕食器官を持っている。内骨格は一部骨化して

いるもののほとんどが軟骨質である。 

(D) 当初の硬骨魚類は淡水または汽水域を含む浅い海で進化したと考えられており、肺を

持ち空気呼吸を行うことができたと考えられている。リン酸カルシウムを沈着させた内骨

格を持っている。硬骨魚類以降の生物では、ビタミン Dが存在している。 

(E) 条鰭類は硬骨魚類の一種であり、筋肉のない鰭条のある鰭を持っている。また、肺は浮

き袋に進化し、浮力の調整を行う。現生の条鰭類のほとんどは真骨類である。真骨類は

海水で進化し、その後、一部が淡水に移住した。 

(F) 肉鰭類は硬骨魚類のうち、筋肉で動かすことのできる鰭を持っている。現生種はシーラ

カンスと肺魚のみで、このうちシーラカンスの肺は退化している。浮き袋は持たない。 

(G) 両生類以降の生物種は、淡水性の肉鰭類から進化したと考えられている。陸生以降は

PTHにより骨代謝がより高度に制御されている。  
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Fig. 1-2 軟骨細胞の分化と内軟骨性骨化における働き 

文献[1]および[3]をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 軟骨細胞分化の模式図。骨格の鋳型となる軟骨原基が形成される箇所において、間

葉系細胞の凝集が起こる。凝集した細胞は転写因子である Sox-9の働きで軟骨細胞に分化

する。軟骨細胞は、互いに距離を取って分布し、2型コラーゲン、プロテオグリカン、ヒアルロ

ン酸などの軟骨基質を分泌する。軟骨基質の中には血管など他の細胞や組織は存在しな

い。 

(B) 長幹骨形成における軟骨細胞分化の模式図。軟骨細胞は骨端の静止軟骨細胞層から、

増殖が盛んな増殖軟骨細胞層、軟骨基質で肥大した肥大軟骨細胞層、内軟骨性骨化の生

ずる石灰化層に向かって成熟する。 

(C) 石灰化層での内軟骨性骨化の模式図。石灰化層の軟骨基質は軟骨細胞の働きで石

灰化が進んでいる。軟骨基質の中に血管が浸潤し、肥大軟骨細胞の一部は細胞死する。

石灰化基質の上には骨芽細胞が集まり、骨基質を分泌して骨梁を形成する。 
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Fig. 1-3 骨芽細胞と骨細胞の分化と働き 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨形成をする骨芽細胞の模式図。骨芽細胞は卵円状の細胞で骨基質表面にほぼ一

列に並んでいる。骨形成期の骨芽細胞では、細胞核が片側に偏在し、反対側にはゴル

ジ装置が見られる。骨芽細胞は発達した粗面小胞体やゴルジ装置をもち、タンパク質

合成が盛んな細胞の特徴を示す。ALP活性によりリン酸カルシウムを沈着させるほか、

1型コラーゲン、骨シアロタンパク質、オステオカルシンなどの骨基質を分泌する。 

(B) 骨細胞ネットワークの模式図。骨細胞は骨芽細胞が分化し骨に埋め込まれた細胞で、

骨細管により互いに繋がりネットワークを形成している。骨形成抑制因子であるSOSTに

加え、リン代謝に関わる FGF-23、MEPE、PHEX を分泌する。 

(C) 間葉系細胞の細胞運命。間葉系細胞は runx2により骨芽細胞系列に分化するほか、

sox-9で軟骨細胞に、myoDで筋芽細胞に、ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体

2(PPAR2)により脂肪細胞に分化する。 

(D) 骨芽細胞分化の模式図。間葉系細胞から分化した骨芽前駆細胞は、runx2と osterixに

より骨芽細胞に分化し、成熟骨芽細胞はオステオカルシンを分泌する。骨芽細胞の多

くは最終的に細胞死するが、一部は自身が分泌する骨基質に埋まって骨細胞に分化

するほか、骨表面の bone lining cellになる。bone lining cellは細胞小器官に乏しく扁平

で骨形成能を持たない休止状態の骨芽細胞である。  
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Fig. 1-4 破骨細胞の分化と働き 

文献[3]および[9]をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨吸収する破骨細胞の模式図。破骨細胞は骨吸収機能を有する多核の細胞である。

細胞質は好酸性を示し、辺縁にクロマチンを持つ不規則な形状の核、多数のミトコンド

リア、小胞、空胞を有する。骨表面に接着し極性を持った活性型破骨細胞の細胞膜は、

明帯、破状縁、血管側細胞膜の3箇所に分けられる。明帯はアクチンフィラメントに富み、

インテグリンを介して骨基質への接着に関わり、吸収窩を密閉する。波状縁は破骨細胞

の骨吸収部位で、細胞内の炭酸脱水素酵素酵素 II(CAII)により産生されたプロトン

(H+)を放出し吸収窩を酸性化する。さらに、小胞輸送により cathepsinKやMMP-9など

のプロテアーゼを分泌する。吸収窩で分解された産物は波状縁より細胞内の空胞に取

り込まれ、血管側細胞膜にある functional secretary domain (FSD)から細胞外へ放出さ

れる。 

(B) 破骨細胞の分化メカニズム。破骨前駆細胞は骨芽細胞が分泌するM-CSFの刺激を受

けて増殖と分化が促進される。骨芽細胞はさらに RANKLを発現し、それが破骨前駆

細胞のRANKと結合することで破骨細胞は多核化し、TRAP陽性の成熟破骨細胞にな

る。破骨細胞は骨表面に接着すると極性をもった活性型破骨細胞になる。  
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第 2章 メダカ骨折修復モデルの確立と破骨細胞と骨芽細胞の動態 

2.1. 序論 

2.1.1. 骨折修復の過程 

骨組織は一般に再生能力を有しており、骨修復の過程では、骨組織の発生･成長の際の

メカニズムを再現することで損傷した骨組織を回復する。骨折の治療は整形外科領域の重

要な課題であると共に、骨に関わるすべての細胞が関わっていることから、細胞動態解析の

実験系として、古くから研究されてきた。 

骨の修復過程は、組織学的な特徴から炎症期、軟骨性仮骨形成期、硬骨性仮骨形成期、

リモデリング期に分類されている(Fig. 2-1)[24]。これらのステージを明確に区別することは難

しく、必要に応じて重複する。それぞれの修復過程の進行具合に応じて、サイトカインや成

長因子などが分泌されることで、修復に必要な細胞群が協調して修復に働くと共に、修復に

必要な環境を作るように制御されている[25, 26]。 

炎症期 

 骨折修復は一般に血管や骨髄などを含む周囲の軟組織の破壊を伴う。これがきっかけと

なり、骨組織だけではなく非骨格系の組織を含む非特異的な創傷治癒が始まる。血管の破

壊による出血は、骨折部を含む広い範囲で血腫を形成し、そこにマクロファージ、顆粒球、

白血球、単球などが浸潤し、細菌感染から組織を防衛すると共に、サイトカインや成長因子

を分泌する(Fig. 2-1A)[27]。 

 炎症期における細胞応答は、トランスフォーミング成長因子(TGF)、血小板由来成長因

子(PDGF)、繊維芽細胞成長因子(FGF)、マクロファージコロニー刺激因子(M-CSF)、インタ

ーロイキン 1、6(IL-1, IL-6)、骨形成タンパク質(BMP)、腫瘍壊死因子(TNF)など様々なサ

イトカインによる正のフィードバックにより引き起こされる[25, 27]。これらのサイトカインは、間

葉系幹細胞を呼び寄せ、骨折修復を進行するのに必要である。間葉系幹細胞の由来は、
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周囲の軟組織だけでなく[28]、骨膜や骨髄[29, 30]、血流に由来するといわれている

[31-33]。 

仮骨形成期 

骨組織の損傷は力学的に不安定な状態を生ずる。骨折した組織では、間葉系幹細胞か

ら軟骨細胞が分化し、軟骨組織を分泌し壊れた骨組織をつなぎ止める。この軟骨組織は、

患部を力学的に安定な状態にする役割だけでなく、その後の骨形成の基礎となる役割を持

つ(Fig. 2-1B)。修復過程で骨折部を覆うこぶ状の組織を仮骨というが、軟骨基質でつくられ

た仮骨を軟骨性仮骨と呼ぶ。 

つづいて、骨を作る細胞である骨芽細胞の働きが活発になる。骨芽細胞は、軟骨性の仮

骨を硬骨性の仮骨に置き換える骨形成を行う(Fig. 2-1C)。軟骨細胞は血管の浸潤に伴い細

胞死し、軟骨内に生じた石灰化組織が骨化中心となり、内軟骨性骨化を生じる。これと平行

して、切断された骨端や骨断片などでは、軟骨を介さない膜性骨化が起こる。以上の骨芽

細胞による骨形成においては BMPが重要な働きをしているといわれているが、その他の

様々なサイトカインが共存しており、それらが骨芽細胞の増殖や分化、または石灰化にどの

ようにかかわっているのかはよくわかっていない。 

骨芽細胞は間葉系幹細胞に由来するが(Fig. 1-3C, D)、その前駆細胞が存在する組織と

して、豊富な未熟骨芽細胞または休止状態の骨芽細胞が存在するとされる骨膜が挙げられ

る。実際に、骨膜を除去した場合に修復が遅延するという報告もある[29, 34]。しかし、骨膜

を除去した場合でも修復は起こる。このことは複数の前駆細胞の供給源があることを示して

いる。血流は間葉系幹細胞の主要な供給源であり、骨形成のための栄養源としても重要で

ある。炎症期に生産される血管内皮成長因子(VEGF)は血管形成に不可欠であり、骨折修

復における骨形成を促進することが報告されている[35, 36]。血管形成が正常であっても骨

形成が抑制される場合もあり[37-39]、血管から前駆細胞が供給されるためには細胞誘導の

ための特別なメカニズムが存在することが示唆されている。 
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リモデリング期 

仮骨形成期に形成した硬骨性の仮骨は、急激な軟骨性骨化と膜性骨化によって形成さ

れており、コラーゲン繊維の走行が不規則になっている。このような骨を繊維骨といい、これ

らは、骨吸収と骨形成によるリモデリングによって層状構造を持った骨に作り替えられる(Fig. 

2-1D)。 

この過程で重要な働きをするのが、骨を吸収する作用を持った破骨細胞である。破骨細

胞は極性を作って骨質に接着し、酸やプロテアーゼで骨質を溶解させる。破骨細胞が骨を

削った後には、吸収窩と呼ばれる穴が作られ、骨芽細胞が骨質を分泌して穴を埋める。この

過程で、骨折部を広く覆っていた仮骨はその形状が整うと共に、層状の丈夫な組織構造を

取り戻す[24]。 

年齢や骨折部位によって異なるが、骨折修復を終えても骨折部には仮骨の形跡が残り完

全に元の形に戻ることはない。修復過程でなんらかの原因により骨形成が不十分になり、切

断した骨が結合せず、関節ではない部分で可動するような状態で骨修復が停止すると、偽

関節と呼ばれる後遺症が生じる。このような場合には、修復に関わる細胞の活性が低下して

いるため、移植などによって細胞活性を再度獲得し骨新生を誘発する必要がある[1]。 

2.1.2. 骨折修復における骨芽細胞と破骨細胞 

骨芽細胞と破骨細胞 

 骨形成を行う細胞である骨芽細胞は、間葉系幹細胞に由来し、転写因子 runx2や osterix

の働きで分化する(Fig. 1-3C, D)。骨折修復においては、仮骨形成期の硬骨性仮骨形成時

とリモデリング期で骨形成に働くほか、マクロファージコロニー刺激因子(M-CSF)、Receptor 

activator of NFB (RANKL)、オステオプロテグリン(OPG)を分泌することで破骨細胞の分化

に関与している(Fig. 1-4B)。 

 破骨細胞は造血幹細胞に由来する骨吸収を行う多核細胞で、骨折修復においては、仮

骨形成期の軟骨性仮骨吸収時とリモデリング期で観察される。RANKLのデコイレセプター
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である OPGにより破骨細胞分化を阻害したマウスでも、軟骨性仮骨の吸収とそれに伴う内

軟骨性骨化は起こることから[40-42]、この過程においては破骨細胞の働きは必須ではなく、

その他の細胞も作用していると考えられている。一方で、リモデリング期における破骨細胞の

作用は必須である。 

骨芽細胞と破骨細胞の相互作用 

骨のリモデリングにおいては、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成が協調して

起こる必要がある。骨吸収と骨形成を結びつけるメカニズムはまだわかっていないが、破骨

細胞の in vitroにおける培養が骨芽細胞との共培養で初めて成功したという歴史的経緯もあ

り、それらの協調作用は骨代謝の重要な課題として研究されている。骨には、「正常にせよ

異常にせよ、加わる力に最も適した構造に発達する」という性質がある。この性質は提唱者

の名前からウォルフの法則と呼ばれている。成長の過程で、骨は力学的に安定な構造に発

達するが、成長の過程と同様のメカニズムを利用し急速に骨を再生する骨折修復において

も、力学的な負荷は非常に重要である。実際に骨折修復時に力学的な負荷がかからないよ

うにすると、骨折修復が阻害されるという報告がある[43]。 

骨において、力学的な負荷に応答して骨形成と骨吸収を制御するメカニズムの一つとし

て考えられているのは、骨芽細胞の最終分化細胞である骨細胞が分泌するスクレロスチン

(SOST)である[44, 45]。SOSTはWntのアンタゴニストとして働き、骨形成を阻害する。力学

的な負荷のかかる場所では TGFシグナルを介して発現が減少し、結果的に骨形成が正に

制御されるといわれている[1, 46]。骨折修復では、修復初期に発現が抑制され、骨形成を

促進することを示唆する報告があるが[47]、リモデリング期の力学的負荷による応答でも関

与をしていると考えられている。 

炎症に応答した破骨細胞と骨芽細胞誘導制御 

破骨細胞や骨芽細胞の働きには、M-CSF、RANKL、OPG、SOSTなど様々な因子が関

与しているが、骨折修復ではそれぞれ異なった時期に発現し、異なった経路で発現制御さ
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れていると考えられている[47, 48]。前述のように骨折修復では最も初期に発生し、細胞誘

導を引き起こすメカニズムとして組織の炎症が想定されている。 

炎症応答によって生じる因子の一つであるプロスタグランジンは骨代謝において重要な

働きを持っている。特に、プロスタグランジン E2(PGE2)は、骨形成と骨吸収を共に制御する

ことが知られている[9]。炎症における PGE2の産生は、上流の酵素であり炎症に応答して活

性化する性質をもつシクロオキシゲナーゼ(COX-2)によって制御されている。COX-2欠損マ

ウスでは内軟骨性骨化と破骨細胞誘導の異常を引き起こし、骨折修復が起こらないことが報

告されている[49]。COX-2のプロモーター上には炎症に関わる転写因子が結合する領域が

数多く存在する[50]。また、COX-2の mRNAは、3’末端に分解を促進する制御因子が存在

し、不安定化されているが[51]、TNFや IL-1のようなサイトカイン存在下で安定化し[52]、

炎症に応答して急激に発現を上昇させる早期発現遺伝子となる。さらに、COX-2はタンパク

質としても低寿命で、アイソザイムである COX-1が 12～24時間の寿命であるのに対し、

COX-2の寿命は 2～7時間である[50, 53]。このように、COX-2は様々な方法で炎症による

活性制御を受けている。 

COX-2の産物である PGE2の受容体は 7回膜貫通型の G タンパク質共役型受容体で、

4種のサブタイプが存在している。骨代謝において、その働きが重要視されているのは EP-2

と EP-4である。EP-2 と EP-4は共に細胞内の cAMP濃度を上昇させるが、主な発現細胞が

異なることで別々の生理的な働きをしており、EP-2は血管の拡張などを制御し、EP-4は骨形

成や骨吸収を制御する[54]。EP-4欠損マウスでは仮骨形成の異常により骨折修復が起こら

ないことが報告されている[55]。 

2.1.3. メダカを用いた骨折修復研究の意義と目的 

骨折修復研究の問題点 

骨折修復において重要なのは、前述のように修復部位における同化反応と異化反応の

バランス制御である。しかし、従来の骨折修復モデルでは、特に初期の骨における同化反
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応･異化反応を、周囲の軟組織に由来する同化反応･異化反応と区別することが困難である

[24]。そのため、各ステージで高発現し、重要な働きを担うと考えられているサイトカインのう

ち、どれが破骨細胞や骨芽細胞に特異的な細胞誘導や機能制御応答に関わるのかわかっ

ていない。この問題を解決するためには、骨折部周辺の非特異的な損傷をできるだけ排除

したモデルが必要である。 

また、特にリモデリング期において、骨折の進行具合に応じて骨折部の形態を認識しなが

ら、骨芽細胞と破骨細胞が協調して骨を治していく必要がある。この過程には周囲の基質や

細胞同士の相互作用を解析することが必須となる。しかしながら、固定したサンプルの解析

では、あるステージで観察された細胞が次のステージでどのような挙動を示すのかを追跡す

ることは困難である。加えて、形態の観察のみからでは前駆細胞の同定は難しく、どのような

シグナルを受けて、どこから骨芽細胞や破骨細胞が骨折部位周辺でのみ分化していくのか

を解析することは難しい。これらの問題を解決するためには細胞を生きたまま解析する系が

必要である。 

メダカの尾ヒレの特長と骨研究 

 メダカやゼブラフィッシュなど条鰭類の一種である真骨魚類のヒレは上皮、間充織、神経、

血管、骨組織である鰭条から成る。鰭条はアクチノトリキアと呼ばれる繊維状組織に沿って、

分節構造を作りながら形成されるリン酸カルシウムを主成分とした石灰化組織である[56, 57]。

魚類のヒレは高い再生能力を有し、発生生物学研究では組織再生のモデルとして用いられ

ている[17]。最近では、ゼブラフィッシュを用いたヒレ再生研究で骨芽細胞の分化に注目し

た研究が行われている[18-20]。しかし、魚類を用いた骨研究の主流は、胚や幼魚での骨発

生の研究である。その理由として、成魚を用いた研究の問題点は生きたままの観察が困難

であり、小型魚類を用いた実験系の利点が生かしにくいことが挙げられる。メダカの尾ヒレは

薄く単純な組織構造を持った組織であり、ゼブラフィッシュなど他の魚類モデルに比較して

色素が少なく透明であることから、生きたまま骨組織を解析するために適したモデルであると

いえる。 
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本研究の目的 

 従来の骨折修復研究は、哺乳動物を用いた組織解析によって行われてきた。しかし、骨

折は周囲の軟組織の損傷を伴う複雑な現象であり、骨の修復のみに注目するためにはより

単純化されたモデルが必要である。また、修復は損傷の度合いや進行具合に応じて、周囲

の組織や細胞同士の相互作用によって制御されているため、骨芽細胞や破骨細胞が骨折

部を認識し、分化し、修復に働くメカニズム解明のためには生きたまま骨折修復を観察する

必要がある。 

 そこで、本章では、骨折修復の新たな実験系としてメダカの尾ヒレを用いた骨折修復実験

系を開発し、修復過程を通した細胞挙動の観察と分化誘導機構の解析を行った。 
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2.3. 実験結果 

2.3.1. メダカの尾ヒレの構造と破骨細胞と骨芽細胞の局在 

 メダカの尾ヒレは鰭条、上皮、間充織、血管、神経からなる薄く透明な組織である(Fig. 

2-2A)。骨組織である鰭条は瓦上の一対の骨からなり、内側に動脈、外側に静脈が存在する

(Fig. 2-2B, 2-5A, B)。鰭条には骨組織を覆うように多数の細胞が局在している(Fig. 2-2B, 

矢頭)。メダカの尾ヒレにおける骨芽細胞と破骨細胞の局在を調べるため、骨芽細胞特異的

遺伝子である osterixの下流で GFPが、破骨細胞特異的遺伝子である TRAPの下流で

DsRedが発現するトランスジェニックメダカ、Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)を観察した。そ

の結果、尾ヒレの骨組織である鰭条では、osterix陽性の骨芽細胞は観察できたが、TRAP

陽性の破骨細胞は確認できなかった(Fig. 2-2C, 矢頭)。組織切片で TRAP活性染色を行っ

ても同様に TRAP陽性の破骨細胞は尾ヒレの骨組織中には観察できなかった(Fig. 2-2D)。 

 尾ヒレの骨芽細胞の局在を詳細に観察するため、Tg (osterix: GFP)の骨をアリザリンコンプ

レクソン(ALC)で染色し共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、鰭条の外側表面と縁で

osterix陽性骨芽細胞が観察できた(Fig. 2-3A, B, 矢頭, 矢印)。特に osterixは鰭条の縁に

おいて高発現していた。さらに、成熟骨芽細胞特異的遺伝子である osteocalcinプロモータ

ー下流でDsRedが発現する、Tg (osteocalcin: DsRed)の骨を calceinにより染色し、同様に共

焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、osteocalcin陽性成熟骨芽細胞は鰭条の外側表面

に点在していたが、osterixが高発現していた縁での発現は見られなかった(Fig. 2-3C, D, 

矢印)。そこで、osterix と osteocalcinの発現を同時に観察できる Tg (osterix: GFP, 

osteocalcin: DsRed)を作製し観察を行った。その結果、osterix陽性骨芽細胞の一部は

osteocalcin陽性であったが、osteocalcin単独陽性の骨芽細胞は観察できなかった(Fig. 

