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高齢化社会を迎えて増加の一途を辿っている閉経後性骨粗鬆症は，口腔にも顎骨の吸収や歯周炎をひき起
こす．本症はエストロゲン欠乏によって生じる高回転型の骨代謝性疾患であるが，その成因についてはまだ
ほとんど知られていない．そこで今回，卵巣を摘出した骨粗鬆症モデルラット（OVX）を用いて，骨代謝
の主役の骨芽細胞と破骨細胞の分化や活性化に関連している各種の発現因子の動態あるいは消長を，脛骨と
下顎骨で免疫組織化学的に検索した．OVXは摘出後３カ月で両骨の海綿骨の消失，ハバース管およびフォ
ルクマン管様の管の内壁の拡大，下顎骨ではこれらに加えて，骨髄腔・下歯槽神経管・歯根膜腔の開大を認
めた．発現因子は無処置対照ラットと比べて発現低下したもの（bFGF，FGFR，BMP２／４，Runx２，Osterix，
Wnt，LRP５，OPG），変化のなかったもの（RANKL，RANK）および増強したもの（βcatenin）の３種類に
大別できた．この結果からは，①骨芽細胞誘導因子とその転写因子の発現低下による骨芽細胞の分化・増殖
抑制が生じること，②その骨芽細胞による RANKLの発現と破骨細胞前駆細胞による RANKの発現には影
響はないが，Wntの発現抑制に始まる βcateninの増加とリン酸化亢進による OPGの発現停止が起因する破
骨細胞分化亢進が起こることが示唆された．
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Postmenopuosal osteoporosis involves oral lesions such as the resorption of cancerous and cortical bone, and

periodontal disease; however, the crisis mechanisms of this type of osteoporosis are not well known. In order to eluci-

date the mechanisms, immunohistochemical analysis was performed of the expression features of factors concerning the

differentiation of osteoblasts and osteoclasts, which play an important role in bone metabolism, using model rats that

had unolergone surgical removal of the ovaries. The expression pattern of factors was classified into three groups:１）
underexpression group（ bFGF, FGFR, BMP２／４, Runx２，Osterix, Wnt, LRP５, OPG）, ２） no change group

（ RANKL, RANK）,３）overexpression group（ βcatenin）. These findings strongly suggest that osteoblast differentia-

tion is suppressed by under- expression of induction and transcription factors. It is also indicated that βcatenin overex-

pression following underexpression of Wnt and LRP５ causes non-expression of OPG, and such an expression pattern

readily connects RANKL to RANK, which facilitates osteoclast differentiation.
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緒 言

骨の代謝性疾患には，クル病，骨軟化症，骨パジェッ
ト病，大理石骨病，副甲状腺機能亢進症，腎性骨異栄
養症，骨粗鬆症の６種を数え，中でも骨粗鬆症の発現
頻度は高い．Marcus & Bouxsein１）は骨粗鬆症を，わず
かな外傷，時には通常の生活で生じ得る以下の力で骨
折を引き起こすような全身にわたる骨の脆弱性と定義
付けている．この骨粗鬆症を今から約６０年前に，Al-

bright & Peifenstein２）は原発性骨粗鬆症を閉経後性骨粗
鬆症と老人性骨粗鬆症の２型に分類した．さらにこの
分類に基づいて，Riggsら３）は Type�と Type�の２種
類とし，前者を閉経後に生じる海綿骨の消失を，また
後者を男女ともに増齢的に起こる海綿骨と皮質骨の消
失を主変化とするとした．閉経後性骨粗鬆症はわが国
では２，０００万人以上に達していると推測されている４）．
本症はエストロゲン欠乏を原因とする高回転型骨粗鬆
症であり，骨芽細胞，破骨細胞ともに機能亢進を起こ
すものの経過中に破骨細胞による骨吸収の方が勝り，
全身性の進行性骨吸収を招来する疾患で，低回転型の
老人性骨粗鬆症とは対称をなしている．主症状は椎骨
（円背）や大腿骨骨折，骨痛であるが，口腔にも，下
顎骨の骨梁減少や下顎骨皮質骨の吸収５，６），（骨粗鬆症
性）歯周炎７，８）等が現れる．このように，骨粗鬆症の病
変や症状についてはほぼ全容が明らかにされている
が，その成因についてはまだ完全に解明し尽くされて
はいない．
そこで今回，卵巣摘出によるラットの骨粗鬆症モデ

ルを用いて，骨芽細胞分化に関連する basic fibroblast

growth factor（bFGF）とそのレセプターの FGFR, bone

morphogenic protein２／４（BMP２／４），runt-related gene-２
（Runx２）および Osterixの発現，そして，破骨細胞
分化に関連するWnt経路のWnt１，low density lipopro-

tein receptor-related protein５（LRP５），βcatenin，osteopro-

tegerin（OPG），receptor activator of NF-kB ligand（RANKL），
receptor activator of NF-kB（RANK）の発現をエストロ
ゲン欠乏による影響下で免疫組織化学的検索を中心に
検討した．

材料と方法

Wistar系ラットの卵巣を摘出し，摘出後３カ月なら
びに６カ月後に大腿骨と脛骨，ならびに下顎骨の骨変
化を X線的（軟 X線およびマイクロ CT）に観察する
ことによって，閉経後性骨粗鬆症と同類の骨病変の生
じうることを確認した後，これら罹患骨の組織学的観
察を行うと同時に，骨芽細胞と破骨細胞の分化とくに
Wnt経路の面から，本症の成因を追求することを目的

