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　　　　　　　　　緒　　言

　閉経や卵巣全摘出 に よ リエ ス ト ロ ゲ ン が 低下す

る と，骨形成 の 亢進 を上 回る骨吸 収の 亢進 に よ り

高回転型 の 骨量 減少 v −−3）
が 生 じ，

エ ス トロ ゲ ン を

補充す る と主に骨吸収が抑制 さ れ ， 骨量減少が 防

止 さ れ る
4
臨 床事実は よ く知 られ て い る ，

一
方， 加

齢 に よ る低回転型 の 骨量減少 は主に 骨形成の低下

に よ っ て 生ずる と考え られ て い る． しか し ，
エ ス

トロ ゲ ン の 変動 や 加齢現象が どの よ うな 機序に よ

D骨代謝に 影響 を及ぼ すか は解明 され て い な い ．

　我々 は エ ス トロ ゲ ン の骨代謝調節作用 に関す る

基礎的な研究 を進 め る過程で ，エ ス トロ ゲン の 低

「し た 卵巣摘出（OVX ）マ ウ ス で は ， 骨吸収の 亢進

に起因 した骨量減少 に先立ち ， 骨髄造血 が刺激 さ

れ ， 骨髄 の 有核細胞数 が著 し く増加 す る こ とを見

出 し た ．また ， 骨髄造血 と骨 リモ デ リ ン グに は密

接な関係が あ り
5｝6｝

， 破骨細胞は造血細胞由来であ

る と考え られ る骨髄か ら補充 され る
6｝7 ）．さ らに

，

骨髄細胞か ら産生さ れ る各種局所因子が 骨 リモ デ

リン グ に 影 響 を及 ぼ し て い る
5）−7 ）

こ と も示 唆 され

て い る， しか も， 骨髄造血 は骨髄問質細胞 か ら分

泌 され る局所因子 （IL−1，
　IL−6，

　IL−7等）に よ り調節

さ れ て い るが ，
こ れ ら因子 は骨吸収調節因子 で も

ある．以上か ら，エ ス トロ ゲ ン は骨髄環境に 影響

を与 え ， 造血 と とも に 骨代謝 を も調節して い る可

能性 が考え られ る．

　
一方 ， 骨髄 中に 存在す る骨芽細胞前駆細胞 は多

分化能を有し ， 骨芽細胞の み な らず脂肪細胞へ も

分化す るが ， 加齢に伴 っ て骨芽細胞 へ の 分化が 抑

制 され脂肪細胞 へ の分化が亢進 す るた め ， 骨形成

の 低下 を来す と考 えられ て い る． したが っ て ， 加

齢に よ る低回転型骨量減少の解明に お い て も骨髄

環境の解析は不可欠 で ある．

　そ こ で我々 は ， 骨髄環境 内の造血 と骨芽細胞 お

よび脂肪細胞 の相互 関係に着目し ， 若年期か ら老

年期 の 各週 齢 ddy マ ウ ス お よび老 化促進 モ デル

マ ウス senescence 　accelerated 　mouse （SAM ）を

用 い て ， 高回転型お よび低同転型の 骨量減少機構

の 解明 を試 み た．す なわ ち ，
エ ス トロ ゲ ン の 低下

に よ る骨髄造血能 と骨代謝の 変化に っ い て は ddy

マ ウ ス の OVX に よ り， また加齢 に よ る 骨髄造血

能 と骨代謝の 変化に つ い て は 各週 齢 ddy マ ウ ス

と SAM を用 い て骨髄環境の変化 を解析す る こ と

に よ り，
エ ス トロ ゲ ン お よび加齢に よ る骨代謝の

変動 に 関す る機序の 解明 を 目指 した ．

　　　　　　　　　研究方法

　 1．OVX マ ウ ス に お ける骨代謝機構 の解析

　 8 週 齢 雌 性 マ ウ ス に OVX あ る い は 偽 手 術

（Sham ）を施 し，1．15％カ ル シ ウ ム と0．88％ リ ン

を含む普通 食（オ リエ ン タ ル 酵母 ， 東京）を与え ，

手術後 1週 間， 2 週間，又 は 4 週間で屠殺 した．

そ の 際 ， 経時的に 子 宮を摘出 し て そ の 重量 を秤量
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し た．血 中 エ ス ト ロ ゲ ン 濃 度 は
，