2-3E, 矢頭)。osterixは未熟骨芽細胞でも発現しており、osteocalcinは成熟骨芽細胞のみで

発現することから、メダカの尾ヒレにおいて、未熟な骨芽細胞は鰭条の縁に特異的に局在し

ており、鰭条の外側の縁に移動したものは成熟骨芽細胞に分化していることが示唆された。

さらに、骨形成を行う骨芽細胞は一般にアルカリホスファターゼ活性を有しているとされてい



33 

るが、組織切片を ALP染色した結果、骨芽細胞の局在する領域での ALP活性が見られな

かったことから(Fig. 2-2E, 矢頭)、メダカの尾ヒレの骨芽細胞は、無処理の状態では骨形成

活性が非常に弱いことが明らかになった。 

 一方で、尾ヒレと同様に鰭条を持つが、乳状突起と呼ばれる特殊な器官を持つ尻ビレの骨

芽細胞と破骨細胞の観察を同様に行った(Fig. 2-4A)。その結果、TRAP陽性の破骨細胞が

Tgを用いた観察と組織切片での TRAP活性染色によって、乳状突起の先端部と根元で検

出された(Fig. 2-4B, C, 矢頭)。一方で、骨芽細胞は尾ヒレと同様に鰭条の外側表面と縁に

局在しているほか、乳状突起状の先端部で観察できた(Fig. 2-4C, 矢印)。 

このことから、メダカの成魚のヒレにおいても、咽頭歯、顎歯、神経棘、血管棘のような常

にリモデリングを行っている器官と同様に破骨細胞が形態形成に関わっており、必要に応じ

て特異的に誘導される仕組みがあることが示唆された。 

2.3.2. メダカ骨折修復モデルの開発 

 前項でのメダカの尾ヒレの組織解析をもとに、鰭条の模式図を作成した(Fig. 2-5A, B)。メ

ダカの尾ヒレを用いて新たな骨折修復モデルを開発するため、マイクロインジェクション用の

ガラスキャピラリから、直径およそ 30 mの針を作製した。この針を用いて、一対の鰭条のう

ち片側のみを骨折させ、残る片側を無処理とした(Fig. 2-5C)。 

 骨折の操作において、細いガラスキャピラリでピンポイントに骨組織を破壊した。これにより、

周囲の軟組織をほとんど傷つけずに、骨の破壊のみによる特異的な細胞誘導を観察できる

ようにした。骨折後 30分経過後に血流の様子を観察したところ、骨折の操作により血流は失

われていなかった(動画データは報文目録 1を参照)。この結果から、鰭条の内部の血管は

傷ついていないことが確かめられた。 

2.3.3. 骨軟骨染色 

 骨折修復を生きたまま観察する前に、アリザリンレッド(ALR)染色とアルシアンブルー

(ALB)染色による骨軟骨染色を固定したサンプルで行い、骨折修復過程での骨組織変化を



34 

観察した。骨折直後、骨断片は分離しており、骨折した側の骨と骨折していない側の骨を切

り離すことはできなかった(Fig. 2-6A)。骨折後 4日目では ALB陽性の軟骨様組織が形成し、

骨断片が繋がっており(Fig. 2-6B, 矢印)、骨折した側の鰭条を分離して観察することができ

た。この時、骨折によって生じた骨断片は鋭くとがっていた(Fig. 2-6B, 矢頭)。骨折後 8日目

では、さらに ALB陽性の軟骨様組織が広がると共に、一部は ALR陽性の石灰化組織に置

き換わっていた(Fig. 2-6C, 矢印)。また、骨吸収され丸みを帯びた骨断片が観察された(Fig. 

2-6C, 矢頭)。ALB陽性の軟骨様組織は徐々に石灰化が進み、骨折後 12日目では ALR

陽性の仮骨に置き換わった(Fig. 2-6D, 矢印)。分厚く、いびつな形の仮骨はリモデリングさ

れ、骨折後 24日目ではなめらかな骨の形状を回復した(Fig. 2-6E)。この結果から、メダカ骨

折修復における骨形成も軟骨様組織を介して行われること、骨折修復の過程で骨断片吸収

と仮骨リモデリングの 2種類の骨吸収が起こることが示唆された。 

2.3.4. 破骨細胞と骨芽細胞の 3次元経時観察 

 つづいて、破骨細胞と骨芽細胞がどのように骨折修復に関わるのかを調べるため、修復過

程での破骨細胞と骨芽細胞の両方を生きたまま観察することを試みた。Tg (osterix: GFP, 

TRAP: DsRed)の骨を ALCで染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて経時的に観察した。 

 鰭条にはもともと破骨細胞は存在しなかったが、骨折後 3日目に破骨細胞が観察された

(Fig. 2-7A, 矢頭)。骨折初期に誘導されたこの破骨細胞(初期破骨細胞)は、骨折した骨の

断片に集まった。この時、骨芽細胞は骨折部の骨端付近に集まっていた(Fig. 2-7A, 矢印)。

骨折後5日目において、初期破骨細胞は骨断片上に局在していたが、3日目に比べその数

は減少していた(Fig. 2-7B, 矢頭)。一方で、骨芽細胞の数は増加し、骨折により離ればなれ

になっていた鰭条をつなぐように分布していた(Fig. 2-7B, 矢印)。初期破骨細胞は、骨芽細

胞による仮骨形成が最も活発になった骨折後 7日目において、ほとんど消失した(Fig. 2-7C)。

しかしながら、続く骨折後 9日目において、骨芽細胞により仮骨が形成されると、破骨細胞

は鰭条の中心部付近で再び観察された(Fig. 2-7D, 矢頭)。後期に誘導されたこの破骨細胞

(後期破骨細胞)は骨折後 11日目～17日目において、仮骨を内部だけでなく外部からも覆
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った(Fig. 2-7E, 矢頭)。骨折後 25日目では後期破骨細胞は消失し、骨折した鰭条はなめら

かな骨の形態を取り戻した(Fig. 2-7F)。これらの結果より、骨折修復過程において、2種類の

異なる役割を持った破骨細胞が存在し、それらは骨芽細胞による仮骨形成の前後に別々の

タイミングで分化誘導されることが示唆された。 

2.3.5. 初期破骨細胞と後期破骨細胞の組織解析 

 初期破骨細胞と後期破骨細胞は機能的･形態的に異なる破骨細胞であるかを検討するた

め、Tg (TRAP: DsRed, osterix: GFP)を用いて組織切片を作製し、その特徴を比較した。そ

の結果、初期破骨細胞の多くは骨折した骨の断片で観察された(Fig. 2-8A, 上図 白矢頭)。

さらに、内在的 TRAP酵素活性を検出するため、同一切片における TRAP活性染色を行っ

た。TRAP 活性染色は酵素の局在を示すため、必ずしも破骨細胞の局在とは一致しないが、

骨折初期においてDsRed陽性の領域と同様に、骨断片付近でTRAP陽性の破骨細胞が観

察できた(Fig. 2-8B)。一方、後期破骨細胞は初期破骨細胞よりも広範囲に位置し多くは仮

骨の内部で観察された(Fig. 2-9A, 上図 白矢頭)。この結果は同一切片における TRAP活

性染色においても同様であった(Fig. 2-9B)。連続切片の TRAP活性染色の方が蛍光よりも

広い範囲に観察されたが、この理由として、破骨細胞のいる場所よりも広い領域で、骨吸収

活性があることが考えられる。以上の結果から、初期の破骨細胞は骨断片の吸収、後期破

骨細胞は仮骨のリモデリングという異なる働きを持っていることが示唆された。また、初期･後

期共に一部の破骨細胞は血管周囲で観察できた(Fig. 2-8A, 2-9A, 下図 黄矢頭)。また、

核を複数持った破骨細胞も存在していた(Fig. 2-8A, 2-9A, 下図 青矢頭)。 

 さらに、破骨細胞の形態を詳細に解析するため、電子顕微鏡解析を行った。TRAPプロモ

ーター下流で GFPが発現する Tg (TRAP: GFP)を、骨折後 3日および 12日で固定し GFP

陽性細胞の位置を観察した(Fig. 2-10A, 2-11A)。その後、樹脂包埋し、GFP陽性細胞を含

むように超薄切片を作製し、電子顕微鏡による解析を行った。その結果、骨折後 3日の初期

破骨細胞において、単核で骨断片に接触する細胞(Fig. 2-10B, 赤破線)、多核化した細胞

が観察できた(Fig. 2-10B, 黄破線)。細胞質内は多量のミトコンドリアで満ちており(Fig. 
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2-10C, ‘m’)、これは破骨細胞の特徴の一つである。しかしながら、破骨細胞の特徴である波

状縁と明帯の形成は見られなかった(Fig. 2-10C)。一方、骨折後 12日の後期破骨細胞にお

いては、複数の核をもつ破骨細胞は観察できなかったが(Fig. 2-11 B, ‘N’)、細胞質内に多

量のミトコンドリアを持ち(Fig. 2-11D, ‘m’)、明帯を形成し骨に接着している破骨細胞が観察

できた(Fig. 2-11B, C, ‘cz’)。また、発達した波状縁の形成は認められなかったが、細胞膜が

一部陥入した波状縁様の構造が認められた(Fig. 2-11C, アスタリスク)。破骨細胞と仮骨の

境界では、リン酸カルシウム結晶の脱灰が起こっていた(Fig. 2-11D, アスタリスク)。後期破

骨細胞は、明帯と波状縁様構造をつくり、明らかに仮骨を脱灰しており、初期破骨細胞に比

べ骨組織への接着が強く、骨吸収活性が高い破骨細胞であることが示唆された。 

2.3.6. 破骨細胞の細胞起源 

破骨細胞は造血幹細胞に由来する細胞であり、骨折において誘導される破骨細胞の一

部は組織切片において、初期･後期共に血管の周囲で観察された(Fig. 2-8A, 2-9A, 下図 

黄矢頭)。そこで、破骨細胞の供給源として血管の関与を検討するため、血管内皮細胞マー

カー遺伝子である friend leukemia integration 1 transcription factor (FLI1)プロモーター制御

下で GFPが発現し、TRAPプロモーター制御下で DsRedが発現する、Tg (FLI1: GFP, 

TRAP: DsRed)を用いて、初期と後期における破骨細胞の誘導を解析した。その結果、初

期･後期共に、DsRed陽性の破骨細胞が始めに観察できるのは血管の周囲であった(Fig. 

2-12A, C, 矢頭)。初期破骨細胞は骨折後 24時間頃から血管周囲に現れ始め(Fig. 2-12A, 

矢頭)、骨折後 3日目では骨断片に特異的に接触する破骨細胞の数が多くなった(Fig. 

2-12B, 矢頭)。後期破骨細胞は、骨折後 7～9日頃から血管周囲で観察され始め(Fig. 

2-12C, 矢頭)、骨折後 11～14日目で仮骨に集まる破骨細胞が最も多くなった(Fig. 2-12D, 

矢頭)。骨折の操作では血管は傷つけていないが、骨折後 24時間で新たに骨折部周囲に

は細かい血管が形成されていた(Fig. 2-12A, 矢印)。 

 破骨細胞と血管の位置関係をより詳細に解析するため、共焦点レーザー顕微鏡を用いた

3次元解析を行った。その結果、初期破骨細胞は骨折部周辺の鰭条の外側にある静脈で
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多く見られ、血管表面に隣接していた(Fig. 2-13A)。一方、後期破骨細胞は鰭条の外側にあ

る静脈表面でも観察できたが、より多くの破骨細胞が鰭条の内側の動脈表面に局在してい

た(Fig. 2-13B, C)。さらに、Tg (FLI1: GFP)の組織切片を作製し(Fig. 2-14A, B, 破線)、内在

性TRAP活性染色により、破骨細胞を観察したところ、初期･後期共に破骨細胞は血管表面

に局在し、血管内部では観察できなかった(Fig. 2-14C, D, 矢頭)。 

 さらに、破骨細胞の分化機構を検討するため、破骨細胞分化に必須といわれている

RANKLの発現を半定量 RT-PCRで解析した。その結果、RANKL発現は定常状態でも見

られるが、骨折後に発現が増加し、骨折後 3日では強い発現が確認できたが、徐々に発現

が減少した。骨折後 9日目から 11日目にかけて RANKL発現はやや上昇し、定常状態に

近い発現になった(Fig. 2-15)。このことから、初期破骨細胞分化には RANKLの発現上昇が

関与しているが、後期破骨細胞分化は、RANKLの発現上昇以外のメカニズムで制御され

ていることが示唆された。 

 以上の結果から、初期･後期共に破骨細胞は血管内皮細胞の表面で、何らかのシグナル

を受けて分化し、その後、骨吸収部へ移動することが示唆された。また、初期破骨細胞の多

くは静脈周囲で分化するのに対し、後期破骨細胞は主に動脈周囲で分化することから、細

胞分化を引き起こすシグナルの局在が初期と後期で異なっていると考えられた。 

2.3.7. 骨芽細胞の細胞起源 

 骨芽細胞は間葉系幹細胞由来の細胞であり、様々な細胞供給源が報告されている。メダ

カ骨折修復モデルにおける組織解析の結果、osterix陽性の骨芽細胞は骨表面以外では観

察できなかった(Fig. 2-8, 2-9, 上図 白矢印)。そのため、メダカの尾ヒレに元々存在している

骨芽細胞が骨折修復に寄与することが考えられた。 

そこで、骨折直後の骨芽細胞誘導の様子をより短い間隔で観察した。その結果、骨折部

位に元々存在していた骨芽細胞は、骨折後 12時間頃に消失した(Fig. 2-16A, アスタリスク)。

この時、骨折部に隣接する鰭条表面の骨芽細胞には大きな変化は見られず、円形の細胞
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が観察できた(Fig. 2-16A, 矢印)。続いて、骨折後 24時間で、骨折部周囲の骨芽細胞は骨

折部に向かって細く伸び楕円形の形状を示していた(Fig. 2-16 B, 矢印)。骨芽細胞が消失

していた骨折部においても細く伸びた骨芽細胞が観察され始め、骨折部に隣接する鰭条表

面での骨芽細胞は増加していた。骨折後 48時間において、多くの骨芽細胞が骨折部に集

まり円形の骨芽細胞が多数見られた(Fig. 2-16C, 矢印)。この時、鰭条から離れた骨断片で

は骨芽細胞は観察できなかった(Fig. 2-16C, アスタリスク)。続く骨折後 72時間においては、

鰭条から離れた骨断片においても骨芽細胞が観察され始めた(Fig. 2-16D, 矢印)。また、こ

の時、骨折部に隣接する鰭条表面において骨芽細胞はほとんど観察できなかった(Fig. 

2-16D, アスタリスク)。これらの結果から、骨折部に隣接する鰭条表面の骨芽細胞が骨折部

に移動してくることが示唆された。 

細胞移動を証明するために、共焦点レーザー顕微鏡を用い、3時間に 1回、合計 72時間

の撮影を行い、取得した画像を用い動画を作製した(動画データは報文目録 1を参照)。実

体顕微鏡での観察から示唆されたように、骨折部に隣接する鰭条表面の骨芽細胞が、楕円

形の仮足を伸ばしたような形状に変化し、骨折部に移動している様子が観察できた。特に、

鰭条の縁の骨芽細胞が多く移動していた。また、興味深いことに、骨折後 72時間頃におい

て、骨折部での osterix陽性の骨芽細胞の数が急激に増加していた。このことから、osterix

陰性の骨芽細胞系細胞が別に存在し、それらも骨折部へ移動し osterix陽性の骨芽細胞に

分化していることが示唆された。 

2.3.8. Tg (COX-2: GFP)の作製と骨折修復における COX-2の発現解析 

 骨折修復において必須とされる炎症応答性酵素 COX-2が、メダカにおいても重要な役割

を果たすかどうかを検討するため、COX-2の発現を半定量 RT-PCRにより解析した。その結

果、COX-2は骨折後 12時間後に発現が一時的に大きくなり、骨折後 1日目に発現がほと

んどなくなった(Fig. 2-17A)。さらに、骨折後 3日目以降に再び発現が上昇することがわかっ

た(Fig. 2-17 B)。 
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 そこで、骨折修復におけるCOX-2の関与を調べるため、COX-2発現に応答してGFPを発

現する Tg (COX-2: GFP)を作製した(Fig. 2-18A, B)。作製した Tgが COX-2の発現に伴い

GFPを発現するかを確認するため、ふ化後 3日目の稚魚において、COX-2発現活性化剤

(12-o-tetradecanoylphorbol 13- acetate: TPA)による COX-2の強制発現を行った。コントロー

ルにおいて、半定量 RT-PCRでは COX-2の定常的な発現は見られたものの(Fig. 2-19A)、

RNA in situ hybridizationでは発現が検出できなかった(Fig. 2-19B, 左上図)。Tg (COX-2: 

GFP)のGFP発現をRNA in situ hybridizationを用いて検出したところ同様にGFP発現は検

出できなかった(Fig. 2-19B, 右上図)。一方で、1時間TPA処理を行ったサンプルでは、口と

鰓においてCOX-2とGFP、それぞれの発現が観察できた(Fig. 2-19B, 下図 矢頭)。TPA処

理後、飼育水で 12時間洗浄した Tg (COX-2: GFP)を蛍光顕微鏡で観察したところ、RNA in 

situ hybridizationの結果と同様に口と鰓において GFPの蛍光が観察された(Fig. 2-18C, 矢

頭)。これらの結果から、Tg (COX-2: GFP)を用いGFP発現誘導を観察することで、COX-2プ

ロモーター活性化を検出できることが確かめられた。 

 続いて、Tg (COX-2: GFP)を用いて骨折修復における COX-2発現を検討した。骨折前で

は、鰭条周辺で GFPの蛍光はほとんど検出できなかったが(Fig. 2-20A)、骨折により骨折部

の周囲で GFP発現が誘導され、3日目で最も大きくなった(Fig. 2-20B, 矢頭)。骨を ALCで

染色し発現場所を共焦点レーザー顕微鏡で 3次元観察したところ、GFP陽性細胞は鰭条の

内部であることがわかった(Fig. 2-21A, 矢頭)。さらに、FLI1プロモーター下流でDsRedが発

現する、Tg (FLI1: DsRed)を新たに作製し(Fig. 2-21B)、COX-2との発現箇所を比較した。そ

の結果、COX-2は血管内皮細胞周囲の細胞で発現していることがわかった(Fig. 2-21C, 矢

頭)。組織切片での GFP発現の観察からも同様に、cox2発現細胞は血管内皮細胞ではなく

血管周囲の細胞であることが確かめられた(Fig. 2-20C)。 

2.3.9. COX-2活性阻害下での破骨細胞と骨芽細胞誘導 

 続いて、骨折修復における COX-2の機能を調べるため、Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)

を用いて、COX-2の機能を薬剤で阻害する実験を行った。経時的に破骨細胞と骨芽細胞
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誘導を観察したところ、骨折後 3日における初期破骨細胞誘導において、阻害剤処理群で

は破骨細胞が増加する傾向にあったが(Fig. 2-22A, 矢頭)、蛍光画像の DsRed陽性領域を

定量したところ有意な差は認められなかった(Fig. 2-22D, 左図)。さらに、骨折後 5日目で起

こる骨芽細胞の集合と仮骨形成にも大きな差違は見られず(Fig. 2-22B)、GFP陽性領域の

定量結果も有意な差は認められなかった(Fig. 2-22D, 右図)。また、この時、阻害剤処理群

も非処理群も、初期破骨細胞の消失が確認できた(Fig. 2-22B)。しかし、興味深いことに、骨

折後 11日目で起こる後期破骨細胞誘導が、阻害剤処理群において著しく減少し(Fig. 2-22 

C, 矢頭)、DsRed陽性領域の定量結果から、後期破骨誘導に有意な差があることが示され

た(Fig. 2-22D, 左図)。骨折後 25日目で骨軟骨染色を行った結果、阻害剤処理群において、

いびつな形状の骨が観察されたことから(Fig. 2-22E, 矢頭)、COX-2は後期破骨細胞分化

を誘導し仮骨のリモデリングに寄与していることが示唆された。 

2.3.10. PGE2受容体の発現 

 COX-2下流分子である PGE2の受容体発現を調べるため、半定量 RT-PCRを行った。マ

ウスなどで知られる 4種類の PGE2受容体(EP-1, EP-2, EP-3, EP-4)のうち、メダカの尾ヒレに

おいては、6つの受容体(EP-1a, EP-1b, EP-2, EP-3, EP-4b)が定常的に発現し、特にそのう

ち 3つ(EP-1a, EP-2, EP-4b)が高発現していた(Fig. 2-23A)。続いて、骨折修復過程におい

て、骨代謝に重要な働きを持つことが知られている EP-4 と、EP-4 と同様の機能を持った

EP-2に関して半定量 RT-PCRによる発現解析を行った。その結果、EP-4bの発現が修復の

進行と共に上昇していることがわかった(Fig. 2-23B)。この結果より、EP-4b を発現する細胞

の増加、または EP-4b発現誘導が、後期破骨細胞誘導に働いていることが示唆された。 
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2.4. 考察 