として，１次抗体に，抗 bFGF，抗 FGFR，抗 BMP２／
４，抗 Runx２，抗 osterix，抗Wnt１，抗 low density lipo-

protein５（LRP５），抗 β-catenin（βC），抗 OPG，抗 RANKL

ならびに抗 RANKの１１種を用いて免疫組織化学的観
察を行った．なお，動物実験は朝日大学歯学部動物取
り扱い規約に準拠した（承認番号朝動倫０８―０１３）．
１．卵巣摘出術群（ovary ectomized; OVX）ならびに
対照群（Sham）ラットの作成
１０週齢のWistar系ラット２９尾に，ISOFULRANE

（ISOFUL，Abotto Laboratory，IL，USA）酸素混合ガ
スを吸入麻酔装置（実験動物麻酔システム IV-ANE，
Olympus，新宿，東京）を用いて前麻酔し，次に，５０
mg/kgのペントバルビタールナトリウム（ネンブター
ル，Abott Lboratories，IL，USA）を生理食塩水で２
倍希釈した後，腹腔内麻酔した．麻酔発現後，背部を
バリカンと脱毛クリームを用いて剃毛した後，ヨード
チンキで皮膚を消毒し，腎臓に相当する部分のやや下
方を１０mm程度に切開し，広背筋から胸腰筋の部分か
ら腹腔内に達すると即座に内臓脂肪をピンセットで除
き，これに附着した卵巣を卵巣―子宮結合部で結紮後，
卵巣部を摘出し，切端部をヨードチンキで消毒後，筋
層と皮膚を縫合した．なお，Shamを９尾とし，OVX

の手術開始時に資料採取し，また皮膚を切開した後，
卵巣を摘出することなく縫合した後に３尾，OVXと
同様に３および６カ月後にそれぞれ３尾ずつ屠殺し
た．なお，OVX・Shamともに通常の餌を与えて通常
の飼育を行った．
２．標本作成と検索法

OVX・Shamとも，術後３ヶ月と６ヶ月に４％パラ
ホルムアルデヒド緩衝液を左心室より注入し還流固定
を行った．そして，左右大腿骨と脛骨，ならびに下顎
骨を採取し，同固定液にてさらに一夜４℃で再固定し
た．
１）軟 X線コンタクトマイクログラム（CMR）およ
びマイクロ CTX線撮影
固定した Shamと OVXの頚骨ならびに下顎骨をそ

れぞれ軟 X線撮影とマイクロ CTX撮影を行った．
CMR撮影には，撮影装置に CMB-２軟 X線撮影装置

（ソフテックス，海老名）を，フィルムに FG orthocro-

matic（フジフィルム，東京）を用い，コンタクトマ
イクロラジオグラム撮影（３５KVP，２．５mA，１８０秒）
を行った．
撮影後，脛骨は両骨幹部と骨幹部で，下顎骨は第１

から第３臼歯を残すようにダイアモンドカッターでト
リミングし，下顎骨の場合は第１大臼歯の近心咬頭頂
を指標に，マイクロフォーカス X線 L８１２１（浜松フォ
トニクス，浜松）を用いて，管電圧６０kV，管電流０．１３
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mA，焦点寸法７μm，撮影枚数１２０枚にて μCT撮影を
行った．
２）組織学的検索法
再固定を終えた骨を１０％EDTA-２Na（pH７．２）にて

４℃で３週間にわたって中性脱灰し，通法によってパ
ラフィン包埋後，４μmの厚さの連続切片を作成し
た．
ａ．HE染色と酒石酸耐性酸性ホスファターゼ染色
（TRAP染色）
通常の形態的観察のためには，HE染色を行った．
また，破骨細胞のマーカーとして TRAP染色を施

した．すなわち，脱パラした切片を１０mMPBSに１時
間浸漬し，次に０．１M酢酸緩衝液（pH５．０）で１０分間
を３回洗浄した後に TRAP溶液を滴下し，１―２時間
発色させた．そして，最後に０．０１N NaOHを加えて５
分間放置し，反応を停止させヘマトキシリンで対比染
色を施した．なお，TRAP溶液調製に際しては，まず
０．５ml の N，N-Dimethylformamide（NACALAITESQUE，
INC）に２０mgの Naphtol AS-MX Phosphate disodium salt

（SIGMA）をピペッテイングによって溶解させ，こ
れに４０ml の０．１M酢酸緩衝液を加えた．次に，２０mg

の Fast Red LB salt（SIGMA）を加え溶解させた後，３５５
mgのTARTRIC ACID Disodium Salt Dihydrate（SIGMA）
を加え，攪拌し，フィルター（ポアーサイズ０．４５μm）
で濾過した．
ｂ．免疫組織化学的検索法
脱パラした切片を３％過酸化水素水メタノールにて

３０分間反応させて内因性ペルオキシダーゼ阻止反応を
行い，至適濃度希釈で１次抗体を反応させ，PBSで
洗浄した後，ラット抗体用の horseradish peroxidase

（HRP）ポリマー標識２次抗体（ヒストファイン シ
ンプルステインラットMAX-PO，ニチレイバイオサ
イエンス，築地，東京）で反応させ，過酸化水素水添
加３，３―ジアミノベンチジン（DAB）による基質染
色を行い，ヘマトキシリンで対比染色を行った．この
反応による顕微鏡的観察の際に，抗原賦活の必要性が
あると判断したものでは，表１に示すようにトリプシ
ン処理かオートクレーブ処理のいずれかを採用した．

実験結果

１．X線所見
１）３ケ月後の所見

CMRでは，脛骨骨幹部は，皮質骨の厚さには OVX

と Shamとで著しい差異はなかったが骨幹内腔は
OVXの方がわずかに拡大していた．またこの部の梁
状骨は Shamではわずかにその存在を認めたが OVX

ではほとんど消退していた．μCTでは，上下の骨端

部において皮質骨の厚みに変化はなかったが，海綿骨
は OVXに著しい消失が認められたと同時に，残存し
た骨梁の肥大化が認められた（図１A）．
下顎骨では，CMRで下顎枝，下顎角部および筋突

