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緒 言 

 
長管骨の成長は、軟骨細胞依存の長軸成長と骨芽細胞依存の短軸成長により達成される。長軸成長は、成長板におけ

る軟骨細胞の増殖、肥大軟骨細胞への分化とそれに続く骨への置換という一連の流れから構成される、いわゆる「軟骨

内骨化」により行われる。一方で、短軸成長は骨芽細胞が石灰化を引き起こす「膜性骨化」が骨膜上で行われる。骨成

長時には、軟骨内骨化による骨の伸長と、これを支えるための骨径の増加が同時に起こるので、強度が維持されると考

えられる［1］。したがって、骨成長に伴った「長軸－短軸成長のカップリング機構」が存在すると考えられるが、不明

である。私たちが着目しているOsteocrin（OSTN）はナトリウム利尿ペプチド（NPファミリー：ANP、BNP、CNP）
様配列を含むが環状構造をとらないので、ANP や BNP 受容体（GC-A，GC-B）とは結合しない。しかし、NP のク

リアランス受容体（NPR3）には結合するために OSTN は NP の分解を阻害することで、生理作用を発揮すると考え

られる。私たちのグループは、これまでにOSTNを肝臓にて過剰に発現するTgマウスやOSTN合成ペプチドを用い

て、骨の伸長および血圧降下などの生理活性を明らかにした［2～4］。また、内因性 OSTN の生理機能について、

OSTN-KOマウスを用いて解析したところ、OSTNは骨の長軸－短軸成長を、促進することが明らかになった。OSTN
の発現部位をLacZをノックインして全身性に解析すると、OSTNは一部の遠位骨に発現していることがわかった。脛

骨においては、内側面にほぼ特異的に高発現しており、荷重負荷によって伸展刺激がかかる部位と一致していることが

わかった。そこで本研究では、内因性OSTNが如何に発現制御されるかについて、荷重負荷に着目して検討した。 
 

方 法 

 

1．骨膜細胞の採取と培養 
8週齢の雄マウスから脛骨を採取し、筋肉を剥離した。3 mg/ml Collagenase、4 mg/ml Dispase、1XGlutamaxを

含むa-MEM培地に入れ、37℃で10分間インキュベートした。その上清を捨て、さらに同じ培地中で37℃で60分間

インキュベートした。Vortexで数秒混合し、10% FBS、1XGlutamaxを含むa-MEM培地を加え、100 µmのメッシ

ュを通し、1,500 rpmで5分間室温にて遠心し、細胞を回収した。脛骨2本分につき、100 mmディッシュ1枚に播種

し、37℃、5% CO2存在下で4日間培養、さらに100 mmディッシュ3枚に継代した。その後、ゲル上に播種し、48
時間後にRNAを回収した。 
2．大腿・坐骨神経切除、卵巣摘出術 

8週齢の野生型、あるいはHTマウスの雄マウスの右脚大腿神経および坐骨神経を再接合しないよう5 mm以上麻酔

下にて切除した。切除手術を施した後、一定期間飼育し、両脚から脛骨を採取した。卵巣摘出については、麻酔下にて

8週齢の野生型あるいはHT雌マウスの背側皮膚を切開し、両側の子宮を一部結束して卵巣を摘出、その後、縫合した。 
3．脛骨からのRNAの採取とqPCR  
神経切除あるいは卵巣摘出手術を施した後に脛骨を採取し、TRIZOL 中にてポリトロンホモジナイザーを使用して、

破砕した。メーカー推奨の方法に従いTRIZOLを用いてRNAを採取した。さらに抽出したRNAはRNeasy mini kit
（QIAGEN）にて精製した。精製したRNAは超微量分光光度計にて測定し、2 µgのRNAを使用して cDNAを作製

した。cDNAの合成にはSuperscriptIII（Invitrogen）を用いて、メーカー推奨の方法に従った。qPCRはKOD SYBR 
qPCR Mix (TOYOBO)を使用し、Eppendorf Mastercycler ep realplexを用いて解析した。 
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結果および考察 

 