2.4.1. メダカの尾ヒレの骨代謝 

 メダカの成魚において破骨細胞の存在が報告されているのは、顎歯、咽頭歯、神経棘、血

管棘のみであった[13]。メダカの尾ヒレにおいて、定常状態では破骨細胞は観察できなかっ

たが、尻ビレの乳状突起で新たに破骨細胞の存在が示された。乳状突起に限らず、ティラピ

アなど一部の硬骨魚類では、鰭条骨形成のために破骨細胞による骨吸収が働いているとい

う報告がある[58]。このことから、特定の条件で必要に応じて破骨細胞を誘導するメカニズム

が存在することが示唆され、破骨細胞の前駆細胞も鰭条周辺に豊富に存在していると考え

られる。ヒレ組織に豊富に存在する血管は、造血幹細胞由来である破骨前駆細胞の供給源

として有力な候補となる。 

乳状突起はメダカのオス固有の形態であり生殖行動に関連している。最近、乳状突起形

成部では、男性ホルモンであるアンドロゲン依存性の受容体が存在し特異的に骨形成を起

こしていることが報告された[59]。骨代謝と性ホルモンの関係を示す現象として、女性ホルモ

ンであるエストロゲンは破骨細胞の骨吸収を直接的あるいは間接的に制御することが知られ

ている[1]。また、男性ホルモンであるアンドロゲンが骨芽細胞に直接作用して骨形成を促す

ことが報告されている[60]。メダカ乳状突起における破骨細胞誘導が、アンドロゲン受容体

によって引き起こされているのか、あるいは、乳状突起形成に伴うストレスで引き起こされて

いるのかは詳細な解析が必要であるが、性ホルモンと骨代謝の関係は非常に興味深い。 

メダカの鰭条の骨表面には骨を覆うように多数の細胞が局在しているが、骨芽細胞は尾ヒ

レの鰭条の外側表面でのみ観察できた。骨芽細胞マーカーである osterixは鰭条の縁に多

く局在し、成熟骨芽細胞メーカーである osteocalcinは縁を除く外側表面で観察でき、osterix

と共局在していた。この結果から、骨芽細胞の供給源は鰭条の縁で、外側表面に移動する

につれて成熟骨芽細胞に分化することが示唆された。しかしながら、これらの骨芽細胞は

ALP活性を示さないことから、通常は骨形成活性の非常に低い骨芽細胞であることが示さ
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れた。メダカの尾ヒレは成長に伴い、破骨細胞による骨吸収を伴わずに、外側に一方向的

にゆるやかに成長していることが示唆された。 

2.4.2. メダカ尾ヒレ骨折修復モデルの利点 

 本研究では、ガラスキャピラリを用いて、周囲の軟組織をできるだけ傷つけないように、骨

組織である鰭条に特異的な損傷を与えて骨折修復モデルとした。哺乳動物などを用いた実

験系では、骨折は周囲の軟組織の損傷を伴う[24]。特に、骨の内部に血管が走行するため、

血管の損傷は避けられない。血管は骨に関わる様々な細胞の供給源となり、損傷した血管

自身が再生のために成長因子やサイトカインを分泌する。これらの理由で、哺乳動物を用い

た実験系では、周囲の軟組織の損傷と広範囲な炎症応答反応が骨組織に特異的な細胞応

答の解析を妨げているといえる。一方、メダカ尾ヒレの骨折修復モデルでは、骨折の直後で

も血流は維持されており、周囲の軟組織の損傷はほとんど起こらない。そのため、メダカ骨

折修復モデルは、骨組織損傷に特異的な細胞応答を解析する系として適している。 

 メダカの尾ヒレは、鰭条、上皮、間充織、神経、血管からなる単純な組織構造を持っている。

さらに、メダカには存在しない骨細胞や軟骨細胞は骨修復に関与しない。哺乳動物の骨は

複雑な組織構造を持ち、生理的にも多くの働きを持っている。メダカに比べ多くの種類の細

胞が存在しており、それぞれが骨代謝反応に関与している。そのため、メダカでの骨折修復

の現象は、厳密には哺乳動物で起こっているものと同じとはいえない。しかしながら、メダカ

には、哺乳動物と同様の特徴と働きを持った破骨細胞と骨芽細胞が存在し、骨折修復にお

いて機能していた。破骨細胞と骨芽細胞は、哺乳動物の骨代謝においても最も重要な細胞

種であり、メダカの尾ヒレを用いることで、これらの骨折修復過程での細胞応答を観察するこ

とができる。また、メダカ骨折修復モデルは、他の細胞種がほとんど介在しない点で、骨修

復の現象をより単純化して考えることができる実験系であるといえる。 

 最近では、顕微鏡技術の発展により、哺乳動物でもライブイメージングを行うことができるよ

うになってきた。例えば、2光子励起顕微鏡は、生体組織での散乱の少ない長い波長の光

で焦点面のみの蛍光物質を励起することができ、生体内イメージングに適した顕微鏡である



43 

[23]。しかしながら、生体内イメージングの適応範囲はまだ小さく、一般的な骨折修復の解

析方法は固定した組織を用いたものである。組織解析のみでは、あるステージで観察された

細胞が、その後の同一組織内でどのような挙動をするのかを解析することは困難である。メ

ダカを用いた本実験系は、骨折修復において生きた破骨細胞と骨芽細胞の動態観察する

ことを可能にした。 

 以上の理由で、新たに確立したメダカ骨折修復モデルは骨折修復における破骨細胞と骨

芽細胞の動態を解析するための強力な実験系であるといえる。 

2.4.3. メダカ骨折修復における骨形成機構 

 哺乳動物において骨の発生は、外骨格系の一部の骨を除いて、主に軟骨内部から骨を

作る内軟骨性骨化で行われる。これは、骨折修復においても同様で、損傷した骨の近傍や

血管の行き届かない箇所を除いて、始めの仮骨形成は軟骨細胞によって行われ、のちに内

軟骨性骨化によって硬骨に置き換わる[27]。 

一方、メダカにおいて、主たる骨化は軟骨を介さない膜性骨化によって行われる。そのた

め、メダカ尾ヒレの骨折修復においても軟骨細胞を介さない膜性骨化が起こると考えられた。

しかしながら、骨軟骨染色を行った結果、アルシアンブルー陽性の軟骨様組織が修復初期

に観察され、骨折によって切り離された骨断片は軟骨様組織によって結びつけられた。この

軟骨様組織はしだいに石灰化した仮骨に置き換えられ、メダカ骨折修復でも、哺乳動物で

調べられてきたような軟骨組織を介した仮骨形成に近い過程を経ることが明らかになった。

また、骨折初期に軟骨基質を分泌する細胞が存在することが示唆され、それは骨芽細胞系

の細胞であるのか、別の細胞であるのか明らかにするには、さらなる解析が必要である。 

2.4.4. 骨折修復における 2種類の破骨細胞の役割 

 骨折修復過程において、仮骨形成前後で 2段階に破骨細胞が誘導された。このうち、初

期の破骨細胞は、骨断片に特異的に接触していた。後期破骨細胞誘導が起こる時期では

すでに骨折した骨断片は丸みを帯びており、骨吸収が行われていると考えられることから、
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初期破骨細胞は骨断片を吸収する働きがあると考えられる。電子顕微鏡解析の結果から、

初期の破骨細胞は、明帯や波状縁の形成は認められなかったが、ミトコンドリアに富む破骨

細胞の形態的特徴を示すことに加え、多核化したものも観察された。これは、脊椎骨におけ

る破骨細胞と類似した特徴である[13]。この理由として、メダカの骨質は小さく、強い骨吸収

活性を必要としないこと、広範囲の骨質の吸収のため細胞の移動性を高める必要があること

が考えられる。哺乳動物の骨折モデルにおいても、仮骨形成期および仮骨形成以前で破

骨細胞の存在は報告されている[24]。特に、内軟骨性骨化の際に観察されるものを破軟骨

細胞と呼ぶことがあり、明帯と波状縁を持たないこれらの形態的特徴はメダカ骨折修復の初

期破骨細胞に類似している[61, 62]。しかしながら、破骨細胞分化を阻害しても内軟骨性骨

化による仮骨形成が起こることが報告されている[40, 41, 63]。この時期には、その他にも骨

質の吸収により修復に関わるマクロファージが存在しており[64]、破骨細胞や破軟骨細胞と

相補的に働いていると考えられる。 

 一方で、後期破骨細胞は初期の破骨細胞よりも広範囲に観察された。これは後期破骨細

胞が仮骨のリモデリングの役割を持っており、仮骨の広い範囲を覆って全体をなめらかにす

る働きがあるためと考えられる。電子顕微鏡解析の結果から、ミトコンドリアに富むという破骨

細胞の一つの特徴を示すと共に、明帯を形成していた。さらに、後期破骨細胞は波状縁様

の構造を形成し、仮骨の脱灰を行っていた。このことから、後期破骨細胞は、メダカの咽頭

歯部のリモデリングに関わる骨吸収活性の高い破骨細胞に類似していると考えられる[21]。

この理由として、修復初期に初期破骨細胞が吸収する骨断片に比べ、はるかに分厚い仮骨

を吸収するために、より強い骨吸収活性が必要なためと考えられる。このように、初期と後期

それぞれに適した破骨細胞が誘導されることから、それぞれの活性化機構に違いがあること

が示唆された。 

2.4.5. 骨折修復における破骨細胞の細胞起源と分化機構 

 メダカの尾ヒレにはもともと破骨細胞が存在しないので、修復過程で観察された破骨細胞

はすべて骨折に伴い特異的に誘導された破骨細胞である。血管内皮細胞を可視化した系
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での破骨細胞の誘導解析から、破骨細胞は始め血管の外側表面で分化することが示唆さ

れた。 

血管内皮細胞において、炎症によって生ずる IL-1や TNFが単球やマクロファージを呼

び寄せる顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)の発現を誘導することが報告さ

れているほか[65]、病変血管においてはリポタンパクが血管内皮細胞におけるM-CSFの発

現を誘導するといわれている[66]。また、血管内皮成長因子(VEGF)がM-CSFと相補的に働

くという報告もある[67]。さらに、in vitroにおいては、破骨前駆細胞が IL-1や TNFなど炎

症性サイトカインによって刺激を受けた血管内皮細胞に結合すること[68]、骨髄由来の血管

内皮細胞は RANKLを発現し破骨細胞分化を誘導することが報告されている[69]。破骨細

胞は造血幹細胞由来の細胞であり、造血幹細胞は、哺乳動物においては骨髄中に多く含

まれる。メダカには骨髄は存在しないことから、血流中に豊富に存在する前駆細胞が血管内

皮細胞など血管周囲の細胞からのシグナルを受けて、血管の外側表面で分化すると考えら

れた。 

初期破骨細胞は骨折部付近の広い範囲の血管表面で分化し、後期破骨細胞は骨吸収

を行う仮骨の付近でのみ分化したことから、血管周囲で破骨細胞が分化するメカニズムが初

期と後期で異なることが示唆された。半定量 RT-PCRによる破骨分化因子 RANKLの発現

解析では、修復初期に RANKL発現が一過的に上昇したが、後期破骨細胞が誘導される

時期では定常状態の発現まで減少していた。このことから、RANKLの発現上昇は初期破

骨細胞分化に関与しているが、後期破骨細胞分化には関与しないことが示唆された。これ

が RANKLを介さない破骨細胞分化制御なのか、RANKLを競合阻害する OPGのような別

の因子との相互作用によって生じた結果なのかは、より詳細な解析が必要である。 

2.4.6. 骨折修復における骨芽細胞の細胞起源と分化機構 

骨折修復時の骨芽細胞の供給源の一つとして、骨膜が知られている。骨膜中には骨形

成能を示さない扁平な bone lining cell と呼ばれる休止状態の骨芽細胞が多量に存在して

おり[3]、これが組織の損傷に応答して急激に活性化し修復に寄与するといわれている[29, 
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34]。メダカの尾ヒレにおいて、鰭条の表面には osterixや osteocalcinの発現も示さない多数

の細胞が骨を覆うように存在していた。骨折時に骨芽細胞は隣接する鰭条表面から集まるこ

と、骨折部において osterix陽性細胞が急激に増加することから、鰭条表面には骨膜様の

osterix陰性の休止状態骨芽細胞が多量に存在し、修復に関わることが示唆された。 

骨折後、骨折していない側の骨において、通常は osterix を発現しない鰭条の内側表面

でosterixを発現する骨芽細胞が観察できたことから(Fig. 2-8, 2-9, 下図 黄矢印)、osterix陰

性の休止状態骨芽細胞は鰭条の内側表面にも存在することが示唆された。このことは同時

に osterix発現を誘導するシグナルは、骨折部から広い範囲に広がっていることを示している。

しかしながら、骨折していない側の骨では骨形成は起こらないこと、仮骨形成は鰭条の外側

方向のみに起こることから、骨芽細胞分化を引き起こすシグナルと骨形成を引き起こすシグ

ナルは異なっていることが示唆された。 

2.4.7. 骨折修復における骨形成と骨吸収の相互作用 

 骨折修復の過程において、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成は修復の進行

具合に合わせて時間的に制御されていた。さらに、破骨細胞は骨折部周辺でのみ分化し、

修復すべき場所にのみ移動した。また、骨芽細胞も骨形成部分にのみに集合していた。哺

乳動物において、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成を結びつける因子をカッ

プリングファクターと呼び、そのメカニズムが研究されている。メダカにおいても、骨吸収と骨

形成を結びつけるカップリングの働きが存在しており、破骨細胞と骨芽細胞が骨折した場所

を認識し骨折修復を行っていることが示唆された。 

2.4.8. 炎症に応答した骨折修復制御 

 メダカ骨折修復において、COX-2は骨折後 12時間で発現が急激に上昇し、一旦発現が

減少した後、骨折後 3日目から再び発現が上昇した。トランスジェニックメダカを用いた

COX-2発現細胞の解析では、骨折後 2日目以降で GFPが血管周囲で発現し、骨折後 3

日目に最も発現が強くなった。この発現時期は、骨折修復において血管新生が活発化する
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時期に重なった。初期の COX-2発現が上昇する細胞の同定はできなかったが、それは発

現上昇が極めて短時間であり GFPのシグナルを観察できなかったためか、もしくは、初期の

COX-2発現上昇はプロモーター活性化ではないためと考えられる。COX-2阻害は初期破

骨細胞誘導には有意な変化を引き起こさなかったが、後期破骨細胞誘導を著しく阻害した。

その発現細胞が血管周囲にあること、破骨細胞分化が血管周囲で起こることから、COX-2

発現が破骨細胞誘導制御に関与していると考えられる。 

 メダカの尾ヒレにおいては、PGE2受容体のうち EP-2 と EP-4bが高発現していた。EP-4b

は骨折後、経時的に上昇しており、後期破骨細胞誘導への関与が示唆された。PGE2は in 

vitroの骨芽細胞において、OPG産生を阻害し、RANKL発現を上昇させることで、破骨細

胞誘導を引き起こすことが知られているが、この時に働く受容体としてEP-4が重要であること

が示唆されている[70]。しかしながら、破骨細胞は血管の外側表面で分化すること、COX-2

発現が血管周囲で起こることから、この PGE2シグナルは血管およびその周囲の細胞に作

用すると考えられる。報告は少ないが血管内皮細胞も破骨細胞分化に寄与していると示唆

されており、PGE2シグナルは血管内皮細胞を始めとした血管周囲の細胞集団で破骨細胞

誘導を行っていると予想された。 
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2.5. 結論 

 本研究において、メダカの尾ヒレの骨組織である鰭条を用いて、骨折修復における破骨細

胞と骨芽細胞を生きたまま解析できる実験系を確立できた。破骨細胞の由来は血管の周囲、

骨芽細胞の由来は隣接する鰭条の表面であり、骨折部周囲で位置特異的に分化誘導され

た細胞は、骨折部に集まり修復を行った。興味深いことに、骨折修復における、骨吸収と骨

形成は修復の進行具合に応じて制御されていた。骨折部特異的に細胞を集め、タイミング

良く働かせるメカニズムには組織の炎症が関連していると考えられた。 
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図表 

Fig. 2-1 骨折修復過程の模式図 

文献[3]をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 炎症期。骨折直後には、骨組織だけでなく、骨膜、骨髄、血管を含んだ周囲の軟組織

損傷を伴う。血管の破壊による出血は骨折部に血腫を形成する。血腫の中にはマクロ

ファージなどが浸潤し、壊死組織などの除去を行う。 

(B) 軟骨性仮骨形成期。骨膜や血流、周辺の軟組織に由来する間葉系幹細胞が軟骨細

胞に分化し、骨折部を覆うこぶ状の組織である軟骨性仮骨を形成する。骨折した皮質

骨の表面では、骨芽細胞による膜性骨化が生じ繊維骨を形成する。 

(C) 硬骨性仮骨形成期。軟骨細胞は血管の浸潤と共に細胞死し、内軟骨性骨化によって

石灰化組織に置き換わる。はじめにできる骨は繊維骨と呼ばれ、石灰化はしているもの

の、コラーゲン繊維の走行が乱れているなど、構造上強度が弱い骨である。 

(D) リモデリング期。破骨細胞による骨吸収と、骨芽細胞による骨形成を繰り返すことで、繊

維骨は層状構造を持った構造上強度の強い骨に置き換わる。  
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Fig. 2-2 鰭条の構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) メダカの成魚の尾ヒレ。メダカの尾ヒレは薄く透明であり、分節を持った骨組織である鰭

条を持つ。 

(B) 鰭条の横断面切片のメチレンブルー染色画像。点線での拡大図を a, bに示す。鰭条は

一対の瓦上の骨から成る。鰭条の表面は一層の扁平な細胞で覆われていた(矢頭)。 

(C) Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の鰭条の蛍光画像。osterix陽性骨芽細胞は鰭条の表

面と縁に観察されたが、TRAP陽性の破骨細胞の存在は認められなかった。 

(D) 鰭条の横断面切片の TRAP活性染色画像。TRAP活性染色陽性の細胞は尾ヒレの鰭

条周辺では観察できなかった。 

(E) 鰭条の横断面切片の ALP活性染色画像。鰭条の内部の動脈と両端の静脈において

内在性ALP活性が検出されたが(矢頭)、ALP活性を示す骨芽細胞は鰭条表面では観

察されなかった。 

スケールバーはそれぞれ 1 mm (A)、100 m (B-E)を示す。  
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Fig. 2-3 鰭条における骨芽細胞の局在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Tg (osterix: GFP)の共焦点レーザー顕微鏡による重ね合わせ画像。ALCで骨を赤く染

色した。osterix陽性骨芽細胞は鰭条の縁と表面で観察できた。 

(B) 立体構築画像から作成した(A)の破線部での横断面図。osterix陽性骨芽細胞は、鰭条

の縁に多く存在し(矢頭)、その他は鰭条の外側表面に点在していた(矢印)。 

(C) Tg (osteocalcin: DsRed)の共焦点レーザー顕微鏡による重ね合わせ画像。カルセインに

より骨を緑に染色した。osteocalcin陽性骨芽細胞は鰭条の表面でのみ観察できた。 

(D) 立体構築画像から作成した(C)の破線部での横断面図。osteocalcin陽性骨芽細胞は、

鰭条の外側表面に点在していた(矢印)。 

(E) Tg (osterix: GFP, osteocalcin: DsRed)の共焦点レーザー顕微鏡による重ね合わせ画像。

一部の osterix陽性細胞は共に osteocalcinを発現していた(矢頭)。osteocalcin単独陽

性の骨芽細胞は観察できなかった。 

スケールバーはそれぞれ 1 mm (A)、100 m (B-E)を示す。  
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Fig. 2-4 尻ビレ乳状突起における骨リモデリング 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 尻ビレの乳状突起。鰭条の側面から突起状の骨組織が伸びている。 

(B) Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の共焦点レーザー顕微鏡による重ね合わせ画像。

ALCで骨を染色し白で示した。TRAP陽性の破骨細胞は乳状突起の先端部と根元部

分に局在していた(矢頭)。一方、osterix陽性の骨芽細胞は、尾ヒレの鰭条と同様に鰭

条の外側表面と縁に局在しているほか、乳状突起の先端部でも観察できた(矢印)。破

骨細胞は、骨芽細胞の少ない乳状突起に多く存在していた。 

(C) (B)の破線部での横断面切片の TRAP活性染色。内在性 TRAP活性は乳状突起の先

端と根元で観察できた(矢頭)。 

スケールバーはそれぞれ 500 m (A)、100 m (B)、200 m (C)を示す。  
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Fig. 2-5 尾ヒレの鰭条の模式図と骨折方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) メダカの尾ヒレの鰭条の矢状面図。鰭条は分節性を持った一対の骨組織で、鰭条の内

