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メカニカルス トレスにより誘導される骨芽細胞の分化と骨形成
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1.はじめに

生物は地上にある限り,1Gという重力に曝されてい

る｡この重力が効果を最大に発揮するのは,地上で生物

が行動する場合であり,水中では約1/6程度に減少する｡

また,睡眠や休息状態にあるときは,さらに重力の効果

は減少し,寝たきり状態やギプスによる固定など,いわ

ゆる,不動化状態が続く場合には,筋肉や骨格など運動

にかかわる組織の主要部分に対する重力の効果は実質的

にゼロに近くなる｡ すなわち,無重力に近い状況が作り

出されていることになる｡このような状態では,筋肉･

骨ともに萎縮するが,このことは,volunteerを用いて

bedrestの状態を強制的に続ける実験によっても確認

されている1)｡宇宙飛行士の骨董が宇宙滞在中に減少し,

帰還一定期間後にはほぼ回復することもよく知られてい

る2･3)｡骨董は,骨吸収 (骨破壊)と骨形成のバランスに

より維持されているが,メカニカルストレスの減少によ

る骨萎縮 (骨董減少)の原因は主として骨形成の抑制で

あることが明らかにされている4･5)0-万,地上において

も,メカニカルストレスを負荷すると骨量が増加するこ

とが良く知られており6,8),この場合にも骨形成が刺激さ

れることが確認されているO このように,メカニカルス

トレスの持続的負荷が一定期間内に繰り返されることが,

骨の構造と機能の維持に必要であるが,このメカニズム

を説明する仮説としてメカノスタット説 (mechanostat

theory)9)なるものが提出されている｡ これを詳しく述べ

る余裕はないが,要は,生理的なメカニカルストレスの

幅 (physiologicalwindow)というものがあり,この範

囲より低いメカニカルストレスに曝される場合には骨形

成が相対的に減少してメカニカルストレスに見合ったと

ころで定常状態に達し,逆に,より高いメカニカルスト
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レスに曝された場合には骨形成が増加して高い骨董レベ

ルで定常状態に達する,というふうにメカニカルストレ

スによる歪みを感じるセンサーが骨に存在するというの

である｡ 骨吸収と骨形成はカップルしているので新しい

平衡状態に移行し得るわけである｡この場合どちらの方

向に移行するにもある開催を越えることが必要である

10㌧ たとえば,運動によって骨形成を刺激するには,〟

定以上の運動負荷をかけないと無効である,という具合

である｡ メカニカルストレスによる骨形成の刺激は,骨

芽細胞の分化および活性化をともなうが,その機構につ

いては不明である｡本稿では,メカニカルストレスの受

容とその伝達について概観し,その後我々のデータを中

心に骨芽細胞分化のメカニズムについて述べてみたい｡

2.メカニカルス トレスに対する細胞の応答

メカニカルストレスに応答する組織は運動骨格系に限

らず生体内に広く分布し,循環器系とくに血管や内皮細

胞については多くの研究がある｡これらの細胞がメカニ

カルス トレスに応答する機序には普遍性があると考えら

れるが,どの組織についてもその詳細は想像の城を出な

い｡表-1はメカニカルス トレスの受容から効果が発揮

されるまでの過程を大きく3段階に分けて示したもので

ある｡ その第-はメカニカルストレスの受容である｡

秦-1 メカニカルストレスの受容とその細胞機能への変換

(1)メカニカルストレスの受容:
①細胞外基質-インテグリン-細胞骨格系の変化
②細胞膜イオンチャネルの開閉

(2)細胞内シグナルへの変換:シグナル伝達分子(.衣-2参照)

(3)骨形成紳胞-のシグナル伝達
①骨細胞-骨芽細胞活性化/骨芽細胞のリクルート
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2-1.メカニカルス トレスの受容機構