OVX お よ び

Sham の い ず れ も n ＝5を一
括 し，　HPLC で 処理 し

た後 ，
17β一estradiol （E2）を RIA に て 測定 した．ま

た ， 骨密度 の測定 は大腿骨 を単離し
， 筋組織 と結

合織 を除去 した うえ で ， Aloka 祉製 DCS ・6eoを用

い て Sing！e　energy 　absorptiometry （SXA ）に よ

り測定 した．

　2．エ ス ト ロ ゲ ン の 骨髄造血 調節作用 と骨代 謝

調節作用 との 関連性の 解明

　OVX あ る い は Sham を施 し ，
　OVX 群 の

・一
部 に

恥 を投与 し た ．手術時 ， 術後 2 週時， 術後 4週 時

と経 時的 に 骨髄 細胞 を採取 し，特異的表 而抗原

マ
ー

カ
ー

の 発 現 を B220（B 細 胞）
8｝

，　 Gr−／（顆 粒

球）
9＞

，
F4 ／80（マ ク ロ フ ァ

ージ），
　 Mac −1喟髄 球全

般）
1°〕

， IgM μ 鎖 に対す る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 を用

い て FIow 　cytometry に よ り解析 した．な お ， 骨

髄細胞 は ， 左右脛骨 か ら Flushing　out して 採取

し ， Ammenium 　chrolide −Tris　bufferで 赤血球 を

除去 し ， PBS に て 3 回洗浄 した ．また ， OVX へ の

E2の 投与は術後た だ ち に背部皮下 へ E210 μg （ln−

n ⊂）vative 　Research 　 of　 America
，
　 Toledo

，
　 OH ）

の Slow −releasing 　 pellct を 移 植 し た ．　 Flow

cytometry は Cyto　 ACE −150（Japan　 SPectro−

scc ）pic　Co．　Ltd．，　 TQkyo ）を 用 い た．　 FITC −

conjugated の モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 の B220 ，　 Gr −1