部と外部の両端に血管を持つ。内側のものが動脈で、外側両端のものが静脈である。

動脈と静脈は、一対の鰭条の間を通る血管によって一部繋がっている。 

(B) (A)の破線での横断面図。中心部を通る血管が動脈で、両脇のものが静脈である。骨芽

細胞は鰭条の縁と外側表面に局在する。 

(C) 骨折方法の模式図。太さおよそ 30 mのガラスキャピラリを用い、顕微鏡下で片側の鰭

条に押し当て、骨折させた。残る片側は骨折させずに残した。 
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Fig. 2-6 骨折修復過程での骨軟骨線色 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折直後の両側の鰭条。メダカの鰭条はアリザリンレッド陽性であるが、アルシアンブル

ー陰性であった。骨折直後は折れた骨は離ればなれになっており、一対の鰭条を分離

することはできなかった。 

(B) 骨折後 4日目の片側の鰭条。アルシアンブルー陽性の軟骨様組織(矢印)によって、骨

折によって分離した鰭条は繋がっていた。骨断片は鋭くとがっている(矢頭)。 

(C) 骨折後 8日目の片側の鰭条。アルシアンブルー陽性の軟骨様組織は一部がアリザリン

レッド陽性組織に置き換わっていた(矢印)。骨断片は丸みを帯び、新生骨に取り込まれ、

骨折修復時に観察されるこぶ状の骨組織である仮骨を形成した。 

(D) 骨折後 12日目の片側の鰭条。仮骨はアリザリンレッド陽性組織に置き換わり、アルシア

ンブルー陽性組織は観察できなくなった(矢印)。仮骨の表面には凹凸が見られた。 

(E) 骨折後 24日目の片側の鰭条。仮骨の表面は丸みを帯びなめらかな骨の輪郭を回復し

た。 

スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。  
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Fig. 2-7 骨芽細胞と破骨細胞の 3次元経時観察 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目。TRAP陽性の破骨細胞は、特に骨断片の鋭い部分に局在していたが

(矢頭)、鰭条内部では観察できなかった。osterix陽性の骨芽細胞は、骨断片上からは

消失したが、折れた骨の骨端部分で他の部分に比較して多く観察された。 

(B) 骨折後 5日目。破骨細胞は一部骨断片に残っているものも存在したが(矢頭)、3日目よ

りも減少していた。骨芽細胞は離れた鰭条を繋ぐように骨折部に集まった(矢印)。 

(C) 骨折後 7日目。破骨細胞はほぼ消失した。骨芽細胞は、骨折部全体に広がり、仮骨様

の分布を示した。 

(D) 骨折後 9日目。鰭条の内部で破骨細胞が観察された(矢頭)。骨芽細胞は骨断片を完

全に取り込む形に分布した。 

(E) 骨折後 15日目。破骨細胞が仮骨の内外の広い範囲で観察された。一方、骨芽細胞の

数は減少した。 

(F) 骨折後 25日目。仮骨の輪郭はなめらかになり、破骨細胞はほぼ消失した。骨芽細胞の

数は、骨折前と同様にわずかしか観察できなかった。 

破線部での横断面を下に示している。スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。  
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Fig. 2-8 初期破骨細胞誘導ステージでの組織解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目における、Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の横断面切片。骨折部分をア

スタリスクで、破線の拡大図を a, b, cに示した。TOPRO3による核染色を行い核が白で

示されている。TRAP陽性破骨細胞は骨断片周囲で多く観察された(上図, 白矢頭)。ま

た、一部の破骨細胞は骨断片から離れた血管周囲の位置に局在していた(a-c, 黄矢

頭)。破骨細胞の中には複数の核を持ったものも確認された(a-c, 青矢頭)。一方、

osterix陽性骨芽細胞は骨断片付近の鰭条表面に円弧状に局在していた(上図, 白矢

印)。また、骨折していない側の鰭条の内側表面で osterix陽性骨芽細胞が観察できた

(b, 黄矢印)。 

(B) (A)と同一の切片での TRAP活性染色。TRAP-DsRed陽性細胞と内在性 TRAP活性染

色陽性細胞は一致していた。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A, B)、10 m (a, b, c)を示す。 
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Fig. 2-9 後期破骨細胞誘導ステージでの組織解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 11日目における、Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の横断面切片。骨折した側

の鰭条をアスタリスクで、破線の拡大図を a, b, cに示した。TOPRO3による核染色を行

い核が白で示されている。TRAP陽性破骨細胞は仮骨周囲で多く観察された(上図, 白

矢頭)。一部の破骨細胞は仮骨から離れた位置の血管周囲に局在していた(a, b, c, 黄

矢頭)。破骨細胞の中には複数の核をもったものも確認された(a, b, c, 青矢頭)。osterix

陽性骨芽細胞は仮骨の周囲に局在していた(上図, 白矢印)。また、骨折をしていない

側の鰭条の内側でも osterix陽性骨芽細胞が観察できた(a, b, c, 黄矢印)。 

(B) (A)と同一の切片での TRAP活性染色。TRAP-DsRed陽性細胞の局在と類似したパタ

ーンで内在性 TRAP活性染色像が得られた。TRAP活性染色の方が広範囲に検出さ

れた。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A, B)、10 m (a, b, c)を示す。 
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Fig. 2-10 電子顕微鏡による初期破骨細胞の形態解析 

東京医科歯科大学 高野吉郎 博士より提供 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目における Tg (TRAP: GFP)の蛍光画像。 

(B) (A)の破線での超薄切片における透過型電子顕微鏡撮影像。左下写真の矢印で示す

骨断片を bで示し、核をNで示している。多核化破骨細胞(赤破線)と単核破骨細胞(黄

色破線)が観察された。 

(C) (B)の拡大画像。多核･単核どちらの破骨細胞もミトコンドリア(m)を豊富に含んでいる。

骨断片との間には、明帯と波状縁の形成は見られなかった。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A, B 左下図)、10 m (B)、2 m (C)を示す。 
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Fig. 2-11 電子顕微鏡による後期破骨細胞の形態解析 

東京医科歯科大学 高野吉郎 博士より提供 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 12日目における Tg (TRAP: GFP)の蛍光画像。 

(B) (A)の破線での超薄切片における透過型電子顕微鏡撮影像。仮骨を cで示し、明帯を

cz、核を Nで示している。後期破骨細胞において、細胞質はミトコンドリアに富み、明帯

を形成して仮骨に接着していた。 

(C) (B)の拡大画像。後期破骨細胞において顕著な波状縁の形成は見られなかったが、細

胞膜が陥入し折り重なっている波状縁様の構造が形成されていた(アスタリスク)。 

(D) 左下画像の破線で示す骨吸収領域の拡大画像。骨吸収窩(アスタリスク)ではリン酸カ

ルシウム結晶が薄くなり、破骨細胞による脱灰が生じていた。核を N、ミトコンドリアを m

で示す。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A)、1 m (B, C)、500 nm (D)を示す。  
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Fig. 2-12 血管周囲での破骨細胞分化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 1日目におけるTg (FLI1: GFP, TRAP: DsRed)の蛍光画像。初期破骨細胞が血

管の周囲で観察された(矢頭)。また、骨折部位周囲で血管新生が生じていた(矢印)。 

(B) 骨折後 3日目。初期破骨細胞の多くは骨断片周囲に集まった(矢頭)。 

(C) 骨折後 7日目。後期破骨細胞が血管の周囲で観察された(矢頭)。 

(D) 骨折後 12日目。後期破骨細胞は仮骨周囲を覆うように集まった。初期破骨細胞は鰭

条の内部にはほとんど局在しないのに対し、多くの後期破骨細胞が鰭条の内部に局在

していた。 

破線部の拡大画像を右に示している。スケールバーはそれぞれ 100 m (A-D)、10 m 

(A-D a, b)を示す。 
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Fig. 2-13 血管周囲の破骨細胞の 3次元画像解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 4日目におけるTg (FLI1: GFP, TRAP: DsRed)の蛍光画像。静脈周囲の初期骨

芽細胞を共焦点レーザー顕微鏡により撮影し、立体構築を行った。破骨細胞は血管内

皮細胞の外側表面で観察されたが、血管内皮細胞で囲まれた血管の内部では観察さ

れなかった。 

(B) 骨折後 16日目における Tg (FLI1: GFP, TRAP: DsRed)の蛍光画像。血管周囲の後期

破骨細胞を共焦点レーザー顕微鏡により撮影し、立体構築を行った。破骨細胞は仮骨

の周囲に加え、鰭条の内外の血管周囲で観察された。 

(C) (B)の破線での横断面画像。破骨細胞は血管内皮細胞表面で観察されたが、その局在

は骨折した鰭条がある側に偏っていた。 

スケールバーはそれぞれ 50 m (A)、200 m (B)、100 m (C)を示す。 
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Fig. 2-14 血管周囲の破骨細胞の組織解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目における Tg (FLI1: GFP)の蛍光画像。破線での水平切片を(C)に示す。 

(B) 骨折後 9日目。破線での水平切片を(D)に示す。 

(C) (A)の破線での水平切片。蛍光画像は核を DAPIで染色し青で示した。同一切片で

TRAP活性染色を行い、蛍光画像と重ね合わせたものを右に示している。内在性

TRAP活性陽性の初期破骨細胞は、FLI1陽性の血管内皮細胞表面で観察され(矢頭)、

血管の内部では見られなかった。 

(D) (B)の破線での水平切片。(C)と同様に、蛍光画像、同一切片での TRAP活性染色、そ

して、重ね合わせ画像を示している。内在性 TRAP活性陽性の後期破骨細胞も、FLI1

陽性の血管内皮細胞表面で観察され(矢頭)、血管の内部では見られなかった。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A-D)を示す。  
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Fig. 2-15 骨折修復過程での RANKL発現の半定量 RT-PCR解析 

 

 

 

 

 

骨折後 0～11日目における、半定量 RT-PCRによるRANKL発現変化。RANKLは定常状

態でも発現しているが、骨折後、徐々に発現が増加し、骨折後 3日目で極大となった。その

後、RANKL発現は減少するが、骨折後 9日目から 11日目でRANKL発現は再び増加し、

定常状態に近い発現になった。 
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Fig. 2-16 骨折修復初期における骨芽細胞誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 12時間での Tg (osterix: GFP)の蛍光画像。もともと鰭条の表面に局在していた

osterix陽性骨芽細胞は、骨断片状では消失した(アスタリスク)。骨折部に隣接する鰭条

では、定常状態と同様に、鰭条表面と縁で骨芽細胞が観察できた(矢印)。 

(B) 骨折後 24時間。骨折部に隣接する鰭条表面に存在していた骨芽細胞は、骨折部方向

に長細く伸びた楕円状の形状になった(矢印)。また、骨折部に隣接する鰭条表面では

骨芽細胞が増加していた。 

(C) 骨折後 48時間。骨折した骨の骨端部分で骨芽細胞が観察された。この部分の骨芽細

胞は、定常状態と同じ円形の細胞であった(b, 矢頭)。前後の鰭条表面の骨芽細胞は

長細く伸び骨折部に向かい、数は減少していた(a, 矢印)。骨断片状では骨芽細胞は

観察できなかった(アスタリスク)。 

(D) 骨折後 72時間。鰭条から離れた骨断片状にも骨芽細胞が観察された(b, 矢印)。隣接

する鰭条では骨芽細胞がほとんど観察されなくなっていた(a, アスタリスク)。 

破線部の拡大画像を右に示している。スケールバーはそれぞれ 100 m (A-D)、10 m 

(A-D a, b)を示す。  
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Fig. 2-17 骨折修復過程での COX-2発現の半定量 RT-PCR解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 0～24時間における、半定量 RT-PCRによる COX-2発現変化の解析。COX-2発現は

骨折後 12時間後において一過的に上昇し、骨折後 24時間までに急激に減少した。 

(B) 0～11日における、半定量 RT-PCRによるCOX-2発現変化の解析。COX-2は骨折後 1

日目で骨折前より減少したが、骨折後 3日以降、再び発現が上昇した。 
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Fig. 2-18 トランスジェニックメダカ Tg (COX-2: GFP)の作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) トランスジェニックメダカ作製のための DNAコンストラクトの模式図。COX-2遺伝子上流

の約 2600bpをプロモーター領域としてクローニングしGFP配列をつなげた。メダカに組

み込む領域は、メガヌクレアーゼ I-SceI切断領域で挟んだ。 

(B) ふ化後3日のTg (COX-2: GFP)を腹側から観察した蛍光画像。鼻腔に非特異的なGFP

発現が見られた(アスタリスク)。 

(C) ふ化後 3日の Tg (COX2: GFP)に対する、COX-2発現活性化剤(TPA)処理。薬剤処理

後 12時間において、口(mouth)と鰓(gill)で GFP発現誘導が観察できた(矢頭)。 

スケールバーはそれぞれ 200 m (B-C)を示す。 
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Fig. 2-19 COX-2発現活性化剤処理による COX-2発現誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) COX-2発現を誘導する薬剤(TPA)を処理したふ化後 3日目の稚魚における、COX-2発

現の半定量 RT-PCRによる発現解析。コントロール群においても定常状態の弱い発現

が観察できるが、薬剤処理群において COX-2発現が著しく増加した。 

(B) COX-2発現を誘導する薬剤(TPA)を処理したふ化後 3日目の Tg (COX2: GFP)稚魚に

おける、COX-2発現と GFP発現の RNA in situ hybridizationによる解析。コントロール

群において、COX-2発現は見られないが、薬剤処理群において、口と鰓で COX-2発

現と GFP発現が検出された。 
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Fig. 2-20 骨折修復における COX-2発現誘導解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折直後の Tg (COX-2: GFP)の蛍光画像。COX-2発現を示すGFP陽性細胞はほとん

ど見られなかった。 

(B) 骨折後 3日目。GFP陽性細胞が骨折部前後で観察された(矢頭)。 

(C) (B)の破線での横断面切片。GFP陽性細胞は鰭条の中心部の血管周囲で観察された。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A-C)を示す。 
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Fig. 2-21 骨折修復における COX-2発現の 3次元画像解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目における Tg (COX-2: GFP)の共焦点レーザー顕微鏡による重ね合わせ

画像。立体構築し、破線での横断面図を下に示す。骨を ALCで染色し赤で示した。

GFP陽性細胞は骨折部の前後の鰭条の内側に局在していた(矢頭)。 

(B) Tg (FLI1: DsRed)作製のための DNA コンストラクトの模式図。FLI1遺伝子上流の約

4600bpをプロモーター領域としてクローニングし DsRed配列をつなげた。メダカに組み

込む領域は、メガヌクレアーゼ I-SceI切断領域で挟んだ。 

(C) 骨折後3日目におけるTg (COX-2: GFP, FLI1: DsRed)の共焦点レーザー顕微鏡による

重ね合わせ画像。立体構築し、破線での横断面図を下に示す。GFP陽性細胞は血管

内皮細胞の表面に局在していた。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A, C)を示す。 
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Fig. 2-22 COX-2活性阻害下での破骨細胞と骨芽細胞の誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目における Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の蛍光画像。コントロール群と

薬剤処理群ともに初期破骨細胞が誘導された(矢頭)。 

(B) 骨折後 5日目。コントロール群と薬剤処理群ともに初期破骨細胞は消失した。 

(C) 骨折後 11日目。コントロール群に比較して、薬剤処理群では後期破骨細胞誘導の著し

い減少が見られた(矢頭)。 

(D) 破骨細胞(A, C)と骨芽細胞(B)の領域を定量しグラフにした(破骨細胞: 左, 骨芽細胞: 

右)。初期破骨細胞は薬剤処理群で増加する傾向にあったが有意な差は見られなかっ

た。また、骨芽細胞領域にも有意な差は見られなかった。後期破骨細胞領域において

のみ有意な差が見られた。(control: n=3, cay10404: n=4, asterisk: p < 0.05) 

(E) 骨折後 25日目における骨軟骨染色。COX-2阻害剤処理群は、骨折した骨断片がなめ

らかにならないまま、いびつな骨折修復が観察された(矢頭)。 

スケールバーはそれぞれ 100 m (A-C, E)を示す。  
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Fig. 2-23 PGE2受容体発現の半定量 RT-PCRによる解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 尾ヒレにおける PGE2受容体発現の半定量RT-PCR解析。定常状態において、EP-1a、

EP-1b、EP-2、EP-4a、EP-4bが発現していた。このうち、EP1a、EP2、EP4bが高発現して

いた。 

(B) 骨折修復過程での EP-2および EP-4bの発現変化。EP-2と EP-4aの発現には大きな変

化が見られなかったが、EP-4bが修復に伴い発現上昇していた。 
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第 3章 炎症性サイトカイン TGFの骨折修復における機能 

3.1. 序論 

3.1.1. 骨代謝における TGFの働き 

 トランスフォーミング成長因子(TGFは炎症に応答して分泌されるサイトカインの一つで

あり、発生の過程においても、細胞の分化、増殖、遊走を刺激する重要な働きがある。骨代

謝においては、骨形成と骨吸収の両方を制御する働きが知られている。特に、骨質に豊富

に含まれる潜在型 TGFは、破骨細胞の骨吸収によって放出され、骨形成を制御すると考

えられている(Fig. 3-1A)。そのため、典型的なカップリングファクターの一つとして TGFは研

究されてきた。最近では、TGFを標的とした骨疾患の創薬研究も行われている。しかしなが

ら、TGFの働きは広範囲かつ複雑で、生体内での TGFの正確な働きはよくわかっていな

い。 

in vitroにおける TGFの働き 

 骨芽細胞の培養系において、TGFは骨芽前駆細胞の増殖と遊走を促進する[71, 72]。但

し、TGFは骨形成タンパク質 2(BMP-2)のように間葉系幹細胞を分化させる能力はなく、骨

芽細胞系細胞に限定した働きをもつ[73]。骨形成能に関しては、TGFにより細胞外マトリッ

クスの分泌が増加し、類骨形成が促進する[74]。一方で、骨芽細胞の最終分化に対しては、

TGFは抑制的に働き、骨の石灰化とオステオカルシン発現を阻害する[75]。骨芽細胞の分

化に伴い TGF受容体の発現が減少し[76]、TGFが BMP-2のアンタゴニストとして働いて

いるためと考えられている[77]。 

 骨髄由来の培養細胞において、破骨前駆細胞と骨芽細胞系の細胞が共存しているとき、

TGFは骨芽細胞に働きかけ破骨細胞分化を制御する。低濃度の TGFでは、骨芽細胞由

来のオステオプロテグリン(OPG)に対する Receptor activator of NFB ligand (RANKL)の割

合が増加し、さらにマクロファージコロニー刺激因子(M-CSF)の発現が上昇することで破骨
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細胞分化を促進する[78]。逆に、高濃度の TGFでは、RANKLおよびM-CSFの発現が減

少し、OPGの発現が上昇することで、破骨細胞分化を抑制することが報告されている[78]。 

 間接的に破骨細胞分化に関与するだけでなく、破骨細胞に対する TGFの直接的な作用

も報告されている。RANKLおよびM-CSFの存在下で破骨細胞を培養する実験系において、

TGFは破骨前駆細胞のRANKL受容体(RANK)発現を上昇させ、破骨細胞分化を促進す

る。一方で、成熟破骨細胞はTGFによって細胞死が引き起こされる[79]。これは、骨吸収に

より多量の TGFが放出された際の負のフィードバックとして作用していると考えられている

[9]。 

 以上のような、細胞培養での TGFの働きは、骨代謝に対して重要な働きを持っていること

は確かである。しかし、濃度や培養条件の違いで異なった実験結果も報告されていることか

ら、骨に対する作用を正しく理解することが困難になっている。 

in vivoにおける TGFの働き 

 生体内において TGFの投与は、一般的に骨質周辺での骨形成を誘導する[9]。BMP投

与が間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化誘導によって異所性骨化を誘導するのに対し、

TGF投与は骨芽細胞系細胞の存在する場所でしか骨形成を誘導しない。このため、骨形

成に対する TGFの働きは骨芽細胞系細胞に限られると考えられている。TGFはエストロゲ

ン産生の減少している卵巣摘出マウス[80]、または、ビタミン D不足マウスで減少し[81]、副

甲状腺ホルモン(PTH)投与マウスにおいて増加する[82]。このことから、骨代謝の制御因子

の多くの働きに TGFを介した骨代謝制御も関連していることが示唆されている。 

 TGF投与実験とは異なり、骨芽細胞で TGFを過剰発現させたマウスにおいては、骨のリ

モデリングの抑制と骨粗鬆症様の表現系が報告されている[83]。また、TGF受容体のリガン

ド結合部だけを骨芽細胞で過剰発現させ TGFシグナルを阻害したマウスにおいて、骨吸

収の抑制による骨形成の促進が報告されている[84]。このように、少なくとも骨芽細胞におけ
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る TGFの発現と TGFシグナルが破骨細胞と骨芽細胞の相互作用に関与していると考えら