起における海綿骨が OVXでは明らかに減少し，骨髄
腔，切歯管腔にわずかながら開大を認めた．また μCT

では OVXの CMRと同様の所見に加えて歯根膜腔の
若干の拡大が認められた（図１B）．

２）６カ月後の所見
両 X線所見で，脛骨，下顎骨ともにさらに進んだ

海綿骨梁の減少を認めた（図２A）．
下顎骨では，OVXの歯根膜腔の拡大，骨髄腔の開

大がかなり顕著になった（図２B）．

２ 組織学的所見
１）３ケ月後の所見

OVXの脛骨は，X線像でも見られたように，海綿
骨が消失し，それに代わって骨髄の占める量が増し，
且つ，脂肪細胞（adipose cell；AC）数が増加した．
また，X線所見と同様に，皮質骨面の吸収は Shamと
比べて著しい変化はなかったが，HE染色所見では，
その皮質骨内のハバース管およびフォルクマン管様の
管の管腔の開大が認められた．なお，骨梁の減少に伴っ
て，残存した骨梁の幅が太くなる傾向を示し，ここに
は OBが多数配列した．しかし，破骨細胞らしき形状
の細胞は少なかった（図３A）．
歯槽骨面の吸収は，いわゆる篩状板内壁の吸収が

Shamに比べて顕著で，これが歯槽骨の大小種々の吸
収窩として捉えられ，骨表面における破骨細胞の分化
による Hawshipの吸収窩として認められたものは少
なかった．また，ハバース管およびフォルクマン管様
の管の内壁からの吸収は歯槽骨だけでなく，下顎骨全
体の小孔として認められた．さらに，骨髄腔壁，下歯
槽神経管，下顎切歯管の内壁の吸収も生じ，Shamよ
りも明らかな内腔の開大を認めた（図３Ba，Bb）．

表１ １次抗体の種類と性状
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これを TRAP染色によって観察すると，OVXの脛
骨の海綿骨での TRAP陽性細胞は Shamよりも著しく
増加するものと逆に減少するものの両方があった．こ
れは OVXにおいて海綿骨の多くが吸収されてしまっ
たことに関係しているようであった．しかし皮質骨面
では，TRAP陽性細胞の出現には大きな差異はなかっ
た．
下顎骨では，Shamが歯槽骨表面，骨髄腔内壁，下

歯槽神経腔内壁，下顎切歯を通す管の内壁のすべての，
しかもそれらの全層にわたって極めて多数の TRAP

陽性細胞が配列していた（図３Ca）のに対して，OVX

の下顎骨では，多くの吸収窩や各種の腔の開大が認め
られたにもかかわらず，TRAP陽性細胞数が逆に著し
く減少するものが多かった（３Cb）．

２）６カ月後の所見
OVXでは HE染色による観察では，X線所見と同

じく関節頭内と骨端部の海綿骨の多くの消失が見られ
た．
また，X線所見では反映されなかった骨幹部の内壁

の吸収窩の増加と，外壁付近のフォルクマン管様の管
の内部吸収の進行を認めた（図４A）．
下顎骨部では，歯根膜腔はさらに空隙が広まり，歯

槽壁面の至る所で大小の吸収の跡が認められたが，HE

染色で見る限り，ほとんどの吸収部位に破骨細胞の存
在は明らかでなく，唯一，歯頚部付近の歯肉あるいは
歯根膜部においてわずかにマクロファージ系細胞と見
られる細胞浸潤と，同部の歯槽骨の破骨細胞性骨吸収
が明らかであった（図４Ba）．下顎切歯の歯根膜腔や
下歯槽神経管，下顎骨体全体にわたってハバース管お
よびフォルクマン管様の管の内腔が３カ月後よりもさ
らに開大したが，これらにも破骨細胞の存在が明確で
はなかった．なお，骨髄腔内には Sham以上に多数の
骨髄細胞が存在する傾向があった（図４Bb）．

TRAP染色で観察すると，この時期の Shamは陽性
細胞が著しく減少して歯槽骨面に散在性に認められる
ように変化した．しかし，OVXでは，HE染色では捉
らえ難かった顎骨の至るところに扁平な形状の TRAP

陽性細胞が認められ，３ケ月後のそれよりはるかに多
くなった．とくに，歯槽骨や下顎骨体のハバース管お
よびフォルクマン管様の管の内壁にその数が最も多く
なった（図４C）．

３．免疫組織化学所見
１）bFGFと FGFR

Shamでは bFGFと FGFRは類似した発現性を示し，
骨壁を裏装する resting osteoblast（RO）や海綿骨面の

osteoblast（OB），骨髄細胞の adipose cell（AC），polykario-

cyte（PK），約半数の多角形や類円形の単核細胞 polygo-

nal cell（PC）に陽性であった（図５A）．なお，ROは
FGFRよりも bFGFの発現細胞数が勝っていた．
下顎骨でもほぼ同様の細胞に発現があったととも

に，歯根膜細胞 periodontal ligament cell（PLC）や下
顎切歯を通す下顎切歯管の偽歯根膜 pseudoperiodontal

ligament cell（PPLC）にも発現が認められた．
OVXでは RO，OBの発現は Shamと同じであった

が，ACの増加に伴ってこの細胞に発現が著しくなり，
他の骨髄細胞はその減少に伴って発現細胞数は減少し
た（図５B）．また PLCと PPLCの発現細胞も約半数
程度に減少した．

２）BMP２／４の発現
Shamでは，RO，OB，骨髄細胞の AC，PC，一部

の GCに発現した．骨髄細胞の発現は数箇所に分かれ
て集族性，あるいは散在性に発現を認めた（図６A）．
下顎骨でも似た発現性を示し，また，PLCにも多く
の発現細胞を認めた（図６B）．