お よび lgM μ 鎖 は PharMingen （San　Diego
，
　CA ）

か ら，F4／80は Serotec（Oxford，　 England ＞か ら ，

Mac −1は Boehringer　Mannhejm 　Biochemica（ln−

dianapolis，
　 IN ）か ら各々 入 手 した．

　さ らに エ ス トロ ゲ ン の造血調節作用 を in　 vit7
’
O

で 解析す るた め に，Nishikawa 　et 　al ．1i ｝
の方法に よ

り 8 週 齢 ddy マ ウ ス 骨髄 細胞 と骨髄 問質細胞 株

（ST2 ）を Eu存在 ・非存在
一
ドで 5％calf 　serum を加

え た Phenol　red −free の RRMI 　1640 （GIBCO
BRC

，
　Gaitherburg，　MD ）に て 14日問培養 し，

　B 細

胞の 分化 を B220 抗体 を 用 い て Flow 　cytometry

解析 した． また ， B 細胞株 （DW ）と ST2細胞 を 3

日間共培養 し ， 骨吸 収性 局所因子で あ る IL−6の 産

生を ELISA に て 測定 し た ．

　3．加齢 に伴 う骨代謝お よ び骨髄造If［tの 解析

　8週 か ら80週 の 各 週齢 マ ウ ス の 大腿 骨 を摘 出

し ，
HE 標本を作製の うえ ， 遠位 骨幹端部 （Meta −

physis）に お け る骨 梁の 加齢変化 を検討 す る た め

に ， Bone　v 〔）Iume1Tissしle　 volume （％）を 算出 し

た． また脛骨 よ り骨髄細胞 を採取 し， 有核細胞．数

を計測 す る と とも に
， OVX マ ウ ス と同様 に 各種

表面抗原マ ーカ ーを用 い て Flow　cytomc 亡ry に よ

る解析 を行 っ た．

　 さ ら に
， 大腿骨 を用 い て GMA 樹脂包埋 非脱灰

標本 を作製の うえ，基質 と して Naphthol 　AS −MX

phosphate ， ジア ゾ ニ ウ ム 塩 として Fast　b］ue 　RR

salt を 用 い る 朝 長 法 に よっ て Alka！ine　 phos −

phatase （ALP ）染色 を行 っ た．また 同様の 標本 を

作製 し，基質 と し て Naphthol　AS −BI　ph ⊂，sphate ，

ジ ア ゾ＝ ウ ム 塩 とし て Fast　garnet　GMC を用 い

る 1’ ararosanilin 法 に て 酒 石 酸 抵抗 性 酸 フ ォ ス

フ ァ タ ーゼ Tartrate−resistant 　acid 　phosphatase

（TRAP ）染色 を施行 した．

　 ま た
， 大腿骨 を EDTA で 脱灰後切片 を作製 し ，

オ ス ミ ウ ム 酸 で脂肪細胞 を固定 し ， 再度薄切 の う

え，Oil　red 　O 法 に て 脂肪染色 を行 っ た．さ らに
一

部 は超微 形態学的観察 に も供 した．

　 4．老 化促進 マ ウ ス の 骨代謝 お よび骨髄 造血 の

解析

　 SAM の 老 化 は各種 病態が あ る
玉2）が，老年期 よ

り骨量 の 低
一
ドを 白然発症 し ， 老年性骨粗鬆症 の 病

態 を呈 す る P6と，コ ン トロ ー
ル と し て 高齢 に な る

まで骨代謝上 ， 正 常の 老化 を示す Rlの 各 7週齢か

ら36週齢を用 い
， 骨髄細胞の Flow　cytometry 解

析 を行 うと同時に 骨蜜度の測定を行
「
っ た．また ，

屠殺 8 日前 と 2 日前 に Oxytetracycline　30mgf

kg と Calcein　5mg ／kg を各々 標識 し，大腿骨 を摘

出 し た うえ で 非脱 灰標本 を作製 し ， 海綿骨組織形

態計測 を行 っ た．す な わ ち ，骨 形成能 と し て は

Bone 　surface 当た りの Bone　formatic）n　rate で

ある骨形成率
13 岡

を ， また骨吸収能 とし て は Bone

surface 当た りの Eroded　 surface で あ る骨 吸収

面
13 闘

を計測 した．さ ら に lfll液 ・尿生 化学検査 と し

て 骨形成 マ ーカ ーの 血 清オ ス テ オ カ ル シ ン 値 を

Biomedical　TechnolQgy 社製 キ ッ トに て RIA に

よ り， 骨吸収 マ
ー

カ
ー

の 尿 中 ピ リジ ノ リ ン 値 を

Metra 社製 キ ッ トを用 い て EIA に よ り各々測 定

N 工工
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した．

　 さ ら に 骨芽細胞 前駆 細胞 の 同定 は ，
P6 お よ び

Rlか ら採 取 した 骨髄 細胞を 7 日間培養 し
，

コ ロ

ニ ー形成法 Colony　forming　ullit　 in　fibroblasts

（CFU −F）15）16｝
に よ る ALP 染色 に よ り ， また骨芽

細 胞前 駆細胞 の 脂肪細 胞 へ の 分 化 は lndometh −

acin お よび Hydrocortisonの 添 加 に て 骨 髄細胞

を 8 日間培養 し て 脂肪細胞 の 誘 導
17 ）

を行 い
， Oil

red 　O 法 に よ る脂肪染色 に よ り各々 解析 した．

　　　　　　　 成績および考察

　 LOVX マ ウ ス に お ける骨代謝機構

　 OVX 群で は コ ン トロ ール で ある偽 手術 を行 っ

た Sham 群同様 ， 体重の 経時的増加 を認 めたが ，

両群 間に は有意差 が な か っ た （図 1）．

　
一・・

方 ， 子宮重量 は Sham 群 で は ほ とん ど変動が

な い の に 比 べ
， OVX 群 で は 1週 目よ り約 1／4に 有

意 （p 〈 （）．  1）に低 下 し，それ は 4 週 日 ま で 持続 し

た （図 1 ）。また OVX な い し Shaln後 2週時の 血

清 E2値 は ，
　 OVX 群 が 7，8pg／nil，

　 Sham 群が 17．8

pg／m 工と
，
　 OVX 群で 有意 に低値で あ っ た．

　 Sham 群 お よび OVX 群 の 術後 4 週 目の 大腿骨

遠位 骨幹端部の IIE標本 を観察す る と
，
　 Shaln 群

で は成長軟骨板に接す る豊富な 1 次海綿骨 とそれ

に 続 く 2 次海綿骨 の 発達 が 認 め られ た ． し か し

OVX 群 で は 1 次海綿骨は 狭小化 し， 発達 に 乏 し

く， 2次海綿骨 は ほ とん ど消失 し， 明 らか な骨梁

の 減少 を認 め た ．そ こ で ， 大 腿骨骨密度 を SXA に

て実際 に測定 し て み る と，術後 1週時 に は 差異 を

認 め な か っ たが ， 2週 時か ら OVX 群 で は Sham

群 に 比 べ 骨 密度 の 有意 な 減少 が 認 め られ た （図

2 ）．また ，
OVX 直後か ら0．Olμg／口 の E

、を背部

皮下か ら Infusion　pump に て 4 週間補充 す る と ，

骨密度 は減少せ ず ， Shan1群 とほぼ 同 じ骨密度 を

呈 した （図 3 ）．

　以 ヒか ら ， OVX マ ウ ス で は 子 宮重 量の 低下 と

血 清 E2値 の 低下が 生 じてお り ， さ ら に骨 梁 の減

少， 骨密度の減 少な ど， 骨量の 低下が認 め られた．

また，エ ス トロ ゲ ン の補充 に よ り骨量 は維持 され ，

OVX マ ウ ス は高同転型 の 閉経後 骨粗鬆症 モ デ ル

と して 有用で あ り， 他の 動物に 比 し て造血 系や免

疫系 の 解析 に よ り適す る こ と が 明 ら か とな っ た．

　2．エ ス トロ ゲン の骨髄造血 調 節作 用 と骨 代謝

調節作用 との関連性

　次に エ ス ト ロ ゲ ン の 低下の 際 に ど の よ うな骨髄

造 血の 変化が ある の か ， OVX マ ウ ス の in　vivo 実

験 に て 解析 を試 み た．骨 髄の 有核 細胞 数 は術後

1 週時 に は両群 と もほ ぼ同 じで あっ た が ， 2 週時，

4 週時 に は OVX 群が Sham 群 に 比 し ， 有意 （p く

0．05お よび pく O．Ol）に増加 し ， 特に 4 週時 に は約

2倍の 増加 を認 め た （図 4 ）．OVX に よ り骨髄有

核細胞数の 増加が認 め られ た が
， どの よ うな造血

　 　 mg ／cm2

　 54

　 52
大 　 　 　 Sham
腿　50

骨　48
　 　 　 0VX骨
　 46
密
度 　44

　 42

　　0 − ＿＿
　 　 0　　 1　 　 2　　 3　 　 4　 週

図 2　 0VX に よ る 大腿 骨 骨 密度 の 経時変化

体　　重
　 93634203328

子 宮重量

　 　 　 　 mg
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　 　 　 200
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一 ＿
＿