れている。 

 生体内においては、複数の細胞集団が同時に存在し、TGFの働きは、適用する組織や

濃度、実験系の条件によって異なる。そのため、生体内において TGFが骨代謝を制御す

る正確なメカニズムはよくわかっていない。 

TGFの 3つのアイソフォーム 

 TGFの働きの理解をより困難にしているのが、複数の TGFアイソフォームの存在である。

哺乳動物においては、3種類のTGF (TGF-1～3)が知られている。これらの受容体は共通

しており、I型受容体と II型受容体がヘテロ 4量体を形成し、smad またはMAPキナーゼ

(MAPK)を介して遺伝子の転写を制御する(Fig. 3-1B)[9]。 

TGF-1は骨質中に最も多く存在しているTGFであり、骨代謝において最も重要であると

考えられている[74]。TGF-1の欠損マウスは重篤な感染症で早期胎生致死であり、TGF-1

欠損マウスが初めて作製された当初は骨格系の表現系は報告されていなかった[85]。この

マウスは免疫応答を抑制することで生存し、後に骨の成長と石灰化、骨の強度の減少が見

られることが明らかになった[86, 87]。TGF-2 もまた、遺伝子欠損によって骨格に表現系が

現れる。TGF-2欠損マウスは、心臓、肺、目、耳など広範囲にわたる発生異常で出生前致

死となるが、致死以前に顔面骨や脊椎骨、長骨など多くの骨の奇形が生ずる[88]。これに対

し、TGF-3の欠損マウスは肺の発生異常によりやはり胚性致死であるが、骨格系組織に対

する顕著な表現系が見られない[89]。 

骨の発生過程において、TGF-3は軟骨形成の際に増殖軟骨細胞で高発現し、徐々に

発現が減少する[90]。一方で、TGF-1は増殖軟骨細胞と一部の肥大軟骨細胞で発現し、

TGF-2は成長板全域の肥大軟骨細胞や石灰化軟骨細胞周辺で発現することが報告され

ている[91]。このように、骨形成においてTGF-1とTGF-2の働きが重要であると考えられる

が、それぞれの機能の違いはわかっていない。 
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3つのTGFアイソフォームは、共通の受容体を持ち、in vitroにおいてはそれぞれの機能

はほとんど違いがないと報告されている[92]。しかしながら、興味深いことに、ノックアウトマウ

スの表現系や遺伝子発現パターンが異なること、それぞれのアイソフォームが一部でしか相

補的に働かないことから、生体内においては 3つの TGFアイソフォームはそれぞれ違った

機能を持っていると示唆されている[9]。 

骨折修復における TGF 

 骨折修復においては、TGF-1は修復の過程で恒常的に発現する一方で、TGF-2 と

TGF-3は軟骨性の仮骨が形成する時期に一過的に発現上昇することが、遺伝子発現解

析によって報告され、TGF-2 と TGF-3が骨折修復において重要であることが示唆されて

いる[93]。しかしながら、骨折修復過程での TGFの組織内での局在は報告されておらず、

その正確な役割がわかっていない。また、修復過程でどの細胞が発現しているのかも調べら

れていない。 

3.1.2. TGF活性化メカニズム 

2つの潜在型 TGF 

 細胞内で作られた TGFのうち、一部は Short Latent TGF complex (SLC)として分泌され、

一部は細胞内で TGF結合タンパク質(LTBP)と結合し、Large Latent TGFcomplex (LLC)

として分泌される(Fig. 3-2)[74]。LLCは LTBP を介して細胞外マトリックスと結合し組織に保

持される。骨質に保持されている TGFの多くは LLCであると考えられる。いずれの潜在型

TGFも、TGFの latency associated peptide (LAP)ドメインが切り離され、活性型 TGFが放

出されなければ受容体に結合することはできない。 

MMPによる潜在型 TGFの活性化 

TGFもその受容体も生体内では広範囲の細胞が発現しているが、シグナルを受け取る

場所には特異性がある。これは、潜在型 TGF活性化メカニズムに起因する。TGF活性化
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メカニズムは主に in vitroの実験系で研究されてきた。潜在型 TGFの活性化メカニズムとし

て、MMPなどタンパク質分解酵素による LAPの分解や、Thronbospondin-1 (TSP-1)やイン

テグリンなど細胞表面タンパクとの相互作用による LAP構造変化に伴う、活性型 TGFの放

出が挙げられる(Fig. 3-2)[94]。また、低 pH環境が in vitroにおいて、潜在型TGFの活性化

を引き起こすことも報告されている[95]。このことは、タンパク質分解酵素を分泌するだけで

なく、低pH環境を作り出す破骨細胞が骨質中の潜在型TGF活性化に寄与すると考えられ

ている根拠の一つとなっている。 

 マトリックス中の潜在型 TGFは plasminや elastase、MMPによるマトリックスの分解によっ

て水溶性の LLCとして放出される[94]。LLCはTSP-1を介して直接、活性型TGFに代謝さ

れる他、plasminや elastase、MMPによって LTBPが分解されることで、細胞から直接分泌さ

れる潜在型 TGFと同じ SLCになる。MMPのうち LTBPの分解に関与するのは、MMP-3 と

MMP-9である[96, 97]。SLCの分解には、plasminや elastaseに加え、MMPが寄与する。

MMPのうち SLCの LAP ドメインの分解には、MMP-2 とMMP-9が直接的に[97]、膜型

MMP-1 (MT1-MMP)はインテグリンとの共同作用により、LAPを分解する[98]。MT1-MMP

は、組織内在性MMP阻害因子 2(Tissue inhibitor of MMPs-2: TIMP-2)を介して潜在型

MMP-2の活性化にも関与している(Fig. 3-3)[99]。 

3.1.3. メダカ骨折修復モデルを用いた TGF機能解析の意義と目的 

TGF研究の問題点 

TGFは骨形成と骨吸収両方の働きに関わっており、骨代謝研究において最も重要な因

子の一つである。しかしながら、現在知られている発生過程における TGFの発現や働きに

関する知見は、1990年～2000年前後までに行われた研究に基づいており、最近では

TGF研究の新しい成果はほとんど得られていない。また、TGFは炎症に応答して産生さ

れるサイトカインの一つでもあり、骨組織の損傷である骨折修復においても重要な働きをし

ていると考えられるが、骨折修復における TGFの働きはほとんど解明されていない。この原
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因として、TGFは様々な細胞集団に作用することに加え、骨折に伴う重篤な組織の炎症が、

骨修復に特異的な TGFの作用解析を阻害していることが考えられる。 

メダカ骨修復モデルの利点と本研究の目的 

前章で述べたように、メダカの尾ヒレは鰭条、上皮、間充織、血管、神経という単純な組織

構造を持っている。このことに加え、骨代謝に関わる細胞は骨芽細胞と破骨細胞に限定され、

骨細胞や軟骨細胞の関与を考慮する必要がない。また、哺乳動物を用いた骨折修復モデ

ルでは軟組織を含む広範囲な組織損傷により重篤な炎症が起こるが、メダカ骨折修復モデ

ルは、周囲の軟組織がほとんど損傷しない骨組織特異的な細胞応答を、生きたまま観察す

ることができる。このような点で、メダカ骨折修復モデルは、TGFの機能解析に非常に有用

であると考えられる。 

さらに、もう一つの骨修復モデルとしてメダカのヒレ再生モデルにおいても、TGFの働き

を検討し比較した。メダカの鰭条内部において潜在型 TGFが保持されているかは明らかで

はないが、一般に TGFは、骨基質中に潜在型として保持されているといわれている。その

ため、それらの放出と活性化もまた骨代謝制御に関連する。メダカのヒレは再生能力を有し

ており、ヒレの切断後数週間で骨組織を含めたすべての組織が再生する[17]。この実験系

では、損傷前の組織がすべて失われていることから、骨組織に潜在するかもしれない TGF

の働きを除外して骨修復による影響を考察できると考えた。 

本研究では、メダカ骨折修復実験系を、ヒレ再生における骨修復と比較しながら、骨折修

復時に分泌される TGFが骨修復にもたらす働きを明らかにすることを目的とした。 
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3.2. 結果 

3.2.1. 骨修復における TGFの発現 

 メダカには、哺乳動物と相同な 4種類の TGFアイソフォーム(TGF-1, TGF-2, TGF-3a, 

TGF-3b)が存在する。TGFは、哺乳動物の骨折修復では、仮骨形成期に発現すると報告

されているので、骨芽細胞の骨折部への集合とそれに伴う仮骨形成が始まる骨折後 3 日で、

RNA in situ hybridizationによるTGFの発現解析を行った。その結果、TGF-2のみの発現

が骨折部で観察できた(Fig. 3-4, 矢印)。その発現パターンは、その後の修復過程での骨芽

細胞の局在に類似していた(2章参照)。TGF-2発現は、骨折後3日ですでに骨折部を覆っ

ており、この時期にすでに骨芽細胞系の細胞が骨折部に集まっていると考えられた。 

 さらに、メダカヒレ再生での TGF発現も RNA in situ hybridizationで検討した。その結果、

再生組織の先端に作られる間葉系組織である再生芽部分では、すべての TGFアイソフォ

ームが発現していたが(Fig. 3-5)、興味深いことに、骨修復部位では TGF-2のみの発現が

観察された(Fig. 3-5, 矢印)。 

 どちらの骨修復の系においても、TGF-2の発現は鰭条の外側でのみ発現していた。骨折

修復の系においては、骨形成は鰭条の外側方向にのみ起こることから(2章参照)、TGF-2

の発現領域は骨形成が起こる領域に一致している。以上の結果から、他の 3つのTGFアイ

ソフォームではなく、骨形成領域での TGF-2の分泌が骨折修復において働いていることが

示唆された。 

3.2.2. メダカ尾ヒレにおける未熟骨芽細胞の局在 

 osterix陽性骨芽細胞は隣接する鰭条の表面からも移動してくるが、骨折後 3日頃から急

激に数が増加することから、osterix を発現しない未熟な骨芽細胞も骨折部に集まっており、

骨折部で osterix陽性に分化していることが示唆されていた(2章参照)。 

 そこで、より未熟な骨芽細胞の局在を調べるため、10型コラーゲン(COLX)プロモーター下

流でGFPが発現するTg (COLX: GFP)を用いた。COLXは、哺乳動物では肥大軟骨細胞マ
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ーカー遺伝子であるが、メダカにおいては未熟な骨芽細胞が発現していることが報告されて

いる[16]。組織切片を作製し、発現細胞を観察した結果、osterix陽性細胞は鰭条の縁に多

く局在し(Fig. 3-6A, 矢頭)、また鰭条の外側表面に点在しているのに対し(Fig. 3-6A, 矢印)、

COLX陽性骨芽細胞は鰭条の内側表面を覆っていた(Fig. 3-6B, 矢頭)。さらに、COLX陽

性骨芽細胞は鰭条の外側表面にも点在しており(Fig. 3-6B, 矢印)、これらは osterix と共陽

性であると考えられた。これらの結果から、鰭条の内側には COLX単独陽性の未熟骨芽細

胞が、鰭条の縁と外側には COLX と osterix共陽性の骨芽細胞が局在していることが明らか

になった(Fig. 3-6C)。 

 骨折修復における COLX陽性骨芽細胞と osterix陽性骨芽細胞の局在を比較するため、

Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)を用いて、組織切片を作製した。骨折部で osterix陽性骨

芽細胞が増加し始める骨折後 3日目において、COLX と osterix共陽性骨芽細胞は骨折し

た鰭条の骨端部分で観察されたが(Fig. 3-7, 矢頭)、COLX陽性細胞は骨折部のより広い範

囲に局在しており、COLX単独陽性の未熟骨芽細胞も骨折部で観察できた(Fig. 3-7, 矢印)。

さらに、骨形成が行われる骨折後 7日目において、COLXと osterix共陽性骨芽細胞は骨形

成が行われている仮骨外側表面で観察されたが(Fig. 3-7B, 矢頭)、仮骨の内側表面で観

察された骨芽細胞のほとんどは COLX単独陽性の未熟骨芽細胞であった(Fig. 3-7B, 矢

印)。 

 以上の結果から、鰭条表面にいるCOLX陽性の未熟骨芽細胞は骨折部で osterix陽性細

胞に分化することが示唆された。骨折後 3日における COLX陽性骨芽細胞の局在は

TGF-2の局在と類似しており(Fig. 3-4, 矢印)、TGF-2を発現する細胞も骨芽細胞系の細

胞であると考えられる。また、osterixは骨形成する側でのみ発現することから、骨形成能の

獲得には osterix陽性に分化する必要があることが示唆された。 

3.3.3. 骨芽細胞の細胞移動と細胞増殖 

 隣接する鰭条表面の osterix陽性骨芽細胞は骨折部に移動する(2章参照)。同様に、鰭条

表面にいる COLX陽性細胞が骨折部へ移動するのかどうかを検討した。Tg (COLX: GFP)
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のヒレを骨折させ、3時間に 1度の頻度で共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察し、取得画

像から動画を作成した(動画データは報文目録 2を参照)。骨折直後は大部分の COLX陽

性骨芽細胞は円形の形状をしていたが(Fig. 3-8A)、骨折後 24時間では楕円形の形状に変

化した(Fig. 3-8B)。骨折部での COLX陽性骨芽細胞の数は徐々に増加し、骨の切断によっ

て離れていた細胞の局在も骨折後 48時間でつながった(Fig. 3-8C)。細胞の移動は引き続

き起こり、骨折後72時間では骨断片の上にもCOLX陽性骨芽細胞が観察できた(Fig. 3-8D, 

矢頭)。osterix陽性骨芽細胞は骨折後 72時間で急激に増加したが(2章参照)、COLX陽性

骨芽細胞の増加は徐々に起こったことから、骨折部へ移動した COLX陽性細胞が急激に

osterix陽性に分化することが示唆された。 

 さらに、骨折部における骨芽細胞の増加に細胞増殖が寄与するかどうかを、骨折後 1日目、

3日目、5日目において、固定前 7時間の BrdU取り込みを行い検証した。最も BrdUを多く

取り込んだのは骨折後 1日目であり、その後 BrdUの取り込みは徐々に減少した(Fig. 3-9)。

骨折後1日目では、上皮や間充織でBrdU陽性の細胞が観察でき、骨折部に隣接する鰭条

表面の COLX陽性骨芽細胞の一部でも BrdUの取り込みが観察されたが(Fig. 3-9A, 矢頭)、

骨折後 3日と 5日において BrdU陽性の COLX陽性骨芽細胞は観察できなかった(Fig. 

3-9B, C)。 

 以上の結果から、骨折部での骨芽細胞の増加は隣接する鰭条からの COLX陽性未熟骨

芽細胞の移動と、骨折部での osterix陽性骨芽細胞への分化によって引き起こされることが

示唆された。 

3.2.4. TGF阻害下での未熟骨芽細胞の遊走と分化 

 続いて、骨芽細胞の骨折部への遊走と分化に TGFが作用するかどうかを検討するため、

TGF受容体のリン酸化を阻害する薬剤(SB431542)を用いて(Fig. 3-1B)、Tg (COLX: GFP, 

osterix: DsRed)の骨折修復を観察した。骨折直後において、COLX陽性骨芽細胞は鰭条の

内側と外側表面に局在していた(Fig. 3-10A, E)。コントロールにおいて、これらの骨芽細胞

は骨折後 3日で骨折部に集まり(Fig. 3-10B, 矢印)、一部の細胞は osterix共陽性であった



81 

(Fig. 3-10B, 矢頭)。一方で、阻害剤処理群では、コントロールに比較し COLX陽性骨芽細

胞の骨折部への集合が著しく減少した(Fig. 3-10F, 矢印)。これらの細胞は osterix を発現し

ていなかった(Fig. 3-10F, アスタリスク)。骨折後 7日目においては、コントロールでは仮骨形

成が起こっており(Fig. 3-10C, 破線)、大部分の COLX陽性骨芽細胞が osterix を発現して

いた(Fig. 3-10C, 矢印, 矢頭)。しかしながら、阻害剤処理群において、仮骨形成は認めら

れなかった(Fig. 3-10G, アスタリスク)。骨折部での COLX陽性細胞は増加していたが(Fig. 

3-10G, 矢印)、osterixの発現はほとんど観察されなかった(Fig. 3-10G, 矢頭)。仮骨形成が

終わった骨折後 11日目においては、コントロールの COLXおよび osterix陽性細胞は減少

した(Fig. 3-10D)。阻害剤処理群では、COLXとosterixの発現がやや増加したが(Fig. 3-10H, 

矢印, 矢頭)、依然として骨形成は認められなかった(Fig. 3-10H, アスタリスク)。骨折後 11

日目で阻害剤の処理をやめ、以後は飼育水で飼育したところ、骨折部でのCOLX発現は増

加したが、osterix陽性骨芽細胞への分化と骨形成は依然として抑制されたままで、少なくと

も 9日間は骨形成が認められなかった(Fig. 3-11)。これは、TGF-2の分泌または活性化が

主に骨折修復の初期で起こっており、骨折後 11日目では十分に TGFシグナルが働かな

かったためと考えられる。 

TGF阻害剤である SB431542は副作用として activinシグナルを抑制する。ゼブラフィッ

シュのヒレ再生において SB431542は、activinシグナル抑制により間充織が増殖できず、再

生面がギザギザののこぎり状になる表現型(serrate表現型)が報告されている[100]。メダカ骨

折修復において activinは発現しないが(Fig. 3-12A)、ヒレ再生においては再生芽で発現が

認められる(Fig. 3-12B, 矢印)。そこで、まず SB431542処理によるメダカヒレ再生を観察した

(Fig. 3-13)。切断後 3日において、コントロール群の切断されたヒレは間充織によって覆われ、

再生芽を形成した。このとき、鰭条の切断面においては、骨形成が始まっていた(Fig. 3-13D, 

矢印)。一方で、阻害剤処理群においては、鰭条の切断面に蓋をするように間充織が集まり

(Fig. 3-13I, 矢印)、それに伴って鰭条間領域では間充織が陥没し、serrate表現型が観察さ

れた(Fig. 3-13I, アスタリスク)。切断後 11日目において、コントロール群では、鰭条骨が伸
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張し、失われた組織の半分ほどを回復した(Fig. 3-13B, E)。しかしながら、阻害剤処理群に

おいて鰭条骨の伸張は見られず、serrate表現型が観察された(Fig. 3-13G, J)。さらに、薬剤

処理後 11日目で、薬剤処理を停止した(Fig. 3-14)。その結果、薬剤処理停止後 3日で

activin阻害によって引き起こされていた serrate表現型は回復した(Fig. 3-14D)。薬剤処理停

止後 7日において端部側への間充織の伸張が見られたが、新たな骨形成は観察できなか

った(Fig. 3-14E)。続いて、SB431542処理下での未熟骨芽細胞遊走と分化を Tg 

(COLX:GFP, osterix: DsRed)を用いて観察した(Fig. 3-15)。コントロール群では、切断後 3日

目において、鰭条の伸張方向に骨芽細胞が局在した(Fig. 3-15B)。切断面付近では COLX

と osterix を共発現しており、骨形成が観察できた(Fig. 3-15B, 矢印)。また、再生組織での

骨芽細胞の局在に伴い、基部側では COLXおよび osterix発現細胞が減少していた(Fig. 

3-15B, アスタリスク)。切断後 11日目では鰭条骨は伸張し、再生した鰭条骨表面では

COLX と osterix を共発現する骨芽細胞が多数観察できた(Fig. 3-15C)。一方で、阻害剤処

理群においては、切断後 3日目においても 11日目においても、端部側での骨芽細胞の局

在は観察できず、新たな骨形成も観察できなかった(Fig.3-15, E, F)。さらに、野生型と同様

に薬剤処理後 11日目で、薬剤処理を停止した(Fig. 3-16)。activin阻害によって引き起こさ

れていた serrate表現型が回復する阻害剤処理停止後 3日目において、切断された鰭条の

先端部で COLX陽性未熟骨芽細胞の増加は認められたものの(Fig. 3-16B, 矢印)、osterix

陽性骨芽細胞に分化しなかった(Fig. 3-16B, アスタリスク)。この後、7日目においても、端部

での osterix 陽性骨芽細胞は観察できなかった(Fig. 3-16C, アスタリスク)。これらの結果より、

ヒレの再生過程での骨芽細胞遊走と分化にも、TGFシグナルが関与していると示唆され、

薬剤処理停止後では十分な TGFが存在していなかったと考えられる。 

 さらに、TGF阻害剤が細胞増殖に影響したかどうかを検討するために、BrdUの取り込み

を行った。その結果、TGF阻害剤の処理は、骨折後 1日での BrdU取り込みに顕著な影響

を与えなかった(Fig. 3-17A, B)。以上のことから、TGFシグナルは、骨修復において骨芽細
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胞の移動と分化に関与しており、TGFシグナルの活性化は骨修復初期においてのみ起こ

ることが示唆された。 

3.2.5. TGF阻害下での破骨細胞分化 

 ここまでの実験結果から、骨修復初期において、骨芽細胞系の細胞が分泌する TGF-2

が骨形成に関与していることが明らかになった。しかしながら、TGFは骨形成だけでなく、

骨吸収にも関連していることから、破骨細胞に対する TGFの働きを検討する必要がある。

そこで Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)を用い、TGF阻害下での細胞誘導を観察した。そ

の結果、骨折直後には破骨細胞は存在しなかったが(Fig. 3-18A, F)、骨折後 3日のコントロ

ール群において、初期破骨細胞が誘導され骨断片の吸収を行った(Fig. 3-18B, 矢頭)。一

方で、阻害剤処理群においては、初期破骨細胞の誘導が起こらなかった(Fig. 3-18G)。骨折

後 7日目において、コントロール群は骨芽細胞による仮骨形成が観察されたが(Fig. 3-18C, 

矢印)、阻害剤処理群ではコントロールに比べ少数の骨芽細胞しか誘導されず、仮骨形成

は起こらなかった(Fig. 3-18H, 矢印)。興味深いことに、阻害剤処理群において、この時期に

破骨細胞の誘導が観察された(Fig. 3-18H, 矢頭)。骨折後 11日目にはコントロール群にお

いて、後期破骨細胞が仮骨のリモデリングを行っているが(Fig. 3-18D, 矢頭)、阻害剤処理

群において、7日目から遅れて誘導された破骨細胞が骨断片のみを吸収していた(Fig. 

