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骨粗髭症疾患モデルとその評価方法

西 崎 泰 司
(秩)林原生物化学研究所 藤崎研究所

はじめに

高齢化社会に伴う骨租懲症の急速な増加により､

その予防､治療法の確立が大きな課緩となっている｡

近年､骨 ･カルシウム代謝に関する研究は飛躍的な

発展を遂げており､基礎的研究分野では､細胞生物

学､分子生物学､組織化学などの新しい手法が導入

され､骨に存在する細胞の由来や分化 ･増殖および

機能の調節機構の解明が進められている｡骨租紫症

の予防や治療薬の開発には､動物を用いた疾患モデ

ルが不可欠であり､本稿では骨租紫症疾患モデルと

その評価方法に関して､我々が実際に使用したモデ

ルを中心に報告する.はじめに､骨租懲症疾患の理

解を深めるために必要と思われる骨組織 ･骨代謝の

調節機構と骨租軽症についての基礎知識について取

り上げた｡次に､本題である疾患モデルとその評価

方法について､比較的短い期間で評価可能なマウス､

ラット､ウサギを用いたモデルを中心に述べている｡

また､骨董の新しい評価方法として､マイクロフォ

ーカスX線拡大撮像システムを用いた小動物での骨

密度の測定方法と組織学的手法による評価方法を紹

介する｡最後に､最近注目されている糖質であるト

レハロースの骨租懲症の疾患モデルに対する作用に

ついて報告する｡

I.骨組黛 と骨代謝調蔀機構1)