一 ＿
　 0　 　1　 　 2　 　3　 　4 週
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Ol

0　 　1　 　 2　 　3　 　 4 週

図 1　 0VX に よ る 体重 お よ び子 宮重 量 の 経 時 変 化

大

腿

骨

骨

密

度

mg ／cmt

Sham 　 　 　 OVX 　 　 OVX 十 E2
　 　 　 　 　 　 （0．01 μ g／day）

図 3　 0VX に よ る大 腿骨骨密度減少 に 対 す るエ ス ト

　ロ ゲ ン の 補充効果 （4週 時）
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図 4　 0VX に よ る骨 髄有核細胞数 の 経時変化
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細胞が 増加 した の か を検討す るた め に ， OVX な

い し Sham 後 2 週 時の 骨髄細胞 を B 細 胞系 お よ

び顆粒球系造血細胞 を認識す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗

体で あ る B220 や Gr−1な ど 4種類の 表面抗原 マ ー

カ ーを用 い て Flow 　cytometry に よ り解析 した．

そ の 結果 ， 他の 細胞数は OVX お よ び Sham に て

変化が な か っ た が ， B220陽性の B 細胞数だ けが ，

OVX 群で は Sham 群 に 比 べ
， 約 2倍 と有意 （p〈

O．001）に増加 し て い る こ と が 判明 した （図 5 ）．そ

こ で ， 経時的に B 細胞 を検索 した と こ ろ ，陽性率

お よび陽性細胞数 は と も に OVX 群 で Sham 群 よ

りも 2 週時 ばか りで な く， 4週時 に お い て も有意

（p 〈 0．01）に 高率か つ 数の 増加 を認 め た （図 6 ）．

　次に陽性率お よび陽性細胞数の 増加 が認め られ

た B 細胞 は どの よ うな分化過程 の もの か ， Flc）w

cytometry に よ る ヒ ス ト グ ラ ム か ら解析 し た ．図

7 に示す ご と く， Sham 群 で は未熟 B 細胞で あ る

こ とを示唆す る螢光強度の 弱 い L （，w 　peak の 1 と

成 熟 B 細胞 で ある こ とを 示唆 す る螢 光強度 の 強

Sham

細

胞

数

雙ト

瞬
」

　 　 OVX
「

珪　 1
｝i↓ i
｝ i　 　

l
…

LN．．
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図 7　0VX に よ る B220 陽 性細胞 の パ ター
ン の 変化

　 とエ ス トロ ゲ ン の 補充効果（2週時）

い High 　peak の llの 二 つ の Subpopulation に 分

か れ た．と こ ろが ， OVX 群 で は B220陽性の 細胞

数 は Sham 群 より も増加 して い た が ， そ の ほ と ん

どは未熟 B 細胞 を示唆 す る Peak 　I で あ っ た． ま

た OVX 直後 か ら E
、を補充す る と ， そ の パ ター ン

は Sham 群の それ とほ とん ど同 じ で あ っ た．以 ヒ

の ご と く， OVX に より増加 した B 細胞 は未熟な

B 細胞で ある こ とが示 唆 さ れ た．

　そ れ を さ ら に確認 す るた め に 行 っ た 成熟 B 細

胞 の 細 胞 表 面 に 特 異 的 に 出現 す る IgM μ 鎖 と

B220抗体 に よ る 二 重 染色 Flow 　cytometry で は ，

図 8 の ご と く ， Sham 群 と OVX 群 の ド ッ トパ

ターン に 違 い を認 め た ，す な わ ち右 下， っ ま り

B220 陽性 ， μ 陰性で ある こ とを示す もの が ，
　Sham

群 で は ／6，5％で あ っ た の が OVX 群 で は 33．0％

と ， 未熟 B 細胞が OVX に よ りち ょ う ど 2倍 に 増

加す る こ とが明 ら か とな っ た ．

　な お ，性腺低形成 マ ウ ス に お い て も未熟 B 細胞

が OVX 同様，著明 に増加 して お り， こ の B 細胞

の増加 は 璃 の 投与 で 正 常 マ ウ ス レ ベ ル に戻 る と
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図 9　エ ス トロ ゲ ン の B 細胞造i丘［抑制作用