メカニカルス 7,レスという物理的刺激を受容するため

には,細胞 はstrain (ひずみの応力)あるいはshear

stress(ず り応力),音波 (聴覚の場合)等を感知しな

ければならない｡刺激が感知されるためには,細胞自身

が感知機構を備えていなければならない｡その感知機構

を構成するものは細胞の構造であり,構造を維持するの

に必要な細胞骨格とこれに密接に相互作用をしている分

子であるはずである｡実際,細胞は浮遊状態では球形で

あるが,細胞外基質に結合すると構造が変化する｡これ

は細胞 自体が内力を持っているからである｡その内力を

生み出すのは細胞骨格であり,tensegrityという概念で

も説明されている11･12㌧ 細胞の基本骨格を作るactin分子

はvinculinやtalin,tensin,α-actinin等の分子を介して

integrinと結合するが13),細胞自身の内力により細胞外

基質に応力を加えることになる｡従って細胞外基質と結

合 した細胞にメカニカルス トレスを感じさせるために

は,この応力に抗する力,すなわち,細胞骨格の変化あ

るいは細胞の変位を惹起するような刺激でなければなら

ない｡そのような刺激に対応 して細胞膜表面の変化ある

いは細胞骨格の変化が最初に起こると考えられる｡実際,

このような刺激に対しては,アクチン分子の再重合や配

列変化が起こることが知 られている14･15)o細胞の接着状

態により骨芽細胞の分化や活性化状態に違いが生 じるこ

とも良 く知られている14)｡一方,細胞膜の変形や電位変

化が膜のチャネルの開閉に影響を与え,これがメカニカ

ルス トレスの受容機構 として作用する可能性 もある16)｡

2-2.受容された刺激の化学的シグナルへの変換

受容されたメカニカルス トレスが細胞の機能に影響を

与えるためには,それが化学的なシグナルに変換されな

ければならない｡この過程にかかわるのが,いわゆるシ

グナル伝達分子である｡ メカニカルス トレス負荷により

骨芽細胞において発現量の変化する分子について表-2に

まとめた｡これを見ると,メカニカルス トレスによって

変動するシグナル伝達分子あるいはサイトカインは,い

わゆるホルモンやサイ トカインに応答する分子と基本的

に同じであることが明らかである｡

秦-2 メカニカルストレスにより骨芽細胞で変動するシグナル伝達分子

ⅠnViVo実験 培養細胞 器官培養

C-fos5455), C-AMP27.28),C-fos58),egr159一,NO47.60), PGE268),

ⅠGF-Ⅰ55.56), iNOS61),PGE247,62),PGⅠ262.63),PGF加62),

TGFβ55),NO2021), CO玉-262),Ca2'25.26),ⅠP327r糾),

iNOS20.21), SAchanne165),PKC6.i),PLA228),PLCγ64),

PGE224㌧GLAST57) TGFβ63),PDGF66),ⅠGF-Ⅱ63う,

変動する分子の種類は,負荷するメカニカルス トレス

の種類により異なるが,inuiuoの実験 とinuitroの実験

でほぼ対応する結果が得 られているo これらの変化がメ

カニカルス トレス負荷後比較的短時間 (数分から数時間

以内)で起こるのに好 し,inLliuoにおいて骨芽細胞が

分化 し細胞外マ トリックスを分泌するのは3日～5日後で

あるユ7.19)｡従って,これ らの分子はメカニカルス トレス

の受容後のシグナル伝達にかかわっていると考えられて

いる｡ NOがメカニカルス トレスの骨形成作用に密接に

かかわっていることは,NO合成阻害剤を用いた実験で

明らかにされている20･21'｡一方,iNOSノックアウトマウ

スでは骨の異常は認められないが2L71,eNOSノックアウ

トマウスでは10%に四肢の末端欠損が認め られてお り

23),これらのマウスにおけるメカニカルス トレスの骨形

成作用の有無が興味深い｡また,メカニカルス トレス負

荷によるinviuoの骨形成がインドメタシンにより大幅

に抑制される24Iことから,プロスタグランジンの関与

するシグナル伝達系の役割も否定できない｡プロスタグ

ランジンの増加はPLAの活性化の結果であ り,PLAの

活性化はやはり細胞骨格の変化によりもたらされる｡培

養細胞を用いた検討では,骨芽細胞に伸展刺激を与える

と細胞内カルシウムの著明な上昇が認められる25･26)｡こ

のカルシウムの上昇は,SA channelを介した細胞外の

カルシウム流入やPLCの活性化により産生されたIP3が