骨組織は､骨質､関節軟骨､骨膜､骨髄の4組織

からなり､これに豊富に分布する血管や神経が加わ

る｡骨の主体である骨質は､主として外側を覆う皮

質骨とその内側に位置し網目状を呈する海綿骨に分

けられる｡海綿骨は､網目状のネットワーク構造を

有し､外力に対して抵抗力の大きくなるような方向

性を持っている｡骨組織の細胞としては､骨形成系

細胞である骨芽細胞 bsteoblast)や骨細胞(osteo-

cyte)､骨吸収を営む破骨細胞 (osteoclast)､さら

には骨髄に多種類の細胞が存在する｡ 骨芽細胞はⅠ

型コラーゲンをはじめとする種々の骨基質蛋白を産

生し､この基質にハイドロキシアパタイト結晶を沈

着させ､石灰化を行い､骨を形成する｡骨芽細胞の

一部は､自ら産生した骨基質に埋没し､骨細胞にな

ると考えられている｡ 一方､破骨細胞は､酸や黄白

分解酵素を分泌し､骨を形成する骨基質を分解し､

骨吸収を行う｡

骨組織は､生体での支持組織として､その各部位

に負荷される外力に応じて形態を変化させている｡

同時に､生体内でのカルシウムの貯蔵庫として､

ca2十濃度の維持にも不可欠である｡すなわち､血中

のCa2十濃度が低下すると､副甲状腺から副甲状腺ホ

ルモン(PTn)の分泌が克進する｡ pTnは､骨芽細胞を

介して破骨細胞を活性化 し､骨吸収を促進する｡甲

状腺においては骨吸収抑制因子であるカルシトニン

(cT)の分泌が抑制され､骨吸収が克進され､骨から

のCa2十の動員が高まる｡また､pTnは腎にも作用し､

1α-ヒドロキシラーゼを活性化し､活性化型ビタ

ミンD3の合成が促進される｡その結果､腸管にお

けるCa2+吸収が促進され､血中のCa2十濃度を正常化す

る｡

骨組織では､常に骨吸収と骨形成が繰り返され､

古い組織が新しい組織に置き換えられている｡この

骨の再改築を骨リモデリングと呼んでいる｡骨リモ

デリングの過程は､組織学的にいくつかの相に分類

されている｡活発な骨吸収や骨形成を営んでいない

骨表面は､lini嶋 Cellと呼ばれる偏平な骨芽細胞

に覆われ (静止相)､pTHやIL-1のような骨吸収促

進因子がliningcellに作用すると､liningcellは

活性化され､立方状に形態が変化し､細胞間にすき

まができる (活性化相)｡同時に､骨芽細胞から破

骨細胞-の情報が伝達され､破骨細胞が活性化され､

骨吸収が開始される (吸収相)｡その後､cTなどの

骨吸収抑制因子により､骨吸収が停止し､骨吸収部

位にマクロファージが出現する (逆転相)｡ その後､

骨基質中に存在するTGF-βやIGF-1などの骨形成

促進因子が､骨吸収に伴ない放出され､骨芽細胞を

活性化し､骨形成が開始される (形成相)｡骨形成

が完了すると､骨表面は再び1iningcellに覆われ､

再び静止相になる｡ヒトの場合､約4%の骨が1年
間で入れ替わると考えられている｡

Ⅱ.骨租.髭症2)

骨リモデリングは､ 1サイクルに120から150日程

度を要する過程である｡通常の骨リモデリングでは､

骨吸収量と骨形成量はほぼ等しく､骨リモデリング

によって骨量は変動せず､これを骨吸収と骨形成の

カップリングと呼んでいる｡ 何らかの原因でこのバ

ランスが崩れ､骨吸収が骨形成を上回る状態が持続
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した場合に骨租懲症が発症する｡骨租馨症は､骨成

分はほぼ正常に保たれた状態で､骨量すなわち骨密

度が減少し､骨の微細構造が変化 し､骨折の危険性

が高まる疾患と定義されている｡骨租馨症のほとん

どは､加齢に伴う退行性骨租懲症であり､閉経後骨

租老症と老人性骨租紫症に大別される｡ 患者数が最

も多い閉経後骨租紫症は､閉経に伴う女性ホルモン

であるエストロゲンの急激な分泌低下により､骨吸

収が克進し発症する｡これに対して､老人性骨租怒

症は､加齢に伴う生体機能の衰えから､骨形成が低

下して発症すると考えられている｡ 一般には､閉経

後骨租紫症は､高回転型骨租常症で､老人性骨租擬

症は､低回転型骨租軽症と言われている｡老人性骨

租老症では､皮質骨と海綿骨の両方の骨量が減少す

るが､閉経後骨租紫症では､主に海綿骨の骨量が減

少する｡

Ⅲ.骨代謝評価方法と骨租転症疾患モデル

1.骨代謝評価方法

動物を用いた疾患モデルにおける骨代謝の評価に

は､大きく分けて骨董と骨代謝マーカーが用いられ

る｡骨量の評価は､骨重量､骨密度､骨強度の測定

に分類される｡骨代謝マーカーは､骨代謝を反映し

て､血液､尿中に増減するパラメーターで､骨吸収

に関連する骨吸収マーカーと骨形成に関与する骨形

成マーカーに分類される｡最近では骨密度と合わせ

て､骨租紫症の診断や治療効果を評価する手段とし

て､重要な役割を果たしている｡

1)骨重量

摘出した骨の軟部組織を除去 し､完全に乾燥させ

た乾燥重量､及びca､pなどの無機物のみの灰化重

量を測定し評価する｡

2)骨密度

骨密度は､骨の単位面積あるいは単位体積あたり

の骨塩量のことで､骨の強度と相関が高いと言われ

ている｡測定には､二重エネルギーX線吸収測定法

(dualenergyX-rayabsorptiod]etry:I)XA)と､末

梢骨定量的cT法 (peripheralquantativeco叩uted

to皿Ography:PQCT)がよく用いられる3)･4)0 DXA法

は､2種類の異なる単一の波長のX線を用いること

により､骨と軟部組織を分離 して評価することが可

能で､測定値の再現性が高い｡精度は約 1%程度で

ある｡pQCTは､cT装置を骨密度の測定用に改良した

骨密度専用の測定装置であり､既知量の標準フアン

トムと測定対象物と同時に撮影し､骨のCT値とフア

ントムのCT億を比較して､骨密度を測定する｡海綿

骨と皮質骨を別々に評価することが可能で､骨密度

は体積密度で算出することができる｡

3)骨強度

骨強度は万能強度試験機による折曲げ試験で測定

する｡ 骨に力をかけて行き､センサーによって､骨

が折れた時点の最大の力 (骨破断力)と面積強度で

ある破断エネルギーを測定し､骨の力学的な強度を

評価する手法である4)0

4)骨代謝マーカー5)