　 　 （ST2 と骨 髄 細胞 の 共存培養）（1）

　　 睡
　　 li

　　
Ii

　　I｛

．＿」

い う報告
ls）が あ る ．

・一
方，正常 マ ウ ス に Ez を過剰

投 与す る と未熟 B 細胞の 著 し い 減少 が 認 め られ

るが
， 高 エ ス トロ ゲ ン 状態 で あ る妊娠 マ ウ ス で も

未 熟 B 細胞 の 著 し い 減少 が 観察 され る
19｝

と い わ

れ て お り， 高エ ス トロ ゲ ン状態で は OVX マ ウ ス

と逆の現象が認 め られ る． エ ス トロ ゲ ン レ ベ ル の

変動 は骨髄造 血に影響 を与 え ，
B 細 胞の 変動 を促

す もの と考 え る．

　以上 か ら，
エ ス トロ ゲ ン の存在下で 生 じ て い る

B 細胞 の増殖 ・分化が OVX な どの エ ス トロ ゲ ン

の 欠乏時 に
’
は抑制され ， 未熟 B 細胞 の選択的蓄積

が 生 じ て い る可能性が 示唆 さ れ る ．ま た B 細胞 の

分化過程 は ， 造血幹細胞 由来の B 前駆細胞 が骨髄

問質細胞 に 接着依存 し て増殖す る初期 分化過程

と， 間質細胞が産生す る IL−7に依存 して増殖 ・分

化 す る後期 の 分化過程 に 大 別 され る．上 記 の 跏

vivo の 実験 に て エ ス ト ロ ゲ ン 欠乏時に は 未熟な

B 細胞の 選択蓄積が あ っ た こ と か ら ，
B 細胞の 初

期分化過程 に エ ス トロ ゲ ン が関与 し て い る こ と が

示唆 され る が，エ ス トロ ゲ ン の B 細胞分化 に対す

る作 用の 解析 に は in　 vitro で の 検 討が 必 要 とな

る．

　そ こ で添加 した E
，の 効果 を調 べ る た め に ， 骨髄

間質細胞株 ST2 と 8 週 齢 ddy マ ウ ス の骨髄細胞

の 共存培養 を行 い
， E2添加の 有無で 検討 した．そ

の 結果 ， 図 9 の ご と く， 左 の E2無添加 の コ ン ト

ロ ー
ル で は B220 陽性細胞 数 は 70％で あ っ た の に

比 し ， 右の 10
一

呂M の E2添加で は B220陽性細胞 は

32％ と半減 し た ．さ ら に Ez添加 ， 無添 力「［で B22 〔〕陽

性細胞数 をカ ウ ン トす る と，E2は B 細胞陽性細胞

B220

陽

性

細
胞

数

xlD5 （ノT75 フ ラス コ）

10
−10M 　 10

．9M 　 10BM
エ ス トロ ゲ ン濃度

図 10　エ ス トロ ゲ ン の B 細胞造血抑制作 用

　 　 （ST2 と骨髄 細 胞 の 共 存培養）（2）

数をほぼ用量 依存的 に抑制 した （図10）．

　E2 は B 細胞 へ 直接作用 して増殖 ・分化を抑制す

る の で はな く ， 骨髄 問質細胞 を介 し た 間接的 な機

序 に よ り B 綱胞系の 増殖 ・分化 を抑制 し て い る と

考 え て い る．そ の 機序 と して は ， 骨髄 間質細胞．辷

に 発 現 し て い る VCAM −1を主 と す る接着分子 や

IL−7を代表 とす る各種の 局所 因子 の 関与 が 考 え ら

れ る．VCAM −1は B 細胞 の 分化 に必須 の 接着分子

で あ る が
， 破骨細胞 の 形成 に も関与 し ， 骨吸収促

進因子が 骨髄 問質細胞 の VCAM −1を上 昇 さ せ ，そ

の 中利抗体 に よ り VCAM −1を阻害 す る と破骨細

胞形 成が 抑制 され る
Z°）1 とが 最 近見 出 され て い

る．した が っ て ，
エ ス トロ ゲ ン が骨髄 間質細胞 に

作用 し て ， こ れ ら の 接着分子 や局 所因子 の 発現 ・

産生を調節 し ， B 細胞や破骨細胞の 分化 を抑制 し

て い る可能性が 考 え られ る．ま た最近，Tanaka 　et

a1．21〕
は 活性化 T 細胞が 骨芽細胞 に 接着す る と IL−

1や IL−6の 産生 を誘 導 す る こ と を報 告 し て い る

が ， リン パ 球が骨髄間質細胞 や骨芽細胞 に接着す

る と骨吸収促進 因子 の 産 生 が 促 さ れ る こ と も明 ら
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か に な っ て い る．