小胞体からのカルシウム放出を活性化する機序が考えら

れる｡ 前者は細胞膜の変位あるいは電位変化に続いて起

こる現象としてとらえることができるし,後者は細胞骨

格の変化の結果 と考えることができる｡ また,cAMPの

増加がどのように骨形成にかかわるかは不明であるが,

メカニカルス トレスの負荷により細胞内のcAMPが上昇

することが知 られてお り27･28),また,細胞骨格が破壊 さ

れるとcAMPが増加することが知 られている29･30)｡骨芽

細胞においてIGF-ⅠⅠを増加させる因子 としては,従来

ちMP-2311やBMp-732)が知られていたが,IGF-Ⅱもメカニ

カルス トレスのシグナル伝達にかかわっている可能性が

高い33)O-方IGF-Ⅰは,骨芽細胞では誘導されないが,

骨細胞ではメカニカルス トレス負荷後数時間で誘導され

る34㌧ この場合,骨表面における細胞外基質の分泌は48

時間後に起こるので34),骨細胞で産生されたIGF-Ⅰが何

らかの機序で骨芽細胞を刺激 した可能性は十分考えられ

る｡ しかし,メカニカルス トレスに対するこれらの反応

は,その殆どが他の組織においても共通に認められる現

象であり,決して骨芽細胞に特異的なシグナルではない｡

従ってこれらは,メカニカルス トレスを受容 しその信号

をシグナル伝達に変換する共通のメカニズムを示してい

ると考えるべきであろう｡
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2-3.シグナルから効果への変換

さて細胞内シグナル伝達系に伝わった情報が効果とし

て現れるためには,情報が細胞の棟能へと変換されなけ

ればならない｡骨の場合には骨形成の刺激である｡この

場合,①メカニカルス トレスを受容した受容細胞自身が

骨形成に直接かかわるのか,あるいは,②その情報をそ

のまま伝える,もしくは,転写等により別なシグナルに

変換して伝える,ことで骨形成に直接かかわる細胞を活

性化し,その結果骨形成が刺激されるのか,という二つ

の可能性が考えられる｡ 前者は骨芽細胞自身がメカニカ

ルス トレスを受容する場合であり,後者は骨細胞が受容

する場合である｡ 骨細胞および骨芽細胞の休止塑珊胞と

されるboneliningcellを併せると骨形成系細胞の95%を

占めること35),ネットワークを形成する骨細胞が且uid且ow

によるshearstressを検知するのに適していること36),な

どの理由から一般的に,メカニカルス トレスを受容する

のは骨細胞であると信 じられているが,メカニカルス ト

レス負荷後,どちらの細胞にも同じようなシグナル分子

の変化が起こることが知られており,骨芽細胞自身が受

容細胞として働 く可能性 も十分にある｡ また,ヒトの骨

においては骨表面を覆っている骨芽細胞はわずか5%で

あり94%はboneliningcell,1%は破骨細胞に覆われて

いる35)｡従って仮に骨細胞がメカニカルス トレスを受容

し,シグナルを伝達したとしてもその後の骨形成を説明

するためにはさらに多 くの骨芽細胞がリクルー トされな

ければならない｡その機構のひとつとして,bonelining

cellの活性化が報告されているが37),間葉系細胞か らの

分化も十分に考えられる｡

2-5.メカニカルス トレスの骨形成作用を左右

する生理的条件

内分泌機能その他正常の生理的条件が維持されている

限り,メカニカルス トレスはもっとも強力な骨形成因子

であり得るが,生理的異常があればその効果は減少ある

いは消失する｡ メカニカルス トレスの骨形成作用が加齢

にともなって減少する38･39)のは,その例のひとつである｡

二つ日の例はエス トロジェンである｡ エス トロジェン欠

乏によって起こる骨量減少と不動化によって惹起される

骨量減少とが,時間経過や形態学的変化についてよく似

ていること40)から,エス トロジェンのレベルやエス ト

ロジェン受容体の機能がメカニカルス トレスの骨形成作

用 に影 響 す る可 能性 が提 唱 され て い る9)｡ 実際

Chambersのグループは,ラットの尾堆骨に圧迫刺激を

加えるinvivoモデルにおいて,骨形成がまだ進行 しな

いうちにエス トロジェンを投与するとメカニカルス トレ

スの骨形成作用は抑制されるが,骨形成が進行中にエス

トロジェンを授与した場合には骨形成が克進することを
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報告している4110三つ目の例はPTH(副甲状腺ホルモン)