3-18I, 矢頭)。骨折後 21日目において、阻害剤処理群では骨折部での骨芽細胞の増加と

仮骨形成は依然として起こらなかった。また、この時、コントロール群、阻害剤処理群ともに

破骨細胞はほぼ消失した(Fig. 3-18E, J)。組織を固定し骨軟骨染色を行った結果、阻害剤

処理群は完全に骨形成が阻害されており、骨が繋がっていなかったが(Fig. 3-18K, 矢印)、

骨折によって生じた骨断片は丸みを帯びておりリモデリングされていた。 

 破骨細胞分化の必須因子である RANKLの発現は、骨折後 3日において最大となり(2章

参照)、初期破骨細胞分化に関与していることが示唆されていた。そこで、阻害剤処理群か

らRNAを抽出し、半定量RT-PCRによってRANKL発現を検討した。その結果、TGF阻害

剤処理により RANKLの発現が著しく低下していることが明らかになった(Fig. 3-19)。以上の
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結果から、骨芽細胞系の細胞から分泌された TGF-2は、RANKLを介して初期破骨細胞

の分化に寄与していると考えられる。 

3.2.6. メダカ骨修復における MMPの発現 

 TGFは潜在型として分泌されるため、シグナルが伝達されるためには潜在型 TGFの活

性化が起こる必要がある。そこで、活性化を引き起こす因子の一つであるMMPに注目し、

骨折修復 3日目における RNA in situ hybridizationによる発現解析を行った。TGF活性化

を引き起こすMMP として 4種類のMMP (MMP-2, MMP-3, MMP-9, MT1-MMP)が知られ

ている[96-98]。このうちMMP-2 とMT1-MMPが、骨形成領域で発現していた(Fig. 3-20, 矢

印)。これらの発現パターンは、TGF-2 と COLXの発現パターンと類似していた(Fig. 3-4, 

3-7, 3-9, 3-10)。一方で、MMP-9は骨断片付近と鰭条の分節部分で発現していた(Fig. 

3-20)。MMP-9は破骨細胞マーカー遺伝子の 1つであるので、骨断片付近の発現は破骨細

胞での発現であると考えられる。また、骨折修復において、MMP-3の発現は観察できなか

った(Fig. 3-20)。 

 ヒレ再生モデルにおいても、同様にMMPの発現解析を行った。発現場所や発現細胞の

形状は異なるが、すべてのMMPは再生芽領域で発現していた(Fig. 3-21)。しかし、骨形成

領域で発現が見られたのは、やはりMMP-2 とMT1-MMPのみであった(Fig. 3-21, 矢印)。

この発現はTGF-2やCOLXのものと類似していた(Fig. 3-5, 3-15)。また、ヒレ再生モデルに

おいてもMMP-9は鰭条の分節部分で発現しており(Fig. 3-21)、定常状態で節の形成に対

して何らかの働きをしていることが示唆された。 

3.2.7. TGF阻害下での MMPの発現 

 骨折修復におけるMMPの発現が TGFシグナルを活性化させるには、MMPの発現が

TGFシグナル非依存的に起こる必要がある。骨折修復モデルにおいて、TGFシグナルを

阻害して、RNA in situ hybridizationによるMMPの発現解析を行った。その結果、骨折後 1

日目において、阻害剤処群においてもコントロール群と同様に、MMP-2 とMT1-MMPの発
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現が認められた(Fig. 3-22)。一方、骨折後 3日においては、コントロール群では、骨折部を

覆うようにMMP-2とMT1-MMPの発現が見られたが、阻害剤処理群においては、骨の切断

部に限局していた(Fig. 3-22)。これは、TGF阻害によって骨芽細胞誘導が阻害されている

ことに起因しており、MMP2とMT1-MMPを発現する細胞は骨芽細胞系の細胞であることが

示唆された。以上の結果から、骨折修復初期において、骨折した骨端部に局在する骨芽細

胞系の細胞がMT1-MMP とMMP-2を、TGFシグナル非依存的に発現すると考えられた。 
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3.3. 考察 

3.3.1. メダカの骨芽細胞 

 哺乳動物において COLXは肥大軟骨細胞マーカーであるが、メダカにおいては、未熟な

骨芽細胞がCOLXを発現することが報告されている[16]。メダカは顔面骨など一部の骨にお

いて軟骨組織を介した軟骨性骨化が生じるが、軟骨細胞を介した内軟骨性骨化は起こらず、

ほとんどの骨は膜性骨化によって生じる。進化の過程で、骨芽細胞はまず膜性骨化の能力

を獲得し、その後、軟骨細胞が派生し、内軟骨性骨化を獲得したと示唆される(1章参照)。

そのため、メダカの骨芽細胞は軟骨細胞の特徴を一部保有しており、哺乳動物の肥大軟骨

細胞マーカーが未熟な骨芽細胞で発現していると考えられる。メダカ骨折修復での骨形成

過程においても、軟骨様組織が形成され、これを介して骨化が起こることが示唆されており

(2章参照)、未熟な状態の骨芽細胞が骨形成初期に分泌する軟骨様基質が、骨形成に重

要な働きをしているのかもしれない。 

 メダカの尾ヒレにおいて、定常状態でも骨折修復過程においても、COLX単独陽性の骨芽

細胞は鰭条の内側に存在し、osterix と共陽性の細胞は鰭条の外側に局在していた。尾ヒレ

の成長において、鰭条は外側に大きくなると考えられること、骨修復時に骨形成は鰭条の外

側方向に起こることから、石灰化組織の形成には osterixの発現が必要であることが示唆さ

れた。 

3.3.2. 骨折修復における TGF-2の働き 

 メダカにおいて 4種類存在する TGFアイソフォームのうち、骨折修復時に発現するのは

TGF-2のみであった。これはヒレ再生においても同様であることから、骨質に保持されてい

るかもしれない潜在型 TGFは骨修復に介在しない、あるいは無視できると考えられる。その

ため、メダカの骨修復においては骨芽細胞系の細胞から分泌される TGF-2の働きが重要

である。 
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 骨折修復モデル、ヒレ再生モデルの両方で、TGFシグナル阻害により骨修復を抑制した

群では、薬剤処理を停止しても、骨修復は行われなかった。このことから、TGF-2の分泌ま

たはシグナルの活性化は骨修復の初期でのみ起こると考えられる。ヒトの骨疾患において、

骨折過程で断裂した骨が癒合せず離れたままで骨折修復が終了した症状を偽関節と呼ぶ。

偽関節の治療には、周辺にある骨の細胞の再活性化が必要である。これと同様に、TGF阻

害によって停止した骨修復を再開させるには、骨の細胞を活性化させる必要があると考えら

れる。実際に、ヒレ再生モデルにおいて骨修復が停止した個体において、骨端を含んで再

切断すると、鰭条骨を含んだ完全なヒレ再生が生ずる(データ未掲載)。 

3.3.3. 骨芽細胞における TGFシグナルの働き 

 未熟骨芽細胞を含む骨芽細胞は、隣接する鰭条表面から骨折部へ移動し、分化する。骨

芽細胞が骨折部に移動し、分化し、骨折部特異的に骨形成を行うためには、骨折の箇所を

知る必要がある。TGF阻害剤を用いた実験から、骨折部で分泌される TGF-2は、骨芽細

胞の骨折部への遊走と、分化に関与していることが示唆された。 

 哺乳動物の発生において、TGF-2は成長板周辺の石灰化軟骨や肥大軟骨細胞で発現

する[91]。また、骨折修復においては、軟骨性仮骨形成期に発現が上昇すると報告されて

いる[93]。本研究の実験結果と合わせて考えると、TGF-2は、内軟骨性骨化における軟骨

細胞の分化や石灰化、未熟骨芽細胞の骨形成領域への遊走と分化に関与していると考え

られる。 

 TGF阻害剤処理を停止したとき、骨折修復においても、ヒレ再生モデルにおいても、

COLX陽性細胞からosterix陽性細胞への分化と、骨形成は抑制されていたが、COLX陽性

細胞の骨端部への遊走は観察された。初歩の実験結果であるが、骨折修復において阻害

剤を低濃度で処理した群ではコントロール群に比べ、osterix 陽性の骨芽細胞の数が少なく、

その局在が乱れていたため(Fig. 3-23E, F, 矢印)、不十分な仮骨形成が起こった(Fig. 

3-23F)。以上のことから、TGF-2の骨芽細胞に対する働きは濃度依存的であり、細胞遊走

には低濃度で十分であるが、分化には高濃度の TGF-2が必要であると考えられる。このよ
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うなメカニズムで骨折部に特異的な骨芽細胞分化と骨形成を引き起こしていることが示唆さ

れた。 

3.3.4. 破骨細胞における TGFシグナルの働き 

 一方、破骨細胞に対しては、阻害剤を用いた実験から、TGF-2のシグナルが骨折修復に

おける初期破骨細胞の分化に関与することが示唆された。阻害剤処理群においても、コント

ロール群で後期破骨細胞誘導が生じる時期には、同様に破骨細胞誘導が生じていた。

TGF阻害によって、骨折初期の RANKLの発現が減少していたこと、後期破骨細胞誘導

時期における RANKL発現が定常状態とほぼ変わらないことを考えると、後期には TGF非

依存的なメカニズムで破骨細胞分化が起こっていることが示唆された。 

 前項の内容と同様に阻害剤を低濃度に処理した場合、この破骨細胞分化は抑制されなか

ったことから(Fig. 3-23D, 矢頭)、破骨細胞分化に対して TGF-2は低濃度で作用することが

考えられる。TGFは RANKLの発現を誘導すること、TGFと RANKLが協調的に働くこと

で破骨細胞分化を促進することが、in vitroにおいて報告されている[101]。このように、

TGF-2による破骨細胞分化は RANKLの働きが関与していると考えられる。しかしながら、

初歩の実験結果であるが、RANKL遺伝子を欠損したメダカにおいても、TRAP陽性の初期

破骨細胞と後期破骨細胞の両方が観察された(データ未掲載)。この結果は、RANKLは破

骨細胞の成熟に関与しており、RANKLを介さないで分化した未成熟な破骨細胞でも

TRAPを発現し、メダカのヒレの骨組織の吸収には十分である可能性を示唆するものであっ

た。 

破骨細胞分化のさらに詳細な解析には、破骨前駆細胞の局在を調べる必要がある。破骨

前駆細胞マーカーであるM-CSF受容体(c-fms)プロモーター下流で GFPが発現する Tgを

用いて、骨折修復における破骨前駆細胞の観察を試みたが、尾ヒレの組織中にTRAP陰性

で c-fms陽性の破骨前駆細胞様の細胞は観察できなかった(データ未掲載)。魚類において

は、色素細胞がM-CSFシグナルによって分化することが知られている[102]。このように、前
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駆細胞マーカーや分化メカニズムが、哺乳動物とはやや異なっている可能性があり、破骨

細胞の解析にはさらなる実験と検証が必要である。 

3.3.5. ヒレ再生における骨修復の意義 

遺伝子発現パターンの解析から、TGF-2はヒレ再生の骨形成領域でも発現しており、骨

折修復と同様に、骨芽細胞の遊走と分化の働きを持っていると考えられる。TGF阻害剤で

ある SB431542は、TGF superfamily遺伝子である activinによるシグナルも阻害する。これ

により SB431542処理群では、間充織の増殖に伴う再生芽形成が抑制されることがゼブラフ

ィッシュにおいて報告されている[100]。このような表現型はメダカにおいても同様であった。

しかしながら、本研究においてSB431542処理を停止したとき、activin阻害によって生じた表

現型は回復した。このことは、activin阻害により間充織細胞の増殖が抑制されている間も

activin発現が維持され、分泌されていたことを示唆している。一方で、鰭条骨の再生は薬剤

処理停止後も抑制されたままであった。これは、骨折修復モデルと同様に、TGFシグナル

はヒレ再生の初期においてのみ発現し活性化され、正のフィードバックによって鰭条を再生

していくためと考えられる。薬剤処理を停止しても、切断後 11日目では骨芽細胞を分化させ

骨形成を引き起こすのに十分な TGFが切断面付近に存在しなかったことが示唆される。 

再生が起こるメカニズムはまだ解明されておらず、魚類や両生類などを用いて研究されて

いる。本研究の結果から、ヒレ再生において、骨組織である鰭条骨の再生が必須であり、鰭

条骨の延長に伴って周囲の組織が再生される可能性が示唆された。再生後のヒレの長さは、

再生前とほぼ同じ長さになることが知られており、どのようにして再生する鰭条の長さを決定

しているのか、そのメカニズムは非常に興味深い。最近レチノイン酸シグナルが、ヒレ再生に

おける骨形成領域と間充織領域のパターニングに関与すると報告された[18]。このような低

分子のシグナルと協調して、TGF-2は骨形成領域に骨芽細胞を呼び寄せる働きをしている

と考えられる。 
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3.3.6. MMPによる位置特異的 TGFの活性化 

 MMP ファミリーは TGFを活性化する因子の一つである。MMP ファミリーの中で、MMP-2

とMT1-MMPが骨折修復およびヒレ再生において、骨形成領域の骨芽細胞系細胞で高発

現していた。MMP-2は潜在型として細胞から分泌されるため、活性化されて初めて機能を

発揮する[99]。一方、MT1-MMPは膜型のMMPであり、細胞膜上のインテグリンとの相互作

用で TGFを活性化させる働きも報告されているが[98]、ここで重要なのは、TIMP-2を介し

て潜在型MMP-2を活性化する働きがあることである(Fig. 3-3)[99]。 

 TIMPは組織プロテアーゼに対する内在性の阻害因子であり、分泌されたプロテアーゼに

より必要以上に体内の組織が分解されないようにしている。TIMP-2がMT1-MMPの活性ド

メインに結合すると不活性型のMT1-MMPとなる[99]。これに潜在型MMP-2のヒンジ領域が

TIMP-2を介して結合し、複合体を形成する。TIMP-2対し十分量のMT1-MMPがあり、活性

型MT1-MMPが存在するとき、MMP-2の活性抑制ドメインを分解し活性型MMP-2を放出

する。 

骨折修復モデルとヒレ再生モデルの両方において、メダカの 2種類の TIMP-2 (TIMP-2a, 

TIMP-2b)は、やはり骨形成領域で発現しており(Fig. 3-24, 矢印)、発現パターンが類似して

いることから、発現細胞は TGF-2、MMP-2、MT1-MMP と同じであることが示唆された。

MT1-MMPは膜型であることから、MT1-MMPを発現する細胞の周囲でのみ、活性型

MMP-2が存在し、その他の領域では TIMP-2がMMP-2と結合し不活性化していると考えら

れる。このようなメカニズムで、骨形成領域でのみ活性型TGF-2が生じ、その濃度勾配によ

って、細胞の遊走と分化を制御していることが示唆された(Fig. 3-25)。 

 MMP-2欠損マウスは低体長など、骨格系の表現型が知られている[103]。また、骨折修復

においては、リモデリングが抑制されることが報告されている[104]。一方、MT1-MMPは内

軟骨性骨化における軟骨細胞の分解に必須とされ、欠損マウスにおいて骨格系の異常な

表現型が報告されている[105]。しかしながら、骨折修復での解析は行われていない。また、

骨折修復において、これらの機能と TGF活性化と関連づけた働きは報告されていない。骨
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折修復において、細胞が損傷箇所を認識し、特異的に修復を起こすメカニズムは重要な問

題である。今後のさらなる研究により、このメカニズムの一つとして、TGFとMMPの働きが

明らかになることが期待される。  



92 

3.4. 結論 

 TGFは骨代謝を制御する最も重要な因子の一つであるが、アイソフォームそれぞれの特

異的な働きや、骨折修復における機能はわかっていなかった。本研究において、メダカ骨

折修復モデルを用いた解析により、骨折修復における TGFの機能を検討した。その結果、

4つのアイソフォームのうち TGF-2が特異的に骨修復に関与していることが示された。骨芽

細胞系の細胞から分泌される TGF-2は、骨芽細胞の遊走と分化、破骨細胞の分化に関与

していた。骨形成領域の骨芽細胞系の細胞では、TGFの活性化に関与するMMP-2およ

びMT1-MMPが発現していた。これらのMMPが、TGFを介して、骨芽細胞や破骨細胞が

修復箇所を認識するために働いていることが示唆された。 

 

  



93 

図表 

Fig. 3-1 潜在型 TGFの活性化と TGF受容体によるシグナル伝達 

文献[1]および[9]をもとに作製。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 破骨細胞による活性型 TGF放出と骨芽細胞へのシグナル伝達の模式図。骨質中に

存在する潜在型 TGFが破骨細胞のプロテアーゼや酸で分解され放出される。放出された

活性型 TGFは骨芽細胞の増殖と細胞遊走を促進し、破骨細胞が吸収した場所に骨芽細

胞が集まり骨形成を行う。 

(B) TGFシグナル伝達の模式図。潜在型 TGFは活性型になって初めて受容体と結合で

きる。活性型 TGFは TGFI型受容体とまず結合し、さらに II型受容体が結合することでヘ

テロ 4量体を形成する。II型受容体は I型受容体をリン酸化し、I型受容体は Smad-2 また

は Smad-3のリン酸化を介して標的遺伝子の転写を調節する。TGF受容体阻害剤

(SB431542)は Smadのリン酸化を阻害する。このほかに、II型受容体によるMAPKを介した

シグナル伝達も知られている。  
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Fig. 3-2 2種類の潜在型 TGFの分泌と活性化 

文献[9]をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TGFは細胞内で潜在型TGFとして作られる。これは、SLCとして直接細胞外へ分泌される

ほか、細胞内でさらに TGF結合タンパク質(LTBP)と結合し LLC として分泌され、細胞外基

質に保持される。MMP、plasmin、erastinなどのタンパク質分解酵素によって細胞外基質か

ら放出された LLCは、MMP-3、MMP-9、plasmin、erastaseによって LTBPが分解されると

SLCになる。SLCは、MMP-2、MMP-9、plasminによって代謝され活性型 TGFとなる。SLC

の代謝にはMT1-MMPとインテグリンv6の相互作用によっても引き起こされる。また、基質

タンパク質である TSP-1は LLCの構造を変化させ、直接活性型 TGFが放出される。  
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Fig. 3-3 MT1-MMPによる TIMP-2を介した MMP-2の活性化 

文献[99]をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

膜型のMMPであるMT1-MMPは細胞膜上に局在する。亜鉛を保持している活性中心に組

織内因性MMP阻害因子 2(TIMP-2)が結合すると、MT1-MMPは不活性型となる。分泌型

MMPであるMMP-2は前駆体として分泌されており、ヒンジ領域を介して、TIMP-2 と

MT1-MMPの複合体に結合する。TIMP-2に対して十分量の活性型MT1-MMPが存在して

いるとき、細胞膜上の活性型MT1-MMPがMMP-2前駆体の不活性化領域を分解し、活性

型MMP-2 として放出する。 
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Fig. 3-4 骨折修復過程での TGF mRNAの発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折後 3日目における、4つのメダカ TGFアイソフォーム(TGF-1, TGF-2, TGF-3a, 

TGF-3b)の RNA in situ hybridizationによる発現解析。骨折箇所を矢頭で、破線箇所で作

製した水平面切片を下に示している。4つのアイソフォームのうち、TGF-2の発現のみが骨

折部分で検出された。TGF-2は鰭条の外側表面で発現していた(矢印)。 
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Fig. 3-5 ヒレ再生過程での TGF mRNAの発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

ヒレ切断後 3日目における、4つのメダカ TGFアイソフォームの RNA in situ hybridization

による発現解析。切断面を矢頭、破線箇所で作製した水平切片を下に示している。いずれ

の TGFアイソフォームも、再生組織の先端に形成される再生芽において発現が検出された

が、TGF-2のみが骨形成領域でも発現していた。骨形成領域での TGF-2発現細胞は鰭

条の外側表面に局在していた(矢印)。 
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Fig. 3-6 メダカ尾ヒレにおける骨芽細胞の局在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Tg (osterix: GFP)の鰭条の横断面切片(cross)と水平面切片(horizontal)。核を DAPIで

染色し、赤で示した。osterix陽性骨芽細胞は鰭条の縁に多く局在し(矢頭)、鰭条の外

側表面にも点在していた(矢印)。 

(B) Tg (COLX: GFP)の鰭条の横断面切片(cross)と水平面切片(horizontal)。核をDAPIで染

色し、赤で示した。COLX陽性細胞は鰭条の内側を覆うように局在していた(矢頭)。ま

た、鰭条の外側表面にも点在していた(矢印)。 

(C) 鰭条における骨芽細胞局在の模式図。鰭条の内側には COLX単独陽性の未熟骨芽

細胞が局在し、鰭条の縁と外側表面には osterix と COLX共陽性の骨芽細胞が局在し

ている。 

スケールバーはそれぞれ 50 m (A, B)を示す。 

 