　 次に エ ス トロ ゲ ン 欠乏 時 の 未熟 B 細胞 の 蓄積

が骨代謝に ど の よ うな影響 を与 え る か 検討す べ く

行 っ た ST2 と未熟 B 細胞株 DW34 の 共存 培養結

果 は ， ST2細胞の み の 培養 で は IL−6の 産生 は認め

られ な か っ た が ，
DW34 細胞 の 存在下で は，そ の 細

胞 数 に 応 じ て IL−6の産 生 は抑 制 され た （図 11）．

IL−6の 過剰産生 は骨吸収の 亢進 を来す こ と が 知 ら

れ て い る．したが っ て ， 骨髄で の 造血細胞で ある

B 細胞 の 変化が 骨吸収亢進 に 関与す る可能性 が 示

唆 さ れ る と同時 に
，

エ ス トロ ゲ ン の 造 1；］1調節作用

と骨代謝調節作用 と の 関連性が示唆 され る．

　 3．各種週rc　ddy マ ウ ス の 加齢 に 伴 う骨代謝 お

よび骨髄造血 の変化

　正常 ddy マ ウ ス の 大 腿骨遠位 骨幹端部 に お け

る骨梁の加齢変化 を Bone 　 volume ／Tissue　 vo1 −

ume （％）で 計測 し ， 検討
’
した。そ の 結果 ， 27週齢 で

は 7 週齢の 約 1／3と な り，
38週齢で は約1／9と明 ら

か な加齢変化を認め た （図12）．

　骨芽細胞 はそ の 表現形 質の
一

っ と して ALP 活

BV ／TV

P9 ／mI150IL

−6

産　100

生

量 　 50

図 ll

50403020100

　 　 　 　 DW34 細 胞 数

B 細胞数 に よ る IL・6産生量 の 変化

（ST2 と DW34 の 共 存培養）

e
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図12 正 常 ddy マ ウ ス の 大 腿 骨 遠 位 骨 幹 端 部 に お け

　 る 骨梁の 加齢変化

性 を有 して い る の で ， ddy マ ウ ス 大腿 骨切 片 に

ALP 染色 を行 い
， 骨 芽細 胞 を観察 した．8 週齢 で

は 1 次海綿骨表面 に 紫色の ALP 活性 が 陽性に 染

色 さ れ ，
こ れ らの繝胞 は骨芽細胞 と同定 され た．

38週 齢 に お い て も同様 に ALP 陽性 に染色 され て

い るが ， 1次海綿骨の 減少 に伴 い ，切片上の ALP

陽性部位 は減少 を認 めた．す なわ ち，加齢 に よ り

ALP 陽 「生を呈す る部位は減少 し ， 骨芽細胞数 の 減

少が示 唆 され た ．

　 同様 に 8週 齢 お よび 38週齢 の ddy マ ウ ス 大 腿

骨 切 片 に 破 骨 細 胞 の 表現 形 質 の
一

つ で あ る

TRAP を染色 し
， 破骨 細胞 を観察 した ．そ の 結果 ，

8週齢で は 1次海綿骨 ば か りで な く， 2次海綿骨

に も赤色の TRAP 陽性細胞，す なわ ち破骨細胞

が観察 さ れ た． と こ ろが 38週齢 で は ， 海綿骨 も著

明 に 欠落 して い る が，TRAP 陽性細胞 も著明に 減

少 して お り， 加齢に よ り破骨細胞 も滅少 を認 め た．

　次 に，Oil　red 　O 法 に て脂肪染色 を行 うと
， 7週

齢で は茶褐色に染色 さ れ る脂肪細胞 は皆無で あ っ

た．しか し ， 27週齢で は骨髄 内の 至 る と こ ろ に 茶

褐色 に染色 さ れ た脂 肪細胞 が 散 見 され，加 齢 に

よ っ て 骨髄内 に脂肪細胞が 出現 し ， それ が増加す

る こ とが判明 した．こ れ らの 脂肪細胞 を電顕的 に

観察 して み る と， 加齢が 進む と増加 し た 脂肪細胞

は骨基質に 直接接触 し ， 骨代謝 を営む 細胞 の 接着

を阻止す る が ご と き像が 認め ら れ た．

　以上 の 正常 ddy マ ウ ス の 加齢 に 伴 う形態お よ

び組織化学的観察結果 を ま とめ て み る と，加齢 に

よ り骨梁の 減少 が認 め られ ， そ の 背景 に は ALP

陽性細胞 と TRAP 陽性細胞 の 減少 お よ び脂肪細

胞の 増加が 認 め られ た．こ れ らの こ と は造血 に お

い て は 骨芽細胞 数の 減少が ， 骨代謝に お い て は骨

芽細胞 お よび破骨細胞の 機能の 低下が 各々 示 唆 さ

れ ，加齢 によ る骨代謝の 低下が示唆 された．

　 4．老化促進モ デ ル マ ウ ス に お ける骨代謝 お よ

び骨髄造血 の 変化

　加齢 に よる骨代謝 と骨髄造血 の 変化 を さ ら に解

析 する た め に ， 老化促進 モ デ ル マ ウ ス SAM を用

い た．SAM マ ウ ス の 大腿骨骨密度 は ， 若 年期 よ り

老年性骨粗鬆 症の 病態 を呈 す る P6の 骨密度 は骨

代謝上 ， 正 常の 老化 を示す Rl に比 べ
， 18週 齢か ら
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図14SAM マ ウ ス にお け る骨 形 成能 （18週 齢 ）