OVXは３ケ月後と６ケ月後とも，海綿骨の OB，RC

の発現は Shamと変わりなく，骨髄細胞の ACの一部
にも発現を認めたが，他は陰性であった（図６C）．
下顎骨の OVXは Shamと同じ所見であったが，歯根
膜においてのみ，発現細胞が Shamより少なくなった
（図６D）．

３）Runx２の発現
Shamでは，本因子は ROと海綿骨の梁状骨面の OB

のみに（図７A），また下顎骨では PLCと PPLCにの
み発現された．

OVXでは，骨梁数は少なくなったが，残存し肥厚
した骨梁面の OBに発現を認めたが，ROでは発現低
下が明らかであった．しかし，下顎骨では６カ月後に
なると PLC，PPLCに発現細胞数がむしろ増加した（図
７B）．

４）Osterixの発現
Shamでは，ROと海綿骨面の OB，骨髄の PCの一

部と ACの多くに発現した．下顎骨では，ROと一部
の PC，および PLCの多くが発現した（図８A）．しか
し，PPLCは全く発現しなかった．

OVX３カ月後には，OBに変化なく，ROや ACの
発現細胞が減少し，下顎骨ではこれらに加えて PLC

も減少した（図８B）．６カ月後にはさらに発現細胞
が減少したが，ACのみ３カ月後より増加した．
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５）Wnt１の発現
Wnt１発現細胞は多く見られ，Shamでは脛骨・下顎

骨ともに RO，骨髄細胞の PCや GCがその主な発現
細胞であるとともに，下顎骨ではさらに PLCも発現
した（図９A）． OVXでもこれら細胞に発現されたが，
その数は３カ月後・６カ月後ともに Shamに比べて著
しく減少した（図９B）．

６）LRP５の発現
Shamでは，ROと骨髄細胞の PC，AC，GC，とく

に PCに多くの発現を認めた．下顎骨では，これらに
加えて多くの PLCとわずかな PPLCが発現した．

OVXの３カ月後ではその発現細胞数がやや減少
し，６カ月後になると発現細胞はさらに減少し，なか
には骨髄細胞の PCにのみに限局性の発現性を示す例
もあった．下顎骨でも同様であったが，PLCでも顕
著な減少を示した．

７）βcateninの発現
Shamでは多数の ACと PCの一部，海綿骨面の多

くの OBが発現した．下顎骨でも同様であり，これら
に加えて PLCも発現した（図１０A）．

OVXの３カ月後になると，海綿骨部の OBに変化
なく，脛骨・顎骨ともに著しく増加し，６カ月後で
は，海綿骨部の OBを除いて脛骨・下顎骨ともにさら
に著しい増加を示した．また，PLCでも発現細胞が
増加した（図１０B）．

８）OPGの発現
Shamでは PCが発現したが，これら発現細胞は幾

つかの小集塊をなして認められた（図１１A）．下顎骨
でも同様の発現性を示したが，その細胞数は脛骨のそ
れよりはるかに多いという傾向を示した．

OVX３カ月後では頚骨・下顎骨ともにこのような
発現細胞はほとんど消退し，６カ月後になると発現細
胞はまったく認められなくなった（図１１B）．

９）RANKLの発現
Shamでは骨髄壁の RO，多くの PCや ACに発現が

あり，OVX３カ月後には発現は主に PCに変わり，６
カ月では再び RO，PC，ACに戻った（図１２）．下顎骨
では，歯根膜部の単球が発現するとともに破骨細胞が
陽性染色性を示した．

１０）RANKの発現
Shamは ROと PC，GCの一部が発現したが，発現

細胞数は RANKLに比べるとかなり少なかった（図
１３）．
下顎骨ではこれらに加えて歯根膜部の破骨細胞や大

型の単球が発現した．
OVX３カ月後および６カ月後でもほとんど変化な

かったが，６カ月では PCに若干の増加を認めた．
表２は，今回検索した各発現物質の発現細胞と発現

数を Shamを基本として，比較した結果をまとめたも
のである．

考 察

Type�骨粗鬆症である閉経後性骨粗鬆症はエスト
ロゲンの分泌不足が原因であることは明らかである
が，この原因によって如何なる機序が骨代謝に作用し
て発症に至るのかという点，すなわち，成因について
はまだ不明の点が多く残されている．今回，この点を
解明するための一助とすべく，卵巣摘出術を施した
ラット（OVX）の脛骨と下顎骨における骨変化を検
討した．
その結果，長管骨の肉眼的および X線的検索にお

表２ 各発現因子の消長
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いて，卵巣摘出３カ月後にすでにヒトの閉経後性骨粗
鬆症と類似の骨変化が生じることが明らかになった．
この OVXのマイクロ CTによる観察では，脛骨は骨
幹部の若干の菲薄化と関節頭や骨幹端部の海綿骨の消
失，下顎骨は骨髄腔・下歯槽神経管・下顎切歯管の管
腔の開大，固有歯槽骨の吸収に伴う歯根膜腔の開大が
明確であった．また，組織学的観察では，OVXの骨
変化は大きく２種類に大別できた．その一つは著しい
吸収に伴う海綿骨の消失であり，他の一つは骨表面か
らの破骨細胞性吸収よりもむしろハバース管および
フォルクマン管様の管といった骨を貫通する微小管腔
の内壁からの吸収が顕著に生じる皮質骨の変化であ
る．しかし TRAP染色では，とくに３ケ月後の OVX