 

 

 

 

 

  



99 

Fig. 3-7 骨折修復過程での骨芽細胞の局在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折後 3日目における、Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)の水平面切片。COLX陽性

細胞は、骨折部を円弧状に覆っていた(矢頭, 矢印)。そのうち、骨折した骨端部分では

osterix陽性の細胞が観察できた(矢頭)。 

(B) 骨折後 7日目における、Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)の水平面切片。仮骨形成が

鰭条の外側方向に見られる。COLX と osterix を共発現した細胞は骨形成が生じている

仮骨の外側表面に局在した(矢頭)。鰭条の内側で見られたほとんどの骨芽細胞は

COLX単独陽性であった(矢印)。 

スケールバーはそれぞれ 50 mを示す。 
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Fig. 3-8 骨折部への骨芽細胞の移動 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

動画データ(報文目録 2参照)の 4つの時刻での COLX陽性骨芽細胞の局在。 

(A) 骨折後0時間。COLX陽性骨芽細胞は鰭条の外側表面と内側表面に局在していた。ま

た、それらは丸い形状をしていた。 

(B) 骨折後 24時間。骨折部に近い COLX陽性細胞の形状は骨折部に向かい細長く伸び

ていた。 

(C) 骨折後 48時間。骨折部での骨芽細胞の数は徐々に増加した。また、骨折部の骨芽細

胞の形状は丸い形に戻っていた。 

(D) 骨折後 72時間。骨折部での骨芽細胞の数は徐々に増加した。移動してきた骨芽細胞

は、骨断片上にも存在していた(矢頭)。 

スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。 
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Fig. 3-9 骨折修復過程での細胞増殖 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折修復過程での Tg (COLX: GFP)の BrdU取り込み。BrdUを抗体染色で検出し、赤で示

した。アスタリスクで骨折箇所を示している。 

(A) 骨折後 1日目。BrdU陽性細胞は、上皮や間充織などで多く見られ、骨表面の細胞で

BrdUを取り込んでいる細胞は少数であった。BrdUを取り込んでいる COLX陽性細胞

も検出されたが(矢頭)、骨折箇所では見られなかった。 

(B) 骨折後 3日目。BrdU陽性細胞の数は 1日目に比べ減少した。上皮や間充織の細胞で

BrdUを取り込む細胞も見られたが、BrdUを取り込む COLX陽性細胞は検出されなか

った。 

(C) 骨折後 5日目。BrdU陽性細胞は骨折組織でほとんど検出されなかった。 

スケールバーはそれぞれ 50 mを示す。 

 

 

 

 

 

  



102 

Fig. 3-10 TGF阻害下での未熟骨芽細胞遊走と分化の解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-D) コントロール群での Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)の蛍光画像。0日目において、

COLX単独陽性細胞は鰭条内部を覆うように局在していた。一方で、COLXと osterix

の共陽性細胞は鰭条外側に点在していた。骨折後 3日目において、骨折部におい

てCOLX陽性細胞の数が増加し(B, 矢印)、一部の細胞は osterixを発現していた(B, 

矢頭)。骨折後 7日目において、新たに形成された仮骨が観察できた(破線)。骨折部

における COLX陽性細胞がさらに増加し(C, 矢印)、ほとんどが osterix陽性であった

(C, 矢頭)。骨芽細胞の数は骨折後 11日目において減少していた。 

(E-H) 阻害剤処理群における蛍光画像。0日目では、コントロール群と違いは見られなかっ

たが、骨折後 3日目において、骨折部での COLX陽性細胞が減少していた。わずか

な COLX陽性骨芽細胞は骨折した骨端部分に局在していたが(F, 矢印)、それらは

osterix陰性であった(F, アスタリスク)。骨折後 7日目において、骨端部分でのCOLX

陽性細胞は増加し(G, 矢印)、一部は osterix陽性になったが(G, 矢頭)、新たな骨形

成は観察できなかった(アスタリスク)。骨折後 11日目において、COLX陽性細胞と

osterix陽性細胞は引き続き増加していたが(H, 矢印, 矢頭)、新たな骨形成は見ら

れなかった。 

スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。  
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Fig. 3-11 TGF阻害停止後の未熟骨芽細胞の遊走と分化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折後 11日目で薬剤処理を停止した Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)の蛍光画像。薬剤

処理後 9日たっても、COLX発現も osterix発現も大きな変化は見られず。新たな骨形成は

観察されなかった。 

スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。 
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Fig. 3-12 骨折修復とヒレ再生における activin mRNAの発現 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 骨折修復 3日目における activinの RNA in situ hybridizationによる発現解析。骨折修

復では activinの発現は検出できなかった。 

(B) ヒレ再生 3日目における activinのRNA in situ hybridizationによる発現解析。再生芽に

おいて activinの発現が検出された(矢印)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



105 

Fig. 3-13 activin阻害によるメダカヒレののこぎり状再生 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-B) コントロール群における、切断直後のヒレと切断後 11日目のヒレ。切断後 11日目に

おいてヒレの再生が起こっていた。 

(C-E) コントロール群における、切断直後、3日目、11日目の拡大画像。切断後 3日目にお

いて、切断面から間充織が伸び、再生芽が形成された。鰭条の切断面からは、新た

に形成された骨組織が観察された(D, 矢印)。再生された鰭条は徐々に伸張し、切

断後 11日目において、失われた組織の半分程度を回復した。 

(F-G) 阻害剤処理群における、切断直後のヒレと切断後 11日目のヒレ。切断後 11日目に

おいて、ヒレの再生が起こらず、のこぎり状のギザギザの形状になった。 

(H-J) 阻害剤処理群における、切断直後、3日目、11日目の拡大画像。切断後 3日目にお

いて、切断面の鰭条に蓋をするように間充織が覆っていた(I, 矢印)。それに伴い、鰭条

間領域の間充織は陥没し(I, アスタリスク)、のこぎり状のギザギザの形状になった。切

断後 11日目において、鰭条間領域の陥没はより顕著になった(J, アスタリスク)。このと

き、新たな骨組織の形成は確認できなかった。 

矢頭で切断面を示している。スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。 
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Fig. 3-14 activin阻害停止後のヒレ再生の回復 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-B) 薬剤処理停止直後と薬剤処理停止後 7日目のヒレ。薬剤処理停止 7日目において、

それまであったのこぎり状のギザギザの形状は正常に回復したが、鰭条の伸張は観

察されなかった。 

(C-E) 薬剤処理停止直後、3日目、7日目の拡大画像。薬剤処理停止直後の鰭条間領域

の陥没は(C, アスタリスク)、薬剤処理停止 3日目において間充織によって埋められ、

それまであったのこぎり状のギザギザの形状は正常に回復した。薬剤処理後 7日目

において、部分的な間充織の伸張は観察できるが、鰭条の伸張と、新たな骨形成は

観察できなかった。 

矢頭で切断面を示している。スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。 
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Fig. 3-15 TGF阻害下でのヒレ再生 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-C) コントロール群での Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)の蛍光画像。切断直後におい

て、COLX単独陽性の未熟骨芽細胞は鰭条の内側に、COLX と osterix共陽性の骨

芽細胞は鰭条の縁と外側表面に局在していた。切断後3日目において、切断面の端

部側で COLX陽性細胞が鰭条の伸張方向に局在していた。この中で、切断面に近

い側の COLX陽性細胞は osterix共陽性であり、新たな骨組織の形成が観察された

(B, 矢印)。切断面よりも基部側の骨芽細胞は減少していた(B, アスタリスク)。骨折後

11日目において、切断面付近では鰭条が再生されていた。 

(D-F) 阻害剤処理群での蛍光画像。切断直後の COLXおよび osterixの発現はコントロー

ル群と大きな変化は見られない。コントロール群では新たな骨組織の形成が起こって

いる切断後 3日目において、新たな骨形成は観察されず、11日目においても同様に

骨形成は観察されなかった。また、COLX発現および osterix発現は徐々に減少して

いた。 

矢頭で切断面を示した。スケールバーはそれぞれ 100 m を示す。 
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Fig. 3-16 TGF阻害停止後のヒレ再生における未熟骨芽細胞の遊走と分化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-C) 薬剤処理停止後の Tg (COLX: GFP, osterix: DsRed)の蛍光画像。薬剤処理停止直

後はCOLXの発現も osterixの発現もわずかしか観察できないが、薬剤処理停止後 3

日目において、切断面の骨端でCOLXの発現が増加していた(B, 矢頭)。しかしなが

ら、osterixの発現は観察できず(B, アスタリスク)、新たな骨形成も起こっていなかっ

た。薬剤処理停止後 7日目においても大きな変化はなく、依然として osterix発現細

胞は観察できなかった(C, アスタリスク)。 

矢頭で切断面を示した。スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。 
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Fig. 3-17 TGF阻害下での細胞増殖 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-B) 骨折修復過程での Tg (COLX: GFP)の BrdU取り込み。BrdUを抗体染色で検出し、

赤で示した。コントロール群と TGF阻害剤処理群いずれにおいても、骨折後 1日目

において BrdU取り込みが検出された。いずれの群でも、少数の COLX陽性骨芽細

胞が骨形成領域と離れた位置で、BrdUを取り込んでいた。 

スケールバーはそれぞれ 50 mを示す。 
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Fig. 3-18 TGF阻害下での破骨細胞と骨芽細胞の誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-E) コントロール群での Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の蛍光画像。0日目において、

破骨細胞は観察されないが、骨折後 3日目において、骨断片周囲に初期破骨細胞

が誘導される(B, 矢頭)。この時、骨芽細胞は骨折部で増加し始めた(B, 矢印)。骨折

後 7日目において、骨芽細胞が仮骨を覆い、骨形成を行っていた(C, 矢印)。骨芽細

胞の数は徐々に減少し、骨折後 11日目では、後期破骨細胞による仮骨のリモデリン

グが観察された(D, 矢頭)。後期破骨細胞は、骨折後 21日目ではほぼ消失してい

た。 

(F-G) 阻害剤処理群における蛍光画像。0日目では、コントロール群との違いは見られなか

ったが、骨折後 3日目において、骨折部での骨芽細胞がコントロールに比べ減少し

ていることに加え、初期破骨細胞誘導が起こらなかった。骨芽細胞は徐々に増加し、

骨折後 7日目において骨端付近で観察できた(H, 矢印)。また、この時、破骨細胞が

骨断片周辺で観察できた(H, 矢頭)。破骨細胞は徐々に増加し、骨折後11日目にお

いて、骨断片を吸収していた(I, 矢頭)。破骨細胞の数は徐々に減少し、骨折後 21日

目ではほぼ消失していた。骨折後 21日目においても、骨折部での骨芽細胞は少な

いままで、新たな骨形成も観察できなかった。 

(K) 骨折後 21日目における骨軟骨染色画像。コントロール群では、骨折部はつながり、仮

骨は丸みを帯びている。一方で、阻害剤処理群では、骨形成が起こらず、骨折した骨

は繋がっていなかった(矢印)。この時、骨折による骨断片は、丸みを帯びていた。 

スケールバーはそれぞれ 100 mを示す。 
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Fig. 3-19 TGF阻害下での RANKL発現の半定量 RT-PCRによる解析 

 

 

 

 

 

 

 

骨折後 3日目における、RANKL発現の比較。阻害剤処理群において、コントロール群に比

べ RANKL発現が著しく減少していた。 
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Fig. 3-20 骨折修復過程での MMP mRNA発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折後 3日目における、TGF活性化に関与する 4つのMMP (MMP-2, MMP-3, MMP-9, 

MT1-MMP)の RNA in situ hybridizationによる発現解析。骨折箇所を矢頭で示し、破線箇

所で作製した水平面切片を下に示している。MMP-2 とMT1-MMP発現が骨折部位の鰭条

外側表面で検出された(矢印)。MMP-3の発現は検出できなかったが、MMP-9の発現が骨

断片と鰭条の節の部分で観察できた。 
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Fig. 3-21 ヒレ再生過程での MMP mRNA発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ヒレ切断後 3日目における、TGF活性化に関わる 4つのMMP(MMP-2, MMP-3, MMP-9, 

MT1-MMP)の RNA in situ hybridizationによる発現解析。切断面を矢頭で示し、破線箇所

で作製した水平面切片を下に示している。いずれのMMP も再生芽において発現が検出さ

れたが、このうちMMP-2とMT1-MMPのみが骨形成領域の鰭条外側表面で発現していた。

また、MMP-9の発現が鰭条の節で観察できた。 
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Fig. 3-22 TGF阻害下での MMP mRNA発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折修復 1日目と 3日目における、TGF阻害下でのMMP-2 とMT1-MMPの RNA in situ 

hybridizationによる発現解析。骨折後 1日目において、コントロール群と阻害剤処理群いず

れにおいても、MMP-2 とMT1-MMPの発現が骨折した鰭条の骨端部で検出できた。骨折

後 3日目においては、コントロール群において、MMP-2とMT1-MMP発現細胞は骨折部を

覆っていた。一方で、阻害剤処理群においては、MMP-2 とMT1-MMPの発現は骨折した

鰭条の骨端部でのみ検出された。 
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Fig. 3-23 低濃度 TGF阻害剤処理での破骨細胞と骨芽細胞の誘導 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A-C) コントロール群における Tg (osterix: GFP, TRAP: DsRed)の蛍光画像。骨折後 3日目

において、骨折部における osterix陽性骨芽細胞が増加し始めた(A, 矢印)。初期破

骨細胞は骨断片に集まっていた(A, 矢頭)。骨折後 7日目において、骨芽細胞により

仮骨が形成し(B, 矢印)、鰭条の内外からは後期破骨細胞が誘導され始めていた(B, 

矢頭)。骨折後 11日目において、仮骨を形成した骨芽細胞は減少し、後期破骨細胞

が仮骨を覆っていた(C, 矢頭)。 

(D-F) 阻害剤低濃度処理群における、蛍光画像。骨折後 3日目において、コントロールに

比べ osterix陽性骨芽細胞誘導が著しく減少していた。初期破骨細胞は骨断片に集

まっていた(D, 矢頭)。骨折後 7日目において、骨折部の一部において osterix陽性

骨芽細胞が誘導され、骨形成を行っていた(E, 矢印)。骨芽細胞の数はコントロール

に比べ少なく、骨折部全体を覆う局在は見られなかった。この時、一部の初期破骨細

胞が骨断片に残っていた(E, 矢頭)。骨折後 11日目において、骨芽細胞の数は増加

したが、骨折部全体を覆う細胞局在は観察できず、骨折部でくびれたようないびつな

仮骨を形成していた(F, 矢印)。後期破骨細胞は、骨断片周囲に集まり骨吸収を行っ

ていた(F, 矢頭)。 
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Fig. 3-24 骨折修復およびヒレ再生における TIMP-2 mRNAの発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨折修復 3日目および、ヒレ切断 3日目における、2つのメダカ TIMP-2 (TIMP-2a, 

TIMP-2b)の RNA in situ hybridizationによる発現解析。骨折部位またはヒレ切断面を矢頭

で示している。骨折修復においてもヒレ再生においても、TIMP-2aとTIMP-2bは骨形成領域

で発現していた(矢印)。ヒレ再生モデルにおいては、再生芽部分でも発現が検出された。 
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Fig. 3-25 MMPによる位置特異的 TGFの活性化と細胞誘導 

本章の結果をもとに作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

骨損傷の起こった箇所では、骨芽細胞が TGF-2、MT1-MMP、MMP-2、TIMP-2を発現す

る。膜型のMMPであるMT1-MMPは TIMP-2 を介して、損傷部位での活性型MMP-2濃

度を増大させる。骨折部から離れた場所では TIMP-2の働きでMMP-2は不活性化する。骨

折部の活性型MMP-2は潜在型 TGF-2を活性型 TGF-2に代謝し、これにより活性型

TGFの濃度勾配が生じる。TGF-2のシグナルを受けた骨芽細胞は骨折部に向かい移動

し、分化する。また、TGFシグナルにより RANKL発現が促進され、骨折部に近くの血管周

囲で破骨細胞の分化が起こる。  
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第 4章 結言 

 骨は、われわれ脊椎動物を象徴する器官であり、骨格としての働きだけでなく、様々な生

理現象に関与している。そのため、骨の疾患は重要な問題として研究されている。骨代謝に

関わる細胞はすべて骨の疾患に関与しており、細胞制御メカニズムの解析は骨の疾患研究

に大いに役に立つと考えられる。 

 真骨魚類に属するメダカは、発生生物学の実験モデルとして昔から利用されている。魚類

を用いた研究では、細胞を生きたまま観察ができること、そして、組織形成が観察できるとい

う利点がある。本博士論文研究では、このようなメダカの利点を利用して、骨代謝研究に取り

組んだ。 

 第 2章において、メダカを用いた骨折修復を生きたまま解析する系を確立した。骨芽細胞

と破骨細胞に注目し、細胞の由来や分化を明らかにすることに成功し、この実験系が骨代

謝研究の実験系として有用であることを示した。この実験系を用い、第 3章において、骨代

謝の重要な制御因子の一つである TGFの機能解析を行った。その結果、TGFアイソフォ

ームの一つであるTGF-2の特異的な働きが示された。さらに、これまで知られていなかった、

MMPによる特異的細胞誘導制御メカニズムを示唆する結果を得た。 

 メダカとヒトは違う動物であるが、多くの相同な遺伝子が存在し、類似した生命現象に支配

されている。メダカを用いて明らかになった本論文での研究成果が、今後の科学の発展の

礎の一つとなれば幸いである。  
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第 5章 実験手法 

5.1. 実験動物と飼育方法 

実験動物はメダカ(Oryzias Latipes)の近郊系系統 Cabを用いた。成魚および幼魚の飼育

水は、活性炭フィルターで塩素除去をした水道水を用いた。飼育装置は濾過槽のついた循

環系を使用し、照明は明 14時間、暗 10時間の周期、水温はヒーターで 28°Cに保つことで

一年中、採卵できる状態に保った。給餌は一日 2～3回とし、成魚にはブラインシュリンプ、

おとひめ B1（日清飼料）、幼魚にはスーパー鮎ゴールド 0 (オリエンタル酵母工業株式会社)

を与えた。メダカ胚は採卵後、28°Cの恒温器におき、適宜顕微鏡下で観察した[106]。 

5.2. 尾ヒレの骨折 

専用のガラス針を作製し、尾ヒレの骨組織である鰭条の片側を顕微鏡下で骨折させた。

鰭条を骨折する際、血管などその他の組織は傷つけずに、骨組織単独の破壊を行った(Fig. 