(1)骨吸収マーカー

酒石酸抵抗性酸性フォスフアタ-ゼ什RAP)､ピリ

ジノリン(Pyr)､デオキシピリジノリンp-Pyr)千

ハイ ドロキシプロリン(HOP)がよく用いられる｡

TRAPは､骨組織では比較的破骨細胞に特異的である

ことか ら､血清中の濃度が骨吸収の程度を反映す

る｡ コラーゲンの分子間架橋物質であるpyrとD-

pyrやコラーゲンの代謝物であるHOPは､骨吸収によ

りコラーゲンが分解されるときに尿中に排出され

る｡ 特にD-Pyrは､その組織分布が骨に特異的であ

ることからよく測定される｡

(2)骨形成マーカ一

骨型アルカリフォスフアタ-ゼ(B-ALP)､オステ

オカルシン(OC)､Ⅰ型コラーゲン末端プロペプチド

(PICP)の3つが挙げられる｡B-ALPは､骨芽細胞の

活性化に伴い血中濃度が上昇するマーカーで､ヒト

やラットのB-ALPは測定可能である｡ocは､骨芽細

胞が産生する非コラーゲン性蛋白であり､産生され

たocの一部は血中に放出されるので､マーカーとし

て利用できる｡PICPは､Ⅰ型コラーゲンが､細胞外

で､プロコラーゲンからコラーゲン分子にプロセッ

シングされる時に切り出されて血中に放出される物

質であり､骨芽細胞の活動性すなわち骨形成を反映

するパラメーターである｡

2.骨租寿症疾患モデル

骨租紫症の研究を行う上では､動物を用いた疾患

モデルが重要であり､Tablelに示すようなさまざ

まな骨粗肴症モデルが提唱されている6),7),8),9),10).

ll)･12)｡骨租懲症モデルには比較的試験期間を要す

るものが多 く､最もよく用いられているラットの卵

巣摘出モデルでは6カ月を要する｡今回は､我々が

実際に使用した比較的短期間で評価可能な3種類の

モデルについて簡単に紹介する｡

Tablel 骨租軽症疾患モデル

卵巣摘出モデル 低ca食モデル

神経切除モデル デルココ)けコイド投与モデル

懸垂モデル 胃切除モデル

1)卵巣摘出マウスモデル

卵巣摘出モデルの骨減少メカニズムは､卵巣摘出

によるエス トロゲンの分泌低下が主因で骨減少が起

こることから､閉経後骨租繋症に近い疾患モデルで

ある2)･13)｡エストロゲンの低下による骨減少のメカ

ニズムに関しては研究が進んでおり､次のように考
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Figure1 Ovariectomized micemodel