である｡ メカニカルス トレスの骨形成作用にかかわる

PTHの効果に関する報告はないが,不動化による骨董

減少が副甲状腺摘除によって抑制されることが報告され

ている42㌧ 骨細胞やboneliningcellに及ぼすメカニカル

ス トレスおよびPTHの効果の類似性43),また,骨芽細胞

のmechanosensitivechannelの活性化とそのkineticsに

およぼす両者の類似性なども報告されている44A5㌔

これらは非常に興味深い問題であるが,いずれも今後

に残された課題である0

3.メカニカルス トレスの骨形成作用に関する

従来の研究

メカニカルス トレスの骨形成作用にかかわる研究は,

動物個体を用いる研究,培養細胞を用いる研究,および,

器官培養を用いる研究に分けられる (表-3)o 個体を用

いる研究では,ヒトを含めて,静水圧では骨形成は刺激

されず,反復刺激が必要であることが確認されている｡

しかしながら,モデル実験においでは,静水圧を加える

方法も含めてどの方法によっても骨形成が促進される,

あるいは,骨芽細胞の活性が増加する方向にパラメータ

ーが変化することが知られているO ただ,詳細に比戟す

ると,メカニカルス トレスの種類により変化するシグナ

ル分子が異なるようである｡たとえば,骨芽細胞による

osteopontin46)やNO47',PGE2471の産生に関しては,且uid

nowのような shearstressの方が歪みの応力に比べて,

変化が大きい,という報告がある｡通常の運動時におい

て,shearstressが重要であるのか,あるいは,変形を

ともなう応力が重要であるのか,は不明である｡ どちら

の応力が主に働 くにしても,細胞がこれを感じるために

表-3 メカニカルストレスの骨形成作用に関する研究法

(1) invivo

① stainlesssteelpinを骨に挿入しこれに周期的な圧迫刺

激を加える方法

(i)七面鳥の前肢に刺激を加える方法36)

(ii)ラットの尾椎に刺激を加える方法69)

② Straingaugeを用いて非侵襲的に圧迫刺激を加える方法69'

③ 4点曲げによりたわみ刺激を加える方法557

(2) invitro

① 細胞培養

(i)静水圧を加える方法70)

(ii)Fluid瓜ow (shearstress)を加える方法15A6･59r60)

(iii)培養基質を伸縮させる方法27･71)

(iv)細胞を直接刺激する方法85･66)

② 辞官培養

(i)静水圧を加える方法68)

(ii)伸展刺激を加える方法49･72)
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は,細胞の表面や骨格を構成する分子が変形に曝され