の骨吸収部に TRAP陽性細胞が常に数多く存在する
という所見はあまりなく，むしろ Shamの方に TRAP

陽性細胞が多い傾向を示した．
しかし，６カ月になると，Shamの陽性細胞は著し

く減少し，OVXでは３ケ月後よりはるかに多くの
TRAP陽性細胞を認めるようになった．このような
OVXや Shamにおける TRAP陽性細胞の複雑な消長
には種々の要因が考えられ，実験に供したラットの骨
成長とリモデリングのサイクルが複雑に関連し，とり
わけ骨吸収後の破骨細胞のアポトーシスが一斉に生じ
る時期と一致したこと，破骨細胞の分化が連続的に生
じ維持されるのではなく非連続性であること等が示唆
された．
これらに加えて，下顎骨部における歯槽骨の吸収は，

骨面に分化した破骨細胞によるものだけでなく，フォ
ルクマン管様の管の内壁からの吸収も大きく関わって
いることも明らかになった．このようなフォルクマン
管様の管の吸収を伴う歯槽骨の吸収性が通常の歯周炎
における骨吸収と異なる点であり，もし，骨粗鬆性歯
周炎があるとすれば，その骨吸収のメカニズムは口腔
細菌を原因とする炎症性の歯周炎の骨吸収とはかなり
異なるものであると云い得た．
このような骨変化を示す Shamと，OVXの３カ月

ならびに６カ月後における骨芽細胞や破骨細胞の分化
に関する発現物質の推移を免疫組織化学的に追跡し
た．
今回，対象とした発現因子は，いずれも骨の発生に

関与している発現因子であって，成体においてもその
まま残され，とくに，FGFs，BMPスーパーファミリー，
Wntタンパクは代謝回転後の骨新生，骨構造の維持，
骨修復の誘導に際して発現される９）．なお，この免疫
組織化学的検索において，下顎骨部の歯根膜に存在す
る歯根膜細胞（periodontal ligament cell；PLC）が bFGF，
FGFR，BMP２／４，Runx２，Osterix，Wnt１，LRP５，βcat-

eninといった骨芽細胞の分化や破骨細胞の分化調節因
子の一部を発現することが明らかになった．この所見
は歯根膜が歯槽骨のリモデリングに大きな役割を演じ
ている可能性の高いことを示している．

OVXにおけるこれら発現因子を経時的に追跡調査
した結果，その消長は①ほとんど変動のない因子と，
② OVXによく発現される因子，逆に③発現が抑制さ
れる因子の３種類に分けることができた．①には Runx

２と RANKL，RANKが，②には唯一 βcateninが，③
には bFGFと FGFR，BMP２／４，Osterix, Wnt１，LRP５
および OPGがそれぞれ属した．
このような消長を示した各因子について，骨芽細胞

の分化，次に破骨細胞の分化の過程に基づいて展望す
ると，③に属する bFGFは，元々，肢芽のパターン形
成に関与しており１０），単なる線維芽細胞増殖因子だけ
ではなく，形態形成において重要で，骨芽細胞系統の
細胞の分化と増殖を促進させるだけでなく１１），成熟し
た細胞に対してはアポトーシスをも誘導する１２）．また，
Wnt遺伝子の発現に対して促進的に作用する１３）．OVX

におけるこのような機能を有する FGFと FGFRの発
現が低下は，エストロゲンの分泌停止によって骨芽細
胞の分化と増殖が低下するということを示唆してい
る．

BMP２／４も同じく発現低下を示した．
BMP２は哺乳類において３０種類以上が同定されてい

る TGFβ のスーパーファミリーの一つであり，２０種類
が知られている．その多くは Smad１を活性化し，そ
の Smadは Runx２／Cbfalとリガンド依存性にすること
によって，骨芽細胞への分化を効率よくする１４）．また，
FGFが軟骨細胞の増殖や Ihhの発現を抑制するのに対
して，BMPシグナルには軟骨細胞の増殖や前肥大軟
骨細胞による Ihhの発現を促進する１５）．このように
FGFとは若干の機能の違いがあるが，骨芽細胞分化
の誘導因子である点において一致している．したがっ
て BMP２／４の発現低下も骨芽細胞の分化に抑制的に作
用していると見ることができる．
これらの誘導因子の影響を受けて発現される Runx２

は，Shamでは海綿骨部の骨芽細胞と下顎骨部の歯根
膜細胞にのみ発現され，OVXでも海綿骨は幾ばくか
が残されあるいは再生されてそこに骨芽細胞を認め，
また歯根膜細胞は OVXの影響をほとんど受けなかっ
たことに基づいて，これらはあまり影響を受けなかっ
たと考えられた．ただ，脛骨骨幹部の OVXの静止骨
芽細胞の発現が著しく減少した．すなわち，bFGFや
BMPsの発現低下の影響は骨幹部の静止骨芽細胞に強
く及ぶことが示唆された．
元来，Runx２は骨格形成において極めて多様な機能
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を発揮している１６）．とくに，多能性未分化間葉系細胞
より骨芽細胞系列への分化の決定因子になってい
る１７）．因みに，骨芽細胞特異的�型コラーゲンプロモー
ターを用いた Runx２トランスジェニックマウスでは，
皮質骨が減少して菲薄となって多くの陥凹が生じる
が，トランスジェニックマウスでは骨芽細胞が２倍以
上に増加しながら破骨細胞の分化はなく，また，その
増加にもかかわらずオステオカルシンやアルカリホス
ファターゼなどの発現は低下し，骨細胞が著しい減少
を示す１８）．これはトランスジェニックマウスでは幼弱
な骨芽細胞によって未熟な骨が形成され，今回の OVX

における脛骨の骨幹部皮質骨の破骨細胞の出現をほと
んど伴うことのない菲薄化がこのトランスジェニック
マウスのそれと類似している．骨芽細胞の分化段階に
おいて，骨芽細胞の前駆細胞は�型コラーゲン，アル
カリホスファターゼ，オステオネクチンを産生し，幼
弱骨芽細胞はオステオポンチンを産生する．さらに分
化した成熟骨芽細胞は骨シアロタンパクやオステオカ
ルシンを産生するようになる１９）．このような細胞外基
質分子は他の組織においても産生されるものが多い．
しかし，骨において骨基質として産生される表現型，