えられている.エス トロゲンの分泌低下は､IL-1

やTNFなどの骨吸収促進因子の分泌を促進 し､骨吸

収を克進するとともに腎に作用し､活性化型ビタミン

D3の合成を低下させ､腸管でのCa2+吸収が抑制され

る｡また､甲状腺でのCTの分泌低下､肝でのTGF-

βやIGFなどの骨形成促進因子の産生低下により骨

形成が抑制され､骨代謝のバランスが崩れ､骨量の

減少が導かれる｡最 もよく用いられる動物はラット

であるが､骨租軽症を誘導するまでに6カ月を要す

る｡マウスを用いた場合が､最も骨租頼症を誘導す

るまでの期間が短 く､卵巣を摘出してから1カ月後

には大腿骨重量が約10%程度減少 した (p<0.01,

Figure1)｡
2)ラット懸垂モデル

骨組織は､運動や体重などの負荷が低減 したとき､

すなわち骨にかかる力学的ストレスが軽減 した時に最

も変化 し､骨量が減少すると考えられている｡この

現象 を利用 したのが懸垂モデルである10)｡ 尻尾を

つり上げることで､下肢を浮上させ､重力の負荷を

減少させると､懸垂初期では骨吸収が元進される｡

その後､pTnの分泌が低下 し､腎での活性化型ビタ

ミンD3合成が減少 し､腸管からのCa2+吸収が抑制さ

れる｡また､副腎からのグルココルチコイ ドの分泌

が促進され､骨芽細胞の機能が抑制され､骨形成が

低下 し､その結果､骨減少が起こると考えられてい

る｡ 大腿骨乾燥重量は､懸垂 1週間で対照群 と比

較 して約20%の減少が確認された(Figure2,

p<0.01)｡

3)卵巣摘出+不動化ウサギモデル

ウサギの骨租紫症モデルの作出を試みた｡ウサギ

を用いた骨租紫症の疾患モデルの報告はほとんどな

く､卵巣摘出によるモデルの作出を試みたが､卵巣

摘出2カ月後においても大腿骨重量の低下がほとん

どなかった｡骨の減少をさらに克進させるために､

坐骨神経切除による不動化 と卵巣摘出の併用モデル

を検討 した｡その結果､約 1カ月で大腿骨重量の減

少傾向が認められた｡
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4)疾患モデルの利点と欠点

マウスの卵巣摘出モデルの利点は､取 り扱いやす

く､n数や試験群を確保することができるとともに､

投与するサンプル量が少なくすむことから､スクリ

ーニングには最 も適 している｡ 欠点としては､血液

や尿の採取量が少ないため､骨代謝マーカーの測定

が限られること､また､B-ALPやOCの測定が確立 し

ていない点が挙げられる｡

ラットの懸垂モデルは､実験期間が非常に短いと

いう利点の反面､骨減少があまりに急激に起こるた

め､投与物質の微妙な反応を捕えにくい欠点がある｡

また､利点としては､ラットを用いたモデルの研究

は盛んで､基礎データも多 く､実験データの解析が

しやすいことや血清量や尿量 も十分確保できるので､

ほとんどの骨代謝マーカーの測定が可能である点が

挙げられる｡しかし､マウスと比べるとより広い飼

育スペースが必要となる｡

ウサギの卵巣摘出+不動イヒモデルでは､中動物と

しては､約 1カ月という非常に短い期間で試験を実

施できることや､同一個体から経時的に採血が可能

で血中パラメーターを経時的に追跡できる点､また

持続点滴が可能であることが挙げられる｡しかし､

手術に手間がかかる点や､動物のメンテナンスが大

変であり､一度に大量のスケールで実験を行 うこと

が困難であることことからスクリーニングには適し

ていない｡

今回紹介 したモデルは､短期間で評価できるそれ

ぞれ特徴のある疾患モデルであるが､初期のスクリ

ーニングに用いるにはマウスの系が最 も適当と考え

られる｡

Ⅳ.新 しい骨量の評価方法

1.〟FXを用いた骨密度測定法

今回､我々は､最近開発されたマイクロフォーカ

スX線拡大撮像システム (〟-FXシステム:富士写真

フイルム㈱)を用いて､マウスの骨密度の定量を試

みた｡X線撮影装置内に被験物をセットし､高感度
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Figure3 X-rayphotographoffemurinovall

ectomlZed皿iceuslng〟-FXsystem

放射線エネルギーセンサーであるイメージングプレ

ート(IP)上に撮影する｡IPの情報は､バイオイメー

ジングアナライザーを用いて読み取 り､コンピュー

ターを用いて画像解析を行い､骨密度を算出する｡.