なければならないはずであり,その場合には,上で述

べたように,セカンドメッセンジャーの変化をともな

う複数の機構によりメカニカルス トレスのシグナルが

相互作用しながら伝達される可能性が高い15)｡その意味

では,細胞自身はどちらの応力についても応答可能で

あり,従って,メカニカルス トレスの負荷方法にはそ

れほどこだわる必要はないかも知れない｡それよりも,

それぞれの実験系の特徴を生かしてその過程を詳細に

調べ,それぞれの結果を総合 してinuiuoにおける現象

を解析する努力をすべきではなかろうか ?いずれのシ

グナル伝達経路も骨形成にいたる途中のある特定の過

程以降では共通のものになると考えられる｡ この過程

つまり骨形成に特異的な過程を特定することが,医療

への応用面から考えると最も重要である｡ また,従来

の研究においては,inuitroにおいて骨芽細胞を活性化

するに必要な歪み応力は,inuivoのそれに比してきわ

めて高く,非生理的であるという指摘があった48)｡しか

し,生理的範囲の歪み応力を負荷 した最近の研究にお

いても骨芽細胞の増殖や分化が確認されている｡ In

uiuoの実験系に比べて,培養細胞を用いる実験系の最大

の問題点は,骨芽細胞あるいは骨細胞いずれを用いる

場合でも,骨芽細胞へと分化する細胞が存在 しないと

いうことである｡ このことを解決するために我々は,

器官培養系を選んだ｡

4,マウス頭蓋冠縫合部を用いた研究

器官培養系は表に示 したように静水圧をかける方法

と伸展刺激をかける方法とがある｡前者には,特別の

装置が必要である,また,骨形成が刺激されるまでに

時間を要する,などのが難点があるので,われわれは

後者を採用 した｡このモデルの利点として,48時間以

内に石灰化 も含めた骨形成を観察することができる,

間葉系の多 くの細胞も含んでお り骨芽細胞の前駆細胞

を決めるのに適している,個体 レベルの研究に比べて

全身性に作用する物質の関与を除くことができる,蘇

微鏡による観察が容易なので細胞の形態変化と遺伝子

発現の変化とを対応させて細胞分化を観察できる,内

軟骨性骨化を含まず膜性骨化のみを見ることができる

単純な系である,などが挙げられる｡ この実験系を用

いて我々はこれまでに以下のことを明らかにした｡

4-1.張力負荷による骨芽細胞の分化と骨形成

生後4日令のマウス頭蓋冠縫合部を無菌的に切 り出

し,歯科矯正用のワイヤーを用いて作成したバネによ

り張力を連続的に負荷 しながら培養した｡対照群にお

いてはバネの長さを糸で固定することにより張力をゼ

ロにした (図-1)｡ 張力負荷により頭蓋冠縫合部の細胞
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は張力負荷方向に扇平化するとともに細胞数が次第に増

加し,縫合部は時間の経過とともに伸張した49)｡伸長に

ともなって,アルカリフォスフアタ-ゼ (ALP)陽性

の細胞層も縫合部中心に向かって伸び出したが,6時間

後 においては,これ らの細胞 はオステオカルシン

(OCN)やオステオポンチン (OPN)陰性であることか

ら,前骨芽細胞 と考えられた｡24時間後には,類骨

(osteoid)の形成も認められるようになり,このような

一連の変化は縫合部中心に向けて継続的に進行し,48時

間後には新 しく形成された類骨の一部は石灰化 した

(図-2)49)｡新しく石灰化 した類骨の表面の細胞はALP

陽性でOPNやOCNを発現しており,成熟した骨芽細胞

と考えられた｡72時間後にはこのような変化はさらに顕

著になった｡石灰化が進行中の部位ではマ トリックス小

胞が出現し,inuiuoで認められるものと同様の変化が

起こっていることが電顕的に観察された (未発表デー

タ)｡従って,本実験モデルにおいてぼ, in uiuoで通常

観察されるものと同様の骨形成が極めて短時間に再現さ

れていると考えられた｡

童 二 ‡ 童

図-1 マウス頭蓋冠縫合部培養系

A:歯科矯正用ワイヤーで作成したバネ,および,

縫合部への装着の模式図

B:24穴プレートに装着した状態を上から撮影した

もの
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図-2 張力刺激による縫合部の骨形成 (アルカリフォスフ

ァタ-ゼおよびvonKossa染色)

a:0時間,立方状でALP陽性の骨芽細胞が骨(B)および

osteoid(*)を覆っている｡また,前骨芽細胞を斜めの

矢印で示してある｡b:1時間,縫合部の細胞はいずれも

扇平化し長さを増している｡OsteoidならびにALP陽性

の前骨芽細胞(斜め矢印)層も縫合部中央(垂直矢印)に向

けて伸びだしている｡C:6時間,扇平化したALP陽性の

細胞層(斜め矢印)はさらに縫合部中央に向かって伸長し,

osteoidも若干増加している｡d:24時間,osteoidおよび

前骨芽細胞(斜め矢印)層はさらに伸長している｡e:48

時間,osteoidは長さおよび厚みを増し,一部には石灰

化(矢頭)も認められる｡

4-2.骨芽細胞の分化とBMp-4の発現

上述の骨芽細胞分化とそれに続 く骨形成にかかわる因

子を明らかにするため,同じ実験系で遺伝子発現を調べ

た｡メカニカルス トレスにより発現状況が変動する骨芽

細胞特異的遺伝子を見出すための手始めとして,骨芽細

胞の分化マーカーのうち比較的初期に現れる遺伝子の発

現状況をRT-PCRで調べた｡その結果,BMp-4遺伝子の

発現が増加 し,6時間後には有意な変化として検出され

た (図-3)49)｡これらの変化がどの細胞に起こっている

かを明らかにすることができれば,骨芽細胞へ分化する

細胞の起源やメカニズムを明らかにする契機となる可能

性がある｡ そこで,insituhybridization(ISH)法によ
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り細胞レベルの発現状況を調べた｡その結果,張力負荷