有意 な減少が 認め られ た （図13）．次に こ れ らの 18

週齢 SAM マ ウ ス の骨代謝 に は どの よ うな変化が

起 き て い る か ， 検索 を行 っ た ．そ の 結果 ， 骨表面

当た りの 骨形成率と骨形成 マ ーカーで ある血 清オ

ス テ オ カ ル シ ン値 は P6 で は Rl に比 べ て ， とも に

有意 な低下 を認め た （図 14）．すなわ ち ， 骨密度の

有意 な減少 を認 め る 18週齢で は ， P6は コ ン ト ロ ー

ル の R1 よ り も骨形成能が 低
一．
ドして い る こ とが 示

唆 さ れ た． また 骨表面当た りの骨吸収面 と骨 吸収

マ ーカーで あ る尿 中ピ リジ ノ リ ン 値 は P6 と R1の

問で有意差は認 め られ なか っ た （図15）． こ の こ と

は骨密度 の減少 を来 して い る18週齢 の P6 で は骨

吸収の 亢進 は認 め られな い と い うこ と を示唆 す る

も の で あ る ．

　次に骨密度 に 差を認め る／8週齢の P6 と R1 か ら

骨髄細胞 を採取 し， ALP 染色 を施 し， ALP 陽性 コ

ロ ニ ーと陰性 コ ロ ニ ーをカ ウ ン ト した．

　 な お ，本実験の よ うに骨髄細胞 を低密度で 培養

す る と ， 線維芽細胞様細胞か らな る コ ロ ニ ーが形

成 さ れ る． こ れ ら は CFU −F と呼 ば れ ，
こ の 中 に

コ

ロ

ニ

ー

数

　 ／WelI160

120

80

40

0
R1

匚コALP 陰性コ ロ ニ
ー

陽性 コ ロ ニ
ー

P6

図16　SAM マ ウ ス の 骨 髄培 養に お け る CFU ・F コ v

　二
一

数

ALP 陽性の 骨芽細胞前駆細胞が含 まれ る．結果 と

し て
，
ALP 陽性 コ ロ ニ ー数 ， すなわ ち骨芽細胞前

駆細胞 に 匹敵する もの が
，
コ ン トロ

ー
ル の Rlに 比

べ P6で は著明 に減 少 し て い た （図16）． し か し ，

ALP 陰性 コ ロ ニ
ー
数は P6で は逆 に著 明 に増加 し

て お り（図 16＞， 骨芽細胞前駆細胞以 外の細胞 が増

加 して い る と い うこ と に な る ．

　加齢に よ る骨芽細胞機能の 低下の メ カ ニ ズ ム と

して は，骨髄内で は 加齢 に よ り間葉系幹細胞 由来

の脂肪細胞の 割合が増加 し，骨芽細胞 の増殖能 ・

分化能は低下す るた め ， 骨形成 が低 下す る と考 え

られ て い る．

　そ こ で
，

P6 で増加 を認 め た ALP 陰性 の 骨芽細

胞前駆細胞以 外の 細胞 は何か と い うこ と を検索す

る 円的で ， 脂肪細胞の 誘導培養実験 を試み た．そ

の 結果，Rlで は Oi】red 　O 法 に て茶褐色 に染ま る

脂肪細胞 の 出現 はほ とん どな か っ た が ， P6で は脂

肪細胞 が顕著 に 出現 し て い た．こ の こ とか ら P6 の

骨髄 で は骨芽細胞前駆細胞の 減少 と と もに脂肪細
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図 18 ：［E常 ddy マ ウ ス に お け る Gr・1陽性率 の 加齢変