FLIFXシステムで撮影したマウスの大腿骨の拡大

写真をFigurC 3に示したOマウスのような小動物

でも拡大撮影が可能であり､皮質骨と海綿骨を明瞭

に観察することカ可 能であった｡既知量の標準フア

ントムと測定骨を同時に撮影 し､X線の透過量とフ

アントムのハイドロキシアパタイト含量から求めた

検量線から､関心領域 (骨密度測定領域)の骨密度

を算出するcFigure 4にマウスの大腿骨の骨密度

の測定結果を示 した｡卵巣摘出4週間後の骨密度は

偽手術群と比べると有意に低下していたb<0.01)Oこ

の装置の最大の特徴は､拡大撮影が可能である点で

ある｡

2.粗放学的手法

骨量の新しい評価方法として､組織学的手法を検

討 した｡定法に従ってウサギの大腿骨のパラフィン

包埋切片を作製 し､ヘマ トキシリンエオジン染色を

行い,光学顕微鏡で観察した｡海綿骨部分の写真を

撮影し､スキャナーで写真をコンピューターに取り

込んで､NIHの画像処理ソフトを用いて､写真の面

積あたりの骨梁の割合を算出し､定量化した｡骨梁

部分の写真全体に対する割合は､偽手術群では約40

%であったが､卵巣摘出十不動化群では約25%に減

少し､骨梁の有意な低下が認められたb<0.01)｡大

腿骨重量では､卵巣摘出と不動化により有意な骨重

量の低下は認められなかったが､視点を変えて組織

学的に評価 した結果､骨重量で評価するよりも感度

よく骨量の減少を定量化することが可能であった｡

Ⅴ.トレハロースの骨租髭症に対する作用
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トレハロース(α-D-glucopyranosyla-D-glu-

copyranoside)はグルコースが2個結合 した非還元

性の糖質であり､自然界では動植物 ･微生物にわた

って広 く遊離の状態で存在 している14)｡最近では

トレハロースの大量製造方法が確立され､様々の有

効な作用が明らかにされてきており､食品や化粧品

分野などにおいて広 く利用されている｡今回はトレ

ハロースの新しい生理機能の開発を目的として､骨

租紫症疾患モデルに対する作用について検討 した結

果､興味深い結果が得られたので紹介する｡

1.卵巣締出マウスにおける トレハロースの骨減少

抑制作用15)

4週齢､ddY雌マウスの卵巣を摘出し､翌日から

トレハロースを10mg､100mg/kgの用量で5回/週､4

週間連続 して経口投与した｡対照群には偽手術 (秦

留水投与)群と卵巣摘出 (蒸留水投与)群を設定し

た｡手術 4週間後､卵巣摘出群ではエストロゲンの

分泌低下によって､腰骨海綿骨の骨梁は偽手術群に

比べると明らかに減少 していた｡これに対して､卵

巣摘出翌日からトレハロース(100mgルg)を投与した

マウスでは､骨梁の減少が抑制され､偽手術群のそ

れに近い状態に保持されていた(Figure5)｡また､

卵巣摘出1カ月後にはマウスの体重に占める大腿骨

の乾燥重量の割合は､有意に低下していたUしかし､

トレハロース投与群では､骨重量の減少が用量依存

的に抑制され､100Jng/kg投与群では卵巣摘出対照群

と比較しても､有意な骨重量減少抑制作用が認めら

れた軒igure6)｡さらに､大腿骨を950℃､6時間で灰

化して測定した灰分重量も乾燥重量と同じ傾向が認

められたけable2)0 1g/kgの用量においても100E)g/kg

と同程度の効呆が得られた(Datanotshown)0

大腿骨の灰化重量あたりのCa､P量およびその比

率 (ca/p)は､群間に差はなかった(Table2)｡すなわ
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Table.2 Effectoftrehaloseonfetnoralwelght,calclumandphosphorus