すなわち骨芽細胞の表現型を決定するのは Runx２／
Cbfalであり，この Runx２／Cbfalを表現する間葉系細
胞に作用して骨芽細胞特異的表現型を決定するのが
Osterixである．今回の Shamでは，Osterixは海綿骨
部の骨芽細胞，骨幹部の静止骨芽細胞，歯根膜細胞が
主な発現細胞で，OVXではこれらいずれの細胞にお
いても Osterixの発現が低下あるいは減少した．

Ostrixの機能を以上の知見に照らし合わせると，骨
芽細胞系列の細胞はエストロゲンの分泌停止によっ
て，成熟骨芽細胞への分化を抑制することが考えられ
る．
すなわち，OVXにおける骨芽細胞あるいはその近

縁の細胞は完全に成熟した細胞ではないことを示唆し
ている．これが脛骨骨幹部において成熟した骨芽細胞
の分化がほとんどなかった理由と考えられる．また，
このタイプの骨粗鬆症は高代謝回転型といわれている
が，このような骨芽細胞の成熟抑制から推し量って，
骨吸収後の骨添加能は低いのではないかという可能性
も否定できない．

Wntは３５０―３８０個のアミノ酸から成る分泌性糖タン
パクで，１９種類を数え，分泌に際しては，パルミチル
転移酵素に類似した構造を持つ小胞体膜タンパクの
porcupineがWntの N―グルコシル化を促進する２０）．レ
セプターは７回膜貫通型の Frizzled２１）であるが，この
レセプターに結合するもう一つの膜タンパクの LRP５
／６がWntのシグナル認識に必要である２２）．そのWnt

経路は発生２３），癌２４），骨形成２５，２６）等，多方面に関与して
いる．Wnt経路には幾つかがあるが良く解析されてい
るのはWnt／βcatenin経路である．Wntがレセプター
に結合すると，Dshが活性化され，これが GSK-３β を
リン酸化して非活性にする．またWntは LRPの細胞
内ドメインのリン酸化と，Axinを介した細胞内ドメ
インに対して Axin／APC／GSK-３β 分解複合体を誘導す
る．βcateninはこの複合体から分離し，細胞質内に蓄
積する．そして，核に移動して転写因子の一つの Tcf

／LEF１と複合体を形成する．Wntが存在しない場合に
は，βcateninは GSK-３β によってリン酸化され，標的
遺伝子の発現を誘導する２７）．このWntは Shamでは脂
肪細胞と破骨細胞以外のすべての細胞に発現された
が，OVXではそのすべての細胞の発現が著しく低下
した．この減少は，OVXではWnt不在の状態下になっ
て βcateninのリン酸化が起こり，ひいては標的遺伝子
の発現が誘導されることを示している．

LRP５の機能異常は，これをコードする遺伝子の変
異による機能障害，すなわち，骨の低形成，易骨折性
等をひき起こす２８）．Gongら２９）は，LRP５は骨芽細胞分
化と増殖を調節するとし，Katoら３０）は，LRP５－／－マウ
スにおいては Cbfal発現が正常であっても骨芽細胞の
増殖異常を起こすことを見出している．本検索では，
Shamは本因子を破骨細胞を除くすべての細胞が発現
し，OVXではそのすべての細胞が発現低下を起こし
た．これはWnt経路が OVXでは機能しなく，ひいて
は βcateninの量やリン酸化に強く影響することを示し
ている．
その βcateninは，静止骨芽細胞以外のほとんどの細

胞に見られたが，他の多くの発現因子とはまったく異
なって OVXで発現細胞が増加する傾向が強く認めら
れた．これはWntの発現低下と相関した現象と見る
ことができる．このように増量し且つリン酸化した
βcateninは OPGの産生を促進させる．

OPGは元々，骨芽細胞培養液から分離され破骨細
胞の形成を阻害するヘパリン結合性タンパクとして見
出され，osteogenesis inhibitory factorと名付けられ
た３１）．また，同じタンパクが一方では，膜貫通性ドメ
インを欠く分泌性の TNFRファミリーが骨吸収を阻
害し，動物実験において大理石病を引き起こすタンパ
クとして見出され，osteoprotegerin（OPG）と名付け
られた３２）．
このレセプターのリガンドは RANKLであり，デコ

イレセプターとして機能し，それ故に骨のターンオー
バーを調節していることが明らかになった３３）．そして，
遺伝子障害による OPG欠損マウスでは，生下時にお
いて骨粗鬆症が生じ，破骨細胞の分化と機能が促進さ
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れる上に，長期にわたって生存することが見出され
た３４，３５）．今回の検索では，OPGは骨髄細胞の多角形を
呈する単球にのみに発現され，OVXではまったく発
現細胞が見られなくなった．これまでの先人達の知見
から類推するに，この所見は OVXにおいては囮レセ
プターとしての機能がほとんど消失すること，ひいて
は破骨細胞の分化と機能を促進させる結果をもたらす
と予測し得るものである．

RANKLは，macrophage-colony-stimulating factor（M-

CSF）の存在下で破骨細胞形成を誘導する能力を持っ
ている．例えば，骨芽細胞／間葉系細胞の非存在下で
脾臓由来の破骨細胞前駆細胞から破骨細胞の形成を行
い得る．そして，これは OPGの添加によって無効に
なる３６）．また，M-CSFの存在下で，ヒトや齧歯類の骨
髄培養やヒト末梢血単球の培養において破骨細胞形成
を刺激する３７，３８）．動物実験では，リコンビナント
RANKLの非経口投与によって，１時間以内にイオン
化されたカルシウムが血中に増加し３９），１日２回，３
日間の注射投与では破骨細胞数は非投与と変化がない
にも拘わらず，持続性の高カルシウム血症になる４０）．
これらのデータは，RANKLが破骨細胞の分化を刺