　化

胞が増加 して お り， 骨髄環境 に 変化が生 じ て い る

こ とが 明 ら か と な っ た ．

　P6 に お い て こ の よ うな骨代 謝お よ び骨髄 環境

に変化 を来 して い る時 ， 骨髄造血 はどの よ うな変

化 を来 し て い る か が 次 の 問題 と な る．そ こ で ，

SAM マ ウ ス の 5 週齢 ， 18週 齢 ， 36週齢 の 骨髄細胞

数 をカ ウ ン ト して みた．い ずれ の 週齢 に お い て も ，

コ ン トロ ール の R1 に比 べ て P6の 細胞 数は増加 し

て い た．さ ら に増加 した骨髄細胞の 内訳 を調べ る

た め に ，SAM マ ウ ス の 骨髄細胞 を特異的表面抗

原 マ ーカーを用 い て Flow　cytometry 解析を行 っ

た．そ の 結果 ，
P6 で は R1 に 比 べ て骨髄細胞数はや

は り増加 して お り， 中で も Gr−1陽性 で あ る顆粒球

の増加 が著明で あ り ， そ の 陽性率 は Rlよ りも有意

に高値で ， 約70％ を占めた （図 17）．こ の Gr −1陽性

細胞 ， す な わ ち顆粒球をさ らに 詳細 に 検討 するた

め に ， Rl と P6 で ヒ ス トグ ラ ム を比 較 して み る と，

P6で は コ ン トロ
ール の Rl よ り も全体 と し て 細胞

数の 増加が あ り，さ らに螢光強度 の 弱 い 未熟な顆

粒球 を示唆する細胞 の 増加 が特徴的 で あ っ た ．

　 こ れ ら の P6 に お け る加齢 に よ る 骨髄造 血 の 変

化 に っ い て ま と め て み る と ， 骨髄細胞 数の 増加 が

認 め られ ， そ れ は Gr・／陽性の 顆粒球 で あ り，
な お

か つ そ の 陽性 率も増加が 認め られ， しか もそれ は

未熟な顆粒球で ある こ とが示唆 された．

　以 、ヒは老化促進 モ デル マ ウ ス に お ける実験結果

で あ っ たが ， P6 同様 ，
　 ddy マ ウ ス の 自然な加齢 に

よ っ て も Gr−1陽性率は有意な上昇 を認 め ，そ の 陽

性率 も80週齢 を超 え る と P6同様 ， 70％ ま で 上 昇

し ， 骨髄造血 に同 じような変化 が生 じて い る こ と

が 明 ら か と な っ た （図18），

　　　　　　　　　結 　 　論

　 エ ス トロ ゲ ン の 低下 と加齢 に よ る骨量 の 低下

は ，
い ずれ も骨髄微小環境 に お け る骨髄趣 II⊥の 変

化 を契機 と して 骨代謝の 変化 を来すた め に生 じる

と考え る． つ ま り ，
エ ス トロ ゲン が低下す る と骨

髄内に 未熟 B 細胞が増加 し ， それ が骨髄間質細胞

に 接着す る と ， 骨吸収促進性の サ イ トカ イ ン で あ

る IL−6の 産生 が 亢進す るな ど
， 骨吸収 カ ス ケ ー ド

が促進 され ， 高回転型の 骨代謝動態 を呈 す るた め

に骨量 の低
一
ドを来 す．

　 また加齢 の 場合に は ， 骨髄 内に 顆粒球 の 増加 ，

骨芽細胞前駆細胞 の 減少 ， また骨芽細胞の 分化抑

制に つ なが る脂肪細胞 の 増加等が 生 じ ， 骨芽細胞

機能が 低下す る の で 骨形成の 低下 を来 し，低 回転

型 の 骨代 謝動態を呈す るた め に骨量の 低下 を来す

と考 え る．

　 以 上の ご と く，
エ ス トロ ゲ ン の 低下 に よ っ て も，

加齢に よ っ て も， 骨髄造血 の 変動 に よ り骨代謝 に

変動を来し ， どち らも骨形成 を上 回る骨吸収が あ

るた め骨量の 低下 を来す が ， そ の 骨量 低下機構に

は 異な りが あ る．す なわ ち，エ ス トロ ゲ ン の 低下

で は骨吸収が 増大す るた め に ，加齢で は骨形成が

低下す るため に ， 各 々 骨量 の 低
’
ドを来す こ とが 明

ら か と な っ た．こ れ らの メ カ ニ ズ ム の 差 の 解明は ，

臨床の 現 場 で 病態別 の 治療 を可能に す る と考 え

る．

　 具体的 に は ， 骨．量低下 の 主因が エ ス ト ロ ゲ ン の
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低下 に あ る場合 に は 増大 した骨吸収 を是正 ・抑制

す る骨吸収抑制治療 を First　choice に ， また 主因

が加齢 に ある場合に は低
一
ドした骨形成を是正 ・促

進す る骨形成促進治療 ， す なわ ち蛋 白同化治療を

F｛rst　choice に す べ き で あ る こ と を明 らか と し

た．
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Synopsis

  Primary osteoporosis  inclucles two  major  disease categories:  postmenopausal  osteoperosis,

caused  mainly  by  decreased  levels of  estrogen,  and  senile  ostcoporosis,  caused  primarily  by the

effects  of  aging.  Decreased bone mass  is thought  to result  from high metabolic  turnover in the
former and  low metabolic  turnover  in the ]atter. However,  the results  of  our  studies  using  animal

models  and  culture  systems  suggest  that in both types of  osteoporosis  decreased bone mass  is caused
by changes  in bone metabolism,  triggered by altered  heniatopoiesis in the hematopeietic microenvir-

onment.  Decreased levels of  estrogen  increase the nuinber  of  immature  B-cells in marrow,  which

adhere  to stromal  cells  and  stimulate  production  of interleukin-6, a  cytokine  that promotes  bone

resorption.  This  series  of  events  stimulatcs  the bone resorption  cascade,  resulting  in high metabofic
turnever  of  bone and  consequent  Ioss of  bone mass.

  Aging is associated  with  increased granulopoiesis  in marrow,  decreased numbers  of osteoblast

precursor cells, and  increased nutnbers  of  adipocytes,  which  inhibit osteoblast  differentiation. These
factors reduce  osteoblast  activity, causing  decreased bone formation, and  bone mass  decreases
because of  low-turnover bone metabolisrn.

  Estrogen deficiency and  aging  can  thus lead to a  situation  where  the rate  of  bone resorption

surpasses  that of  bone formation, resulting  in decreased bone mass.  However,  the causes  underlying

the decrease in bone mass  differ for estrogen  deficiency and  aging  i the former reduces  bone mass
by･ increasing bone resorption,  whereas  the Iatter reduces  bone mass  by  decreasing bone formatien,

An  understanding  of  these dffferent mechanisms  can  lead to disease-specific therapy  in clinical

practlce.

  When  reduction  in bone mass  osteoporosis  is caused  mainly  by decreased levels of  estrogen,

correction  and  inhibition of  increased bone resorption  is the therapy  of choice,  whereas  "Jhen  aging

is the primary  cause,  it should  be treated by anabolic  therapy  designcd to correct  and  promote  bone

formation.