1．OSTNの発現は機械ストレスにより制御される 
脛骨におけるOSTNの発現部位が伸展刺激のかかる部位と一致していたことから、機械ストレスがOSTNの発現制

御に関わる可能性を検討した。脛骨に負荷される荷重を免除するために、マウスの片脚に大腿・坐骨神経切除手術を施

して、OSTNの発現量をqPCRによって検討した。CTによる解析から、術後8週には顕著な海綿骨量の低下が認めら

れた（図 1A，B）。荷重免除下における OSTN の発現部位を明らかにするために、OSTN-HT マウスに同様の大腿・

坐骨神経切除手術を施して、LacZ の活性染色を行った。手術後 8 週にて OSTN の発現低下が認められたが、OSTN
の発現部位には顕著な変化を認めなかった（図 1C）。そこで OSTN の発現低下をさらに明らかにするために、大腿・

坐骨神経切除手術を施して、手術後 1、4、8 週で脛骨から継時的にRNA を採取して、OSTN 量を qPCR により定量

化した。その結果、OSTNの発現量は手術後、4週から未手術の脚に比較して、約半分程度にまで有意に低下した（図

1D）。下腿部の筋萎縮は顕著に見られるが、OSTN の発現も術後 4 週から有意な低下が認められた。従って、OSTN
の発現維持には荷重刺激が必要であることが推測された。 
2．OSTNの発現低下は骨量低下に依存しない 
しかし、内因性 OSTN は Osterix や Runx2 陽性の骨芽細胞に発現していることから、骨芽細胞数の減少が OSTN

の発現低下をもたらした可能性が考えられる。そこで、機械刺激に依存しない骨量低下モデルとして、卵巣摘出術を採

用し、OSTNの発現変化を解析した。CTを用いて解析すると、卵巣摘出後8週で明らかな骨塩量の低下が認められた

が、OSTN の発現は低下せず、むしろ増加する結果となった（図 2A，B）。この時の OSTN の発現部位に変化は認め

られなかった。以上のことから、OSTNの発現低下の原因が単純に骨量の低下ではなく、機械刺激そのものである可能

性が強くなった。一方、OSTNの発現量は卵巣摘出により増加したことから、卵巣摘出により誘導される骨リモデリン

グの活性化と関係があると考えられた。エストロゲンは破骨細胞のアポトーシスを促進するので、卵巣摘出により骨吸

収が促進するが、これに伴って骨形成も促進される。したがって、卵巣摘出時には骨吸収-骨形成のサイクルが速い状

態と考えられ、OSTNは骨代謝が促進されると発現が上昇すると考えられるが、今後、さらなる検討が必要である。 
3．OSTN発現制御機構の探索 

OSTN の発現制御機構を分子レベルで明らかにするために、骨膜細胞の in vitro 培養系を確立して、人工的な機械

刺激モデルを適用した。これまで、骨膜にかかる機械刺激の詳細は明らかではないが、OSTNの発現部位が、重力によ

り伸展刺激のかかる部位と一致するために、伸展刺激に着目した［5］。そこで、ハイドロゲル培養を共同研究者の先生

に作成して頂き、様々な硬さのゲル上で骨膜細胞を培養し、qPCR によりOSTNの発現変化を検討した。OSTNの発

現は中程度のゲル（13.8 kPa）上で最大で、その後は硬いゲル（30.1 kPa）、柔らかいゲル（7.5 kPa）上ではほとんど

発現を認めなかった。しかし、骨膜細胞の初代培養細胞系が不安定であったために、再現性に乏しく、今後さらに安定

した実験系を用いて解析していく予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図1．OSTNの発現は機械ストレスにより制御される 

（A）大腿坐骨神経切除後のマウスの脚を示す。片脚にのみ手術を施している。足底が上を向いていることが確認で

きる。（B）神経切除後8週の脛骨のCT像を示す。海綿骨が顕著に減少している。（C）神経切除後8週の脛骨にお

けるOSTNの染色像を示す。発現パターンは変化していないが、発現レベルは減少している。（D）神経切除後の

OSTNの発現量を示す。4週から発現低下していることがわかる。検定はstudent t-testにより行った。** P < 0.01。 
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図2．OSTNの発現低下は骨量低下に依存しない 
（A）卵巣摘出後のマウスの体重と骨塩量を示す。卵巣摘出によって体重増加と骨塩量の有意な低下が認められる。 
（B）16週齡マウスに卵巣摘出を行い、8週間後のOSTNの発現量を示す。検定はstudent t-testにより行った。** P < 0.01。 
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