激するだけでなく，成熟破骨細胞を活性化させること
を示している．また，遺伝子組み換えマウスにおける
可溶性 RANKLの overexpressionは，破骨細胞性骨吸
収の増大，骨皮質の多孔性，骨格の脆弱性等，ヒトの
閉経後性骨粗鬆症と類似した表現型を示す４１）．そのレ
セプターの RANK（TNFRSF１１A）は，TNFRスーパー
ファミリーの中では細胞内にもっとも長い C末端を
有するタイプ�膜貫通型タンパクで，他のファミリー
と同じく４つの細胞外システイン―リッチドメインを
持つ．
この RANKメッセンジャー RNAは骨格筋，胸腺，

脾臓，骨髄由来の破骨細胞前駆細胞に発現され４２，４３），
RANKL以外のリガンド，例えば，TNFα，Fasリガン
ド，CD２７，CD３０，CD４０リガンド等の他の TNFリガ
ンドファミリーとは全く結合しない．また，RANK

欠損マウスにおいて，IL-１，TNFα，MIP-１α のような
前破骨細胞形成因子で刺激しても，破骨細胞分化は起
こらない４４）．これは破骨細胞前駆細胞から成熟破骨細
胞への分化は RANKシグナリングによってのみ起こ
ることを示している４５，４６）．今回の RANKLと RANKの
検索では，両因子とも，Shamの静止骨芽細胞，骨髄
細胞の多角形の単球，脂肪細胞，至る部位の破骨細胞
に発現あるいは染色性を認め，OVXでもほとんど変
化しないかあるいは一旦発現が低下しつつも，その後
反動的に増加する細胞も見受けられた．とくに，骨髄
細胞にその傾向があった．このような RANKLと

RANKの所見は，これら TNFスーパーファミリーは
エストロゲンの影響から開放されると，発現亢進を起
こす可能性のあることを示唆している．
骨はその成長と成熟，維持等の調節に極めて多くの

ホルモンを必要とする点において特殊な器官であり，
とくに性ステロイドのエストロゲンやテストステロン
は重要な位置を占めているが，これまでのエストロゲ
ンと骨代謝の関係に関する知見を渉猟してみると，
Weitzmann and Pacifici４７）はエストロゲン欠乏が末梢血
単球（PBM）による IL-１β や TNFα の産生を増加に導
き，また，エストロゲンの再供給によって可逆性であ
ることを見出している．また，PBMによるこれらの
サイトカインの産生は骨において類似のプロセスが生
じていることが，ヒトの骨粗鬆症のエストロゲン療法
の停止で現れる状況から肯定されている４８）．これらを
含めて数多くの検索を総合すると，エストロゲン分泌
低下によって破骨細胞性骨吸収において最も強く影響
を受けるのは，TNFα，IL-β１および RANKLであり，
また，エストロゲンは破骨細胞の分化や活性化を低下
させるシグナリング経路に直接的に関わっているとみ
なされている４９）．この影響を直接的に受けるのは Tリ
ンパ球であるとする説がある．すなわち，エストロゲ
ン欠乏によって，Tリンパ球が産生する TNFレベル
が上昇し，さらに，INFγ を産生して TRAF６の分解を
促進し，このために RANKシグナルを抑制するとさ
れている５０，５１）．しかし，今回の検索を総合すると，エ
ストロゲン分泌低下あるいは停止によって，骨代謝あ
るいは骨形成に関わる細胞の多くに，発現因子の発現
低下や，その逆の発現亢進が生じ，これが骨代謝平衡
を阻害することによって，骨粗鬆症が発症，増悪する
ことが強く示唆された．とくに，BMP２／４，Osterix，Wnt

１，LRP５，OPGの発現低下とこれに伴う一連の反応，
例えば，骨転写因子発現の誘導能の低下とこれに伴う
Osterix発現低下に起因する骨芽細胞の成熟抑制が起
因する骨形成能の低下，そして，OPGの産生不全に
よる破骨細胞の分化と骨吸収能の活性化が骨粗鬆症を
発症に導くものと結論付けることができた．因みに，
この一連の反応において RANKLと RANKの発現に
は変化が生じないようであった．なお，Wnt１の発現
低下がもたらす βcateninの増量とそのリン酸化に影響
される筈の OPGの産生との関係については，これま
での知見とは矛盾する結果が出た．この点については
PCP制御経路や Ca２＋シグナル経路のような他の要因
が入り込んでいる可能性も考えられるが，今後の検討
課題にしたい．
なお，歯根膜細胞が OPG，RANKL，RANKを除く

すべての因子を発現し，OVXにおける消長は静止骨
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芽細胞に類似していたが，この細胞の機能，および骨
粗鬆症の発症や経過にどのように関連しているのかは
今回の検索では不明であった．

結 論

骨粗鬆症の成因を探ることを目的としたラット卵巣
摘出実験によって，以下の結論を得た．
１．卵巣摘出３カ月後に，脛骨と下顎骨に著しい骨吸
収の生じることが，軟 X線，マイクロ CTおよび組織
学的観察で明らかになった．
２．その骨吸収は，脛骨の海綿骨にもっとも顕著で
あったが，皮質骨の菲薄化，骨髄壁，ハバース管およ
びフォルクマン管様の管の内壁，下顎骨では，これら
に加えて，下歯槽神経管や切歯管内壁からの内部吸収
も認められた．
３．このような吸収と破骨細胞の分化と程度とは必ず
しも相関しなかった．これは，破骨細胞の骨吸収後の
アポトーシスの時期等が関係していると考えられた．
４．骨芽細胞と破骨細胞の分化・増殖に関連する発現
因子の免疫組織化学的検索では，OVXで発現低下あ
るいは発現細胞数の減少をきたした因子，変化のない
因子，逆に亢進あるいは増加した因子に分類でき，減
少を来たした因子は骨芽細胞誘導因子（bFGF, FGFR,