contentsinovariectomizedmlCe

SHAM/D.W. OVXn).W. OVX/TH OVX/TH

IOJDg/kg lOOng/kg

Dry (T)g/g,B.W.) 1.47±0.11 1.31±0.09*1.33士0.10 1.37士0.08**

Ash (mg/g,B.W.) 0.93±0.07 0.81±0.05* 0.81±0.07 0.84±0.05

ca (%/Ash) 37.1±1.5 37.8±1.6 37.7±1.6 37.9±1.8

P (%/Ash) 17.5±0.4 17.6土0.5 17.2土0.5 175±0.5

Ca/P 2.12士0.08 2.16士0.09 2.20士0.09 2.17士0.08

valuesarethemeansandStandarddevlatlOnS(n=34)

*StatlStlCallyslgniflCantattheD(0.01levelwhencomparedwithshaJn/D.W.

**StatistlCallysignificantatthepく0.05levelwhencompared withOVX/D.W.

ち､卵巣摘出手術や トレハロースの投与により､骨

重量､caやPの絶対量は変動したが､骨成分は､ほ

ほ正常に保たれていた｡血清中のCa､P､ALP活性も

卵巣摘出およびトレハロース投与による影響はみら

れなかった｡

卵巣摘出手術4週間後の子宮重量は､偽手術群の

それより約70%減少していた｡エス トラジオールを

腹腔内投与した場合､そのホルモン作用により子宮

重量は明らかに増加 したが､トレハロース投与群で

は子宮重量に対する影響は認められず､エストロゲ

ンのようなホルモン作用はないと考えられる｡

2.トL/ハロ-スの破骨細胞誘導能に対する作用

今回用いた疾患モデルは､骨吸収の克進モデルで

あることから､トレハロースの作用メカニズムとし

ては骨吸収の抑制が推測される｡卵巣摘出動物では

エストロゲンの減少により､骨代謝のバランスが崩

いる｡そこで､マウスの腰骨骨髄細胞中の前破骨細

れ､破骨細胞の分化誘導が克進することが知られて

胞から破骨細胞-の分化に及ぼす トレハロースの作

用について検討した｡4週齢､ddY雌マウスにトレ

ハロースを100mg/kgの用量で5回/週､2週間連続し

て経口投与した後に卵巣を摘出し､さらに2週間経

口投与を継続した｡対照群には偽手術 (蒸留水投与)

群と卵巣摘出 (蒸留水投与)群を設定した｡投与終

了後､豚骨を掃出し､骨髄細胞を採取し､活性化型

ビタミンl)3存在下で6-7日間培養して､破骨細胞

を誘導 した｡酒石酸抵抗性酸性フォスフアタ-ゼ

(TRAP)染色を行い､核が3個以上でTRAP陽性細胞を

破骨細胞としてカウントした｡
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Figure7に骨髄細胞から誘導された破骨細胞を示

したC卵巣摘出マウスの骨髄細胞から分化誘導され

た破骨細胞数は､偽手術群に比べると2-3倍に増

加 し､骨吸収の克進が認められた｡一方､ トレハロ

ースを投与した卵巣摘出群では､破骨細胞-の分化

が抑制されていた｡

あわりに

今日､我々はトレハロースの骨租港症に対する作

用をスクリーニングするため､いくつかの実験動物

の骨減少モデルを作製する機会を得た｡これらの系

のなかからそれぞれの特徴について紹介 した｡日常

食品として摂取するものには､栄養学的な面ばかり

ではなく､様々な枚能を持つものがある｡医薬品開

発の実厳系からみると､その作用は小さく､とらえ

にくいが､モデルを有効に利用することでそれらを

兄い出すことができる｡糖質にも様々な作用が知ら

れ､トレハロースの骨に付する作用を今回兄い出す

ことができた｡わが国の骨租懲症の患者数は､500

万人～1000万人と言われており､今後も高齢化社会

に伴い､さらに患者数の増加が予想されるD トレハ

ロースは､安全性の高い糖質で毎日摂取することが

可能であることから､骨租懲症の予防的な役割を果

たすことができるのではないかと期待 している｡
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