2-5C)。骨折箇所は一度目の枝分かれから 2つめの部分とした。ガラス針は、マイクロインジ

ェクション用ガラスキャピラリ (GD1, Narishige)を、ガラスキャピラリ作成器 (PC-10, 

Narishige)を用いてHEATER LEVEL 58.5で引き延ばし、先端部をおよそ30 mに削り作製

した。実験には 3～6 ヶ月齢の成魚を使用し、28°Cの恒温器の中に静置した水槽の中で飼

育した。 

5.3. 尾ヒレの再生 

メスを用いて枝分かれから先端方向に節二つ分の位置でヒレを切断した。実験には 3～6

ヶ月齢の成魚を使用し、28°Cの恒温器の中に静置した水槽の中で飼育した。 

5.4. 阻害剤と活性化剤の処理 

COX-2発現活性化剤処理 

12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA, Cayman)を 1 mg/mlの濃度で DMSOに溶解

し、TPA ストック溶液として-20°Cで保存した。ふ化後 3日の稚魚を、TPA ストック溶液を 50 
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ng/mlで溶かした飼育水中で 1時間静置した。薬剤処理後、4% PFAで固定し in situ 

hybridizationまたは cDNA合成を行った。Tg (COX-2: GFP)を用いた観察に関しては、GFP

の発現誘導を観察するため、5 ng/mlでTPA処理し、12時間後に蛍光顕微鏡で観察を行っ

た。 

cox2阻害剤処理 

CAY10404 (Cayman)を 100 mMの濃度で DMSOに溶かし、CAY10404 ストック溶液とし

て-20°C で保存した。CAY10404ストック溶液を 10 Mの濃度で飼育水に溶かし、骨折した

成魚を飼育した。薬剤処理は骨折の一日前から行い、水替えおよび給餌は 1日 1回行っ

た。 

TGF阻害剤処理 

 SB431542 (Cayman)を 100mMの濃度で DMSOに溶かし、SB431542 ストック溶液として

-20°Cで保存した。SB431542ストック溶液を、10 Mまたは 1Mの濃度で飼育水に溶かし、

骨折またはヒレを切断した成魚を飼育した。薬剤処理は骨折またはヒレ切断の一日前から行

い、水替えおよび給餌は 1日 1回行った。特に断りがない限り 10M処理の結果を実験結

果に示す 

5.5. 遺伝子のクローニング 

DNA組み換え実験は一般的な方法を用い、詳細はここでは記述しない。メダカ cDNA ラ

イブラリーは、稚魚、成魚頭部、または成魚尾ヒレをホモジェナイズし、ISOGEN (Nippon 

Gene)を用いて total RNAを精製した後、cDNA synthesis kit (TAKARA)を用いて cDNA合

成し、遺伝子のクローニングのテンプレート DNA として使用した。それぞれの操作は、kit付

属のプロトコールに従い行った。 

遺伝子の断片をクローニングするためのプライマー設計は Ensemble genome browserを

参考に行った。使用したプライマーは表に示す(Table 5-1)。ヒト、マウス、ゼブラフィッシュな

どの塩基配列を基に、メダカにおける目的遺伝子のアミノ酸配列の相同性を確かめた。設
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計したプライマーを用いて、PCRを行い目的の配列を増幅した。PCRは、94°C 3分変性の

後、(94°C 30秒、55°C 30秒、72°C 1分)を 25回繰り返し、72°Cで 3分熱処理した。適宜、

アニーリング温度、サイクル数等の条件は調整した。クローニングには、pBSK+ vector、

PCR4 TOPO cloning kit、PCRII TOPO cloning kit、Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit 

(Invitrogen)のいずれかを用いた。 

5.6. 塩基配列の決定 

シーケンサーは CEQ2000XL DNA Analysis System (Beckman Coulter)、ABI sequencer 

(Applied Biosystem)を使用した。シーケンス反応はダイターミネーター法を用いた。M13プ

ロモーター下流に目的の遺伝子が導入されているプラスミド 1 gに対し、5x buffer (ABI)、

M13 primer 1l、BigDye (ABI) 1lを加え、H2Oで 10l とし PCRを行った。PCRは 96°Cで

1分間変性した後、(96°C 30秒、50°C 15秒、60°C 4分)の条件で 25回行った。得られたサ

ンプルは、IPA沈殿により回収し、75% IPAで洗浄した後、Hidi formamide (ABI) 12lに溶

解し、シーケンサーで配列を解析した。得られた塩基配列は、配列解析ソフト(Genetics)を用

いて、各塩基配列断片の連結処理および塩基配列からアミノ酸配列への変換を行い、解析

した。 

5.7. 半定量 RT-PCR 

目的の組織をホモジェナイズし、遺伝子のクローニングと同様の方法で cDNA合成を行っ

た。テンプレートの RNAは分光光度計で定量して、約 2 gを使用した。逆転写には cDNA 

synthesis kit (Takara)を用い、 random 6merによる cDNA合成を行った。作製した cDNAは

各サイクル数で medaka actinプライマーを用いて濃度を調整した。プライマーは Ensembl 

genome browser、または、すでに報告されている論文を参考に、配列中に複数のエキソンを

含むように作製した(Table 5-1)。 PCRは、94°C 3分変性の後、(94°C 30秒、55°C 30秒、

72°C 1分)を 20～30回繰り返し、72°Cで 3分熱処理した。アニーリング温度、サイクル数等

の条件は適宜調整した。 
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5.8. トランスジェニックメダカの作製 

pEGFP-1 vector (Contech)および pDsRed express (Contech)を、HindIII と AflII制限酵素

カットし、pBSKI2 vector (Amagen)にマルチクローニングサイトを含んだ EGFP または DsRed

を導入した vectorを作製した。次に、遺伝子の上流域をメダカゲノムより制限酵素認識サイト

を付加したプライマーで PCR しクローニングした(Table 5-1)。続いて、付加した制限酵素で

配列を切り出し、上述した pBSKI2 vectorに導入することで DNA コンストラクトを作製した。

COX-2は遺伝子の上流約 3 kbpを(Fig. 2-18A)、FLI1は遺伝子の上流約 4.6 kbpをクロー

ニングした(Fig. 2-21B)。 

精製した DNA コンストラクトは 15 ng/lになるようにオートクレーブ水で希釈し、さらに

I-SceI酵素を 10倍希釈になるように加え、0.1% フェノールレッド(Sigma)で着色して 1細胞

期の受精卵にインジェクションした。インジェクション用の針は GD-1 キャピラリ入りガラス管

(Narishige)を、ガラス針作成器(PC-1, Narishige)を用いて、HEATER LEVEL 59.0で熱し作

成した。作製した針に調製したDNA溶液を入れ、マニピュレーターに装着した。1細胞期の

受精卵を、溝を施した 1%アガロースゲルインジェクション台に設置し、ピストンの空気圧で胚

盤にインジェクションを行った。その後、蛍光顕微鏡を用いて、一部の細胞で蛍光を発する

個体を選び、飼育し、次世代ですべての細胞のゲノムに組換え遺伝子を含む個体を得た。 

5.9. 樹脂切片の作製 

成魚尾ヒレ、RNA in situ hybridizationで発色を行ったサンプル、BrdU染色を行ったサン

プルを PBS緩衝 4%パラホルムアルデヒド(4% PFA/PBS)で 4°C一晩、または、室温 2時間

の条件で固定した。 

サンプルを、PBSTで室温 5分間の条件で 4回洗浄した後、25%、50%、75% EtOH/PBST

に置換し、100% EtOHで室温 10分間の条件で 2回洗浄し、100% EtOHで室温 3時間処

理し脱水を行った。なお、抗体染色を行わないで、直に蛍光検出を行うサンプルは EtOH脱

水の過程を省略した。脱水後、樹脂溶液(Technovit 8100, Kulzer)に置換し、サンプルが沈
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むまで静置した後、再び Technovit 8100で室温 3時間静置した。ただし、RNA in situ 

hybridizationを行ったサンプルに関しては室温 5分間のみ静置した。その後、専用の容器

に、重合剤Hater (Kulzer) 50lと Technovit 8100 1.5mlを混合した包埋液を加え、その中に

サンプルを入れフィルムで空気を遮断した後、4°C で一晩静置した。サンプルが固まった後、

Technovit 3040 (Kulzer)と Histoblock (Kulzer)を用いてサンプルを抜き取り、水気を取り室温

で 3時間以上静置した。 

サンプルを適当な大きさにトリミングした後、厚さ 4～5 mで切片にした（Yamato 

Rom380）。切片は水上で伸ばし、スライドガラス上に固定した。切片をよく乾かし、組織染色

などを行った。蛍光染色の際は、グリセロール包埋液 (25mg /ml DABCO, 50%グリセロー

ル)を用いカバーガラスで封入し、共焦点レーザー顕微鏡(FV1000, Olympus)を用いて観察

した。また、有色染色の際には、オイキット(富士理化工業)を用いて切片を封入し、正立顕

微鏡(Zeiss)で観察した。一部のグリセロール包埋液で封入したサンプルは、洗瓶を用い水

で洗浄しカバーガラスをはがし、さらに有色染色を行った。 

5.10. 組織切片の染色 

TRAP染色 

破骨細胞に特異的な酵素である TRAPの活性を赤色で検出する染色方法。切片に

TRAP染色液 (1.5 mM naphthol AS-MX phosphate, 0.5 mM Fast Red Violet LB salt, 20 

mM L(+)-tartrate in 0.1M acetate buffer pH 5.2)を数滴垂らし、遮光した湿箱の中に室温で 1

時間静置した。発色が確認されたら dH2Oで洗浄した。 

ALP染色 

アルカリホスファターゼ活性を紫色で検出する染色方法。切片に ALP染色液 (0.1 M 

Tris-HCl pH9.5, 0.1 M MgCl2, 0.5 M NaCl, NBT, BCIP)を数滴垂らし、遮光した湿箱の中に

室温で 20分静置した。発色が確認されたら dH2Oで洗浄した。 
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核染色 

蛍光で核を観察する染色方法。0.1～1 g/ml DAPI溶液、または、2.5 M TOPRO3溶液

を切片に数滴垂らし、遮光した湿箱の中に入れ 30分間室温で静置した。その後、dH2Oで

洗浄した。共焦点レーザー顕微鏡でのDAPIの観察には405 nm、TOPRO3の観察には655 

nmの励起波長を使用した。 

メチレンブルー染色 

核を青色に染める染色方法。5N KOHを 100mlあたり一滴添加した、0.1% メチレンブル

ー溶液を切片にマウントし 15秒ほど静置し dH2Oで洗浄した。 

抗体染色 

 抗体を用いて切片中のタンパク質を検出する方法。切片をトリプシン溶液(0.1% 塩化カル

シウム, 0.01% トリプシン)で 37°C 10分間処理し、PBSで洗浄した。ブロッキング溶液(2% 

子ヒツジ血清, 2% ウシ血清アルブミン)で常温 30分間ブロッキングし、ブロッキング溶液で

1000倍希釈した抗GFPヤギ抗体(Clontech)と抗DsRedウサギ抗体(Clontech)で 4°C一晩処

理した。PBSで洗浄した後、ブロッキング液で 1000倍希釈した抗ヤギ alexa488付加抗体と

抗ウサギ cy3付加抗体で 4°C一晩処理した。PBSで洗浄した後、カバーガラスで包埋した。 

5.11. Whole-mount BrdU染色 

 50 mMの濃度で BrdU (Sigma)を DMSOに溶かし、-20°Cで保存した。BrdU ストック溶液

を 50 M BrdUの濃度で飼育水に溶かし、骨折した成魚を固定の 7.5時間前から処理した。

7時間経過後、飼育水で 30分間洗浄し、ヒレを切り取り 4% PFA/PBSで 4°C一晩固定した。

PBS緩衝 0.1% TritonX (PBSx)で洗浄し、MeOH希釈系列で脱水を行った後、100% MeOH

で 4°C一晩静置した。MeOH希釈系列で親水化し PBSxに戻した後、ProK溶液(10 g/ml 

Proteinase K, PBSx)で常温 20分処理し、PBSxで洗浄した後、再び 4% PFAで常温 20分

固定した。 
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続いて、0.1% TritonXで1回洗浄し、塩酸処理溶液(1N HCl, 0.1% TritonX)で2回洗浄し、

塩酸処理溶液で 37°C 30分間処理した後、PBSxでただちに洗浄した。ブロッキング溶液

(1% ウシ血清アルブミン, PBSx)でブロッキングした後、抗 BrdU ウサギ抗体(Gentex)と抗

GFPヤギ抗体(clontech)で 4°C一晩処理した。PBSxで洗浄した後、抗ウサギ cy3付加抗体

と抗ヤギ alexa488付加抗体で 4°C一晩処理した。PBSxで洗浄した後、共焦点レーザー顕

微鏡で染色を確認してから切片作製を行った。 

5.12. 骨の生体染色 

ALC溶液(0.5% Alizarin complexon/ 2% KOH)、または、カルセイン溶液(0.5% カルセイ

ン/ 2% NaOH)を 100倍の希釈率で飼育水に溶かし、観察の前日に成魚を一晩溶液中で飼

育した。観察前に飼育水で 3時間の洗浄を行った。共焦点レーザー顕微鏡での ALCの観

察には、588 nmおよび 655 nm、カルセインの観察には 488 nmの励起波長を使用した。 

5.13. 骨染色 

サンプルを 4% PFA/PBSで 4°C一晩固定した後、PBS緩衝 0.1% Tween20 (PBST)洗浄

し、アルシアンブルー染色液 (0.1% Alcian blue, 70% EtOH, 30% 酢酸)で室温一晩染色し

た。 EtOH希釈系列を用いて洗浄し親水化した後、H2Oで室温 30分 2回洗浄した。その後、

トリプシン溶液(0.1%トリプシン, 30% 飽和ホウ酸ナトリウム)を加え、室温で一晩酵素反応を

行った。続いて、0.5% KOHに置換し、室温一晩浸透した後、アリザリンレッド染色液 (4% 

EtOH飽和Alizarin Red, 0.5% KOH)に置換し、さらに室温で一晩染色を行った。0.5% KOH

水溶液で溶液が無色透明になるまで繰り返し洗浄し、観察液(50% グリセロール, 0.5% 

KOH)に置換し、観察を行った。 

5.14. 共焦点レーザー顕微鏡による生体の 3D イメージング 

成魚を、トリカイン溶液(0.002% 3-amino benzoic acidethylester)で麻酔し、すぐに 1.5% ア

ガロースゲル(Nacalai)を薄層したシャーレに寝かせ、尾ひれに 70°Cで融解させ 40°C 程度

まで温度を下げた 1.5% 低温融解アガロースゲル(SealPlaque GTG Agarose, Cambrex)を滴
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下し包埋した。魚が乾かないようにプレート上をトリカイン溶液で浸し、観察には水深レンズ

つけた共焦点レーザー顕微鏡(FV1000, Olympus)を用いた。2～3mの厚さで Z軸方向に

連続的な画像を取得した。取得した画像の立体構築には Fluorender [107]を使用した。 

骨芽細胞のタイムラプスイメージング 

Tg (osterix: GFP)、および、Tg (COLX: GFP)を使用し、3時間毎 3日の間、骨折部位にお

ける骨芽細胞の生体観察を行った。サンプルは観察のたびに麻酔をかけ、観察終了後に飼

育水に戻した。Photoshop (Adobe)による位置補正を行った後、得られた連続画像から

ImageJにより動画を作成した。 

5.15. 電子顕微鏡解析 

 下記の方法で取得した実験データを東京医科歯科大学 高野吉郎 博士より提供して頂

いた。 

Tg (TRAP: GFP)を用いて、初期破骨細胞または後期破骨細胞を蛍光顕微鏡下で確認し

た後、0.1Mカコジル酸緩衝 4% PFA (pH 7.4)を用い 4°Cで一晩固定した。正立顕微鏡で

GFP陽性細胞の位置を確認した後、グルタルアルデヒド固定液(2.5%グルタルアルデヒド 

0.1Mカコジル酸緩衝)で一晩固定し、さらに酸化オスミウム液(1% 酸化オスミウム, 0.1Mカコ

ジル酸緩衝液, 1.5% フェロシアン化カリウム)を用い 4°Cで 2時間処理した。その後、EtOH

希釈系列を用いて、アセトンに置換しエポン樹脂(Taab)に包埋した。超薄切片は酢酸鉛と酸

化ウラニウム水溶液で染色し、透過型電子顕微鏡(T-7100, Hitachi)で観察した。 

5.16. Whole mount RNA in situ hybridization 

プローブの合成 

始めにプローブに用いる目的遺伝子断片を cDNA中からPCRによって増幅し(Table 5-1)、

RNA polymeraseのプロモーターを有するプラスミドベクターにサブクローンした。次にサブク

ローニングしたプラスミドを制限酵素により直線化し、フェノール抽出後、エタノール沈殿処
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理を行い鋳型 DNA とした。5x transfer buffer、10x DTT、10x dig labeling mix (Roche)に鋳

型 DNA 2 g、1U RNase Inhibitor (Takara)、RNA polymerase (T7 RNA polymerase, T3 

RNA polymerase, SP6 RNA polymerase, Takara)、RNase free water (Takara)を全量 20 lに

なるように加え、37°Cで 2時間反応させ、RNAプローブを合成した。反応物を EtOH沈殿に

より精製し、50 lの DEPC処理水と 50 lのホルムアミド加え、-20°Cで保存した。 

前処理抗体の作製 

 メダカ胚 200個程度と、成魚のヒレ 5匹分程度を集め、4% PFA/PBSで 4°C一晩固定した。

胚は殻をピンセットで剥き、ヒレはそのまま PBSTで洗浄し、抗体反応液(抗 digアルカリホス

ファターゼ付加抗体(Roche)10 l, 子ヒツジ血清 200 l, 2%ウシ血清アルブミン 1 ml, PBST 

8.8 ml)を加え、室温 5時間、4°C一晩処理した。上清を集め 4°Cで保存した。 

RNA in situ hybridization 

サンプルを 4% PFA/PBS を用い 4°C一晩固定した。PBSTで洗浄しMeOH希釈系列で

脱水した後、100% MeOHを用い-20°Cで 一晩静置した。MeOH希釈系列を用いて親水化

し PBSTに戻した後、ProK溶液(10 g/ml Proteinase K, PBST)を用いて 37°C で 10分処理

した。PBSTで洗浄した後、4%PFA/PBSで 20分間固定した。PBSTで洗浄した後、0.1M ト

リエタノールアミン溶液(pH 8.0)で 2回洗浄し、アセチル化反応液(0.25% 無水酢酸, 0.1M 

トリエタノールアミン溶液)で室温 10分間処理し、PBSTで洗浄した。 

さらに、ハイブリダイゼーションバッファー(50% formamide, 5×SSC, 50 g/ml Heparin, 

0.1% Tween-20, 5 mg/ml torula RNA)を用い 55°C で 1時間処理し、プローブを含むハイブ

リダイゼーション溶液を用い 55°Cで 一晩処理した。ハイブリダイゼーション溶液は、プロー

ブをハイブリダイゼーションバッファーで 100倍希釈し、80°C で 10分間処理し、氷上で 5

分冷却して調製した。 

続いて、55°Cのウォッシュバッファー (50% formamide, 5×SSC, 50 g/ml Heparin, 0.1% 

Tween-20, 2x SSC)で 1回リンスし、ウォッシュバッファーを用い 55°Cで 30分間の洗浄を 2
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回行った後、2x SSCを用い 55°Cで 15分間洗浄し、0.1x SSCを用い 55°Cで 30分間の洗

浄を 3回行い、最後に PBSTを用い室温で 2回洗浄した。 

ブロッキング溶液 (2% 子ヒツジ血清、0.2% ウシ血清アルブミン)を用い室温で 2時間ブ

ロッキングし、ブロッキング液で 4倍希釈した前処理 AP抗体を用い 4°Cで一晩処理した。

PBSTで室温 15分間の条件で 6回洗浄し、AP染色液(100 mM NaCl, 50 mM MgCl2, 100 

mM Tris-HCl pH9.5, 0.1% Tween-20)で室温 10分の条件で 2回洗浄した後、発色溶液

(NBT 4l, BCIP 3 l, AP buffer 1ml)で処理した。室温で遮光して、発色するまで振盪器に

のせ発色を待った。発色後、PBSTで洗浄し、4% PFA/PBSで室温 20分固定し、PBSTで洗

浄した後、4°Cで保存した。 
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図表 

Table 5-1 使用した primer 

遺伝子のクローニング 

目的領域 プライマー配列(5'-3') (左: Forward, 右: Reverse) 

cox-2 TAATCCGTGTTGCTCATGGCC, TGACATCTGCTAGGCGAGAGC 

gfp ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG, TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

tgf-1 GTAAGACGGTGGACCAGGAG, GGACAAGCTCTCGACCTTGT 

tgf-2 CCTCAGCAAGCTTCGCATCC, GGAGAGCTGCTCAACACGTG 

tgf-3a CTCAGCAAACTCCGACTAAC, TCCAGAACCTCGTTTTCATT 

tgf-3b ATTGAGGAGCTCGGAAGAGA, CATGAGGATGAGGTGAGGGT 

activin TTGGTTGTTGATGCCTCTCC, ACTCCTCCACGATCATGTTC 

mmp-2 GTCCACAAGACAGCTGCAAC, TCTGCAGCTCATCAGCTCTG 

mmp-3 AGACCTAATGAAGCAGCCCA, AAGGATGGAGTTGGCTCTCA 

mmp-9 CTGCTCTCCCAGCTGTTATT, GAAATTTGCTGACCCGTATG 

mt1-mmp ATGAAGCTGAAGCTGACGGT, CTGTCTTTGGGTCTTCGTTG 

timp-2a TTCATCGACAGCAGCCTGAG, CGTCAAGCTGTGAATTTGGC 

timp-2b TCGTTCTCTGACATCTGGAG, TTGCAGTCACAGCTCGACTC 

半定量 RT-PCR 

目的領域 プライマー配列(5'-3') (左: Forward, 右: Reverse) 

rankl TGTTCCAGTATTTCTACCGT, TCAGTTGCCCAGCTTTATGG 

-actin [108] CAGACACGTATTTGCCTCTG, CAAGTCGGAACACATGTGCA 

cox-2 TAATCCGTGTTGCTCATGGCC, TGTGTGATCGAGATGTCAGC 

ep-1a [108] TTCTGCTTCCAGGGGGACCCA, AGATCCGTGGCTTTGGTGCCA 

ep-1b [108] TTACCAAACCGCTGCCACATA, CAGCTTCAGTACGCTGACTGT 

ep-2 [108] GCTGCAGGCATCTTCGGCAAC, CGATCGGTTTGCTCACAGTGA 

ep-3 [108] GACAGCAAAGTGCCAGGAAAC, CAGAGTCCTGCTGTTATTAGC 

ep-4a [108] AGTTGGCCGGATTCACTCTG, GACATCCTGCGCACAAAGCG 

ep-4b [108] GCAGCGCTCTCTCTTCTTGG, GGTCTTCATTGATCAGTGAGG 

遺伝子発現制御領域のクローニング 

目的領域 プライマー配列(5'-3') (上: Forward, 下: Reverse) 

2.6 bp cox-2 upstream region (KpnI: GGTACC)-ACAGCTATCCATCAGCCACTG 

 GCTCCTGAGTTTGATCTTTTGC-(ApaI: GGGCCC) 

4.6 bp fli1 upstream regeon (XhoI: CTCGAG)-TGTGTCCTGAATGTCCTGAC 

 TTTGCGCAAATTTTCGCGGACC-(KpnI: GGTACC) 
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