BMP２／４），骨芽細胞転写因子（Runx２，Osterix），Wnt

シグナル関連因子（Wnt, LRP５，OPG）で，ほとんど
変化のなかったのは破骨細胞分化因子（RANKL，
RANK）であり，逆に増加あるいは亢進したのは唯一
βcateninだけであった．
５．この所見は OVXにおいては，とくにWntの発現
低下に伴う βcateninの過剰発現を認めた．しかし，こ
れに伴うリン酸化亢進による OPGの発現の様相につ
いては矛盾があった．
６．しかし，OPGは著しく産生低下を起こし，これ
が破骨細胞の分化促進に繋がるもので，RANKLと
RANKの発現性はあまり関係がないことが示唆され
た．
７．この破骨細胞の分化は TRAP染色所見から，OVX

における破骨細胞の分化は常時持続しているのではな
く，分化と消退（アポトーシス）を反復しつつ骨吸収
を進行させることが示唆された．
８．下顎骨でも，脛骨とほとんど同じような骨吸収が
生じることと，これらに加えて，下歯槽神経管や切歯
管の内壁からの吸収が加わることが明らかになった．
９．歯槽骨の吸収も骨面に分化した破骨細胞による吸
収もさることながら，フォルクマン管様の管の内壁か
らの吸収の方が著しいという所見を得た．
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図１B

図１A．CMRによる頸骨の皮質骨は Shamと OVXいずれにも差を認めないが
骨端部の海綿骨では OVXで明らかな骨梁減少がみられる．マイクロ CT

による OVXでは骨端部で明らかな海綿骨減少がみられるが，個々の骨梁
は太い傾向を示す．（３ヶ月，頸骨）

図１B．CMRによる下顎骨の海綿骨梁は OVXで下顎枝，下顎角，筋突起で減
少し，骨髄腔や切歯歯胚腔などの開大もみられる．マイクロ CTでは骨髄
や歯根膜腔の開大が明瞭にみられる．（３ヶ月，下顎骨）図１A

図２B

図２A．CMRによる頸骨骨端部の海綿骨では OVXで明らかな骨梁減少がみら
れ，マイクロ CTによる OVXでも骨端部で明らかな海綿骨減少と皮質骨
内面の溝状骨欠損がみられる（矢印）．（６ヶ月，頸骨）

図２B．CMRによる下顎骨の海綿骨梁は OVXで下顎枝，下顎角，筋突起で減
少し，マイクロ CTでは明瞭な骨体部の海綿骨減少がみられる．（６ヶ月，
下顎骨）図２A
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図３A
図３A．OVX３か月後の脛骨の HE所見，皮質骨のハバース管（arrow）およびフォルクマン管様の管の内腔の開大を認め

る（X×４０）．

図３B．Sham（３Ba）と OVX３か月（３Bb）の下顎骨の HE所見，Shamに比べて OVXの骨髄腔，切歯管等に吸収を認
める（×１００）．

図３Ca 図３Cb
図３C．Sham（３Ca，X２０）と OVX３か月（arrow）（３Cb，×４０）の下顎骨の TRAP染色所見，TRAP陽性細胞は，むし

ろ Shamの方に多く現れる傾向にあった．

図３Ba 図３Bb
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図４A

図４A．OVX６か月後の脛骨の HE所見，フォルクマン管様の管等（arrow）の吸収の進行を認める（×１００）．

図４B．OVX６か月後の下顎骨の HE所見，歯槽頂付近の歯槽骨面に僅かながら破骨細胞性骨吸収を認め（arrow）（４Ba，
×１００），また，骨髄腔を始めとする腔の内壁からの吸収の進行を認める（４Bb，×２０）．

図４C．OVX６か月後の TRAP染色所見，吸収されつつある骨面の多くに陽性細胞を認める（×４０）．

図５A 図５B

図５．bFGFの発現，Shamでは多種類の細胞に発現され（A，×１００），OVX（B，×１００）では発現細胞数が低下した．

図４Ba 図4 Bb 図4 C
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図６A 図６B

図６C 図６D

図６．BMP２／４の発現，Shamの骨髄細胞や静止骨芽細肪等による発現（arrow）（A，×２００）と，下顎骨部の歯根膜細胞
の発現（B，×１００），および OVX３か月後の脛骨（C，×１００）と下顎骨（D，×１００）における著しい発現低下．

図７A 図７B

図７．Runx２の発現，Shamの海面骨部の発現（arrow）（A，×４００）と，OVX６か月後の下顎骨部の発現低下（arrow）（B，
×２００）
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図８A 図８B

図８．Osterixの発現，Shamの下顎骨の発現（A，v２００）と，OVX６か月後の発現低下（B，×２００）．

図９A 図９B

図９．Wntの発現，Shamの下顎骨部の発現（A，×２００）と，OVX６か月後の著しい発現低下（B，×２００）．

図１０A 図１０B

図１０．βcateninの発現，Shamの下顎骨部の発現（A，×２００）と，OVX６か月後の著しい発現低下（B，X２００）．



１９８

図１１A 図１１B

図１１．OPGの発現，Shamの骨髄細胞の OPGの発現（arrow）（A，×４００）と，全く発現性を消失した OVXの海綿骨部（B，
×４００）．

図１２．RANKLの骨髄細胞の発現（×２００）． 図１３．RANKの骨髄細胞の発現（×４００）．