開始3hr後には,前骨芽細胞のBMp-4遺伝子発現が増加

し,新たにALP陽性 となった前骨芽細胞および間葉系

の線維芽細胞株細胞の一部にBMp-4遺伝子が発現するよ

うになった(図-4)49)｡このような変化が順次縫合部中心

に向かって移動するとともに,あらたに分化 したと思わ

れるALP陽性の前骨芽細胞は,骨芽細胞特異的転写因

子であるCbfal遺伝子を発現するようになった (図-4,5)｡

そして,典型的な骨芽細胞へと分化すると,順次typeI

collagenやosteopontin,osteocalcinなどを分泌 して

osteoidを形成 しながら,自身のBMp-4遺伝子発現は低

下す る｡時間の経過 とともに,類骨では,matrix

vesicleの形成を経て石灰化に至る,という一連のプロセ

スを観察 した (図-6)｡ これは生体内で見 られる骨形成

過程と同一のものと考えることができる｡ このように,

BMp-4はautocrine/paracrinefactorとして骨芽細胞の分

化に重要な役割を果たしている可能性が示唆された｡尚,

本実験系ではBMP-2の変動は認められなかった｡

4-3.メカニカルス トレスにより変動する遺伝

子の網羅的検出

上述のように,マウス頭蓋冠縫合部培養系を用いるこ

とにより,従来の研究では得られなかった,比較的骨形

成に特異的な遺伝子変化が検出された｡張力刺激により

発現 レベルが変動する遺伝子をさらに検出するために,

differentialdisplay(DD)法およびRAP-PCRを用いる

その変法により検索した結果,いくつかの既知遺伝子お

よび未知遺伝子を同定した50)｡これらの遺伝子の発現が

骨芽細胞の分化 とともに増加することを確認 している

3 6 24 (h)
l II LL 1
O9 0.2g Og 0.2g Og O･29

BMP-4 - ~一l･-

actin
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⊂J)⊂)
も 3
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2

1

0
3 6 24

Culturehour

図-3 張力刺激によるBMp-4遺伝子発現の誘導

TotalRNAを頭蓋冠縫合部から抽出した後RT-PCRによ

りBMp-4遺伝子の発現を調べた｡上のパネルはそのパタ

ーンを,下のパネルには数値化して結果を示した｡*は5%

の危険率で対照群との間に有意差があることを示す｡
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図-4 張力刺激下に培養した頭蓋冠縫合部における骨芽細

胞の分化と骨形成 (模式図)

図はinsituhybridzation法により検出した遺伝子発現

の変化を模式的に示したものである｡ 上から順に,張力

刺激開始後0時間,3時間,6時間,24-48時間における

変化を示す｡0時間では,osteoid(類骨,図ではBoneと

示 してある)に接 している球形の骨芽細胞 (013)とこ

れに隣接する前骨芽細胞 (POB)がBMp-4およびCbfal

陽性 で,間葉系の線維芽細胞株細胞 (FB)の中にも

BMP一服弓陽性のものが散見されるO3時間以降では,醍

力負荷方向に沿って細胞が肩平となるとともに,細胞数

の増加,osteoidの伸長,そしてosteoidの一部の石灰化

(骨化)という順で骨形成が起こっていることがわかる｡

3時間後ではOBおよび一部のFBにおいてBMp-4遺伝子

発現が増加する｡6時間複になると,これらの変化はさ

らに増加 し,3時間後でBMp-4陽性となったFBはCbfal

陽性 となってPOBへと分化し,さらに新しくBMp-4陽性

のFBが出現する0-万で新 しく分化したOBは細胞外基

質を分泌 してosteoidの伸長に寄与する｡24時間以降に

なると,伸長 したosteoidの一部は石灰化 し骨化する

(図では白抜 き文字でBoneと示 してある部分)が,間葉

系のFBがPOBついでOBに分化する先端部ではこれまで

と同様の変化が繰 り返されて骨形成が進行する｡図では

明確に示されてはいないが,骨化 した部分の表面に接す

るOBのBMp-4発現は次第に消失する｡また,図には示

して いないが,osteoid表面 に揺 す るOBはbone

sialoprotein陽性またその一部はosteopontin陽性,骨化

した部分の表面 に存在す るOBはosteopontinおよび

osteocalcin陽性になることも確認 している｡(データの

詳細は文献49を参照)｡

0 3 6 0 3 6

Culturehour

図-5 張力刺激によるBMp-4およびCbfal遺伝子発現細胞

数の経時変化

図 一4に模 式 的 に示 したoriginaldata(insitu

hybridization)をcomputer画面上で解析し,BMp-4陽性

およびCbfal陽性の細胞数を計測 したO図4の説明と一致

してBMp-4陽性細胞がまず増加 し,ついでCbfal陽性細

胞が増加していることがわかる｡*は5%の危険率で対照

群との間に有意差があることを示す｡

Tensilestress･inducedosteoblastdifferentiationandosteogenesis
Cdld肋 rerltIatIon

McdenChymaf→ ←BMP･4--1←Prood仰bl脚.･一斗 0紬 oblaBt
¢dl PO8Ltlve

cdl

05的 eneSls

0 3 8 24

77meunderLqnsltesか脚 (hour)

48

図-6 張力刺激によって惹起される骨芽細胞の分化 と骨形

成 (模式図)

骨芽細胞の分化,細胞当りの遺伝子発現量,および,骨

形成をそれぞれ経時的に示した｡BMp-4遺伝子の発現状

況と骨芽細胞の分化に関するデータは我々の研究が最初

のものであるが,骨芽細胞に分化 し骨基質を分泌 し終え

るとその発現が低下することが注目される(図4の説明参

照)｡これらのデータからBMp-4はautocrine/paracrine

factorとして骨芽細胞の分化にかかわる可能性が示唆さ

れるQ図に示 したその他の因子の発現については,発現

の順序,発現量とも従来の報告とほぼ一致する｡

-6-
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が,より詳細な機能を解析中である｡ しかしながら,容

易に予想されるように,DD法は遺伝子の網羅的検出に

適しているとは言い難い｡張力刺激により変動する遺伝

子をさらに網羅的に検索 し,メカニカルス トレスの骨形

成作用のキーとなる遺伝子を特定するため,張力刺激負

荷組織および非負荷組織か らRNAを抽出し,マイクロ

アレイ (GeneChipシステム)により検討している｡

4-4.今後の検討事項

BMp-4遺伝子をはじめ,特定された遺伝子が骨形成に

必須であるか否かを決定するためには,張力負荷組織に

おいて当該遺伝子の発現を阻止して骨芽細胞の分化や骨

形成が抑制されること,また,張力非負荷組織に当該遺

伝子を過剰発現させて骨芽細胞の分化や骨形成が刺激さ

れること,等を確認しなければならない｡これを実現す

るため,アデノウイルスベクターを用いる発現系を構築

し検討中である｡また,BMp-4遺伝子の転写調節領域に

はshearstressに応答する部位 (SSRE)が存在する51'｡

この領域に結合する因子はまだ同定されていないが,蘇

力刺激により誘導される骨形成にこの部位がかかわって

いる可能性もあり,この因子の同定が重要になるかも知

れない｡これらの点についても現在検討中である｡

おわりに

以上のように,我々の用いている頭蓋冠縫合部の培養

系には,短時間で骨形成に至 り,しかも骨芽細胞の分化

をも調べることが可能である,という特徴がある｡本実

験系で用いているメカニカルス トレスは,大きな一方向

の張力刺激を組織に連続的に加えるという,非生理的な

刺激であるが,これと良 く似たdistractionosteogenesis

という治療法がある｡ 長管骨を長軸と垂直方向に切断し

た後長軸方向に連続的に張力を負荷 しながら骨形成を促

し,結果的に骨を伸長させる (1日あたり1ミクロン程度

の伸長)方法である｡最終的に10cm程度までなら伸長可

能であるという｡ ラットを用いた同様のモデル実験で張

力刺激によりBMP-2やBMp-4の遺伝子発現が著明に増加

することが最近報告された52)｡この場合,骨折治癒過程

で認められるBMp-4発現の増加に比べて,その発現量が

はるかに高値である52･53)点が,我々の上記の結果と併せ

て注目される｡ 我々の実験系で得 られる情報がそのまま

inuiuoの骨形成過程を正確に表 しているとは考えてい

ないが,このような非生理的条件が通常のinuiuoの実

験系では検出できないような小さな変化を検出可能にし

ているのではないかと考えている｡

いずれにしても最終的にはini?ivoの系に持ち込んで

結論を出すことが必要なのであり,最初の段階でこのよ

うな極端な条件を選ぶのもstrategyとして十分成り立つ

と考えている｡

-7-
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