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要旨
骨組織の成長と発達は、骨格の構築を主体とした身体の発育において不可欠なプロセスである。骨組織の

大半は、未分化な細胞成分から、直接、骨組織として形成されるのではなく、軟骨細胞や軟骨組織を介した
骨基質の形成過程を経た後に石灰化基質で構成された骨組織へと置換される。この一連の骨形成過程には、
細胞の転写因子や細胞間のシグナル伝達系、内因性の液性因子、さらに骨へのメカニカルストレスなどの
種々の因子が緻密に関連しながら骨形成システムの機能に重要な役割を演じている。
本論文は、骨形成の基本的な生理メカニズムとともに成長板軟骨（以下、成長軟骨と略す。）の構造特性

に焦点を当てた研究プロジェクトによる研究成果を交えながら、骨成長における成長軟骨の役割や仕組みに
ついて概説する。

1．は じ め に

1）骨の量と構造の調節機構

骨は、成長発育や荷重・運動などのメカニカルストレスの条件に応じて骨局所における骨形成

と骨吸収の平衡を保ちながら骨の量と構造を維持する（骨リモデリング）。骨リモデリングは、

骨の細胞群や局所制御因子としてのサイトカインなどが複雑に関わるシステムであり、骨細胞及

び骨芽細胞、破骨細胞が相互に作用しながら骨改造を成し遂げている1）。

一方、骨代謝の側面では、細胞性因子の作用に加えて、副甲状腺ホルモン（Parathyroid

hormone: PTH）やカルシトニン（Calcitonin: CT）、エストロゲン（Estrogen: ER）などの全身性

因子による影響を受ける。このため、骨髄及び骨基質に存在する多くの細胞群は、骨代謝の状態

や液性因子の影響により産生されるサイトカインの作用を骨芽細胞と破骨細胞が受容し、骨芽細

胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収により骨の量と構造が制御される1）。

また、骨局所での骨リモデリング機構には、重力や体重、運動による衝撃力や歪み、橈みとい

ったメカニカルストレスが骨に加わることが重要である。この理由は、Wolff の法則2）としてよ
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く知られているように、骨はメカニカルストレスの条件に応じて骨を修復、再構築し骨の内部構

造や量を変化させることで力学的な環境に適応するシステムを備えているからである。この生理

機構として、骨内部では骨細胞が骨基質の中に埋没してメカノセンサーとして存在し、骨にかか

るメカニカルストレスを感知するとともに細胞突起を通じてメカニカルシグナルを骨芽細胞へ伝

達することにより、骨形成を調節する情報伝達系として機能している3, 4）（図 1-A, B）。

2）骨密度からみた骨成長の役割

骨は、身体の体重を支え運動動作を支持する働きとともに体内のカルシウムの貯蔵庫として血

液中のカルシウム濃度を維持する重要な役割を担う組織である。このような生体の生理機能を維

持するため、骨は細胞群の活発な働きにより骨の再構築を繰り返し、骨の代謝機能を維持してい

る5）。例えば、ヒトの骨は出生時の重量が体重の 1/100（約 30g）程度であり、その後は形態学的

な成長に伴い量的に増加する。骨格は、20歳前後で成長軟骨の骨化を完了し、骨密度は若年期

の男性で 15歳から 17歳、女性で 12歳から 14歳で急激に増加し、20歳から 30歳の間に最大骨

量（Peak bone mass）に達する6）。最大骨量（骨密度）の獲得においては、成長期の骨代謝状態

とその促進因子が重要であり、女性では、スポーツ活動を初経前より始めた女性ほど骨に対する

運動効果は高い。思春期にスポーツ活動を行っていた女性は、同時期にスポーツ活動の経験を有

しない女性より最大骨量において 5％ほど高いことが認められていることから、初経後の中学生

期におけるスポーツ活動歴が骨密度に与える効果は大きく、骨格の成長と骨密度を獲得するため

の重要な時期であると言える4, 7, 8）。

このように、骨の成長と密度の増加は、身体の成長発育に関わる種々の要因に加えて、骨への

運動負荷の条件により骨代謝が促進され、その基礎は成長軟骨の細胞増殖により営まれる。この

成長軟骨における細胞の増殖と分化は、骨代謝関連ホルモンや局所制御因子などのさまざまな関

図 1 脛骨骨幹部の光学顕微鏡像（A）と骨組織の構造（B）
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わりにより制御されており、それらの相互作用は骨成長の完了を意味する成長軟骨の閉鎖まで継

続すると考えることができる。

2．研究の背景と概要

超高齢化が進行する社会においては、骨粗鬆症やサルコペニアといった加齢が関係する運動器

疾患が急増し、健康寿命を大きく揺るがす危険因子になっている9）。中でも、運動器はヒトの歩

行や移動を支持する主要な器官であることから、運動器を構成する骨格筋と骨組織との間の生理

的な相互関係と健康状態に対する関心は益々高くなっている10）。このため、若年期からの骨成長

と骨強度の増大は、加齢に伴う筋・骨関連疾患の発症予防に加えて健康体力つくりといった健康

科学の学問領域においても重要な課題である11）。したがって、加齢に伴う運動器疾患の予防にお

いては、運動器の成長や代謝機構に関する理解を深化させることが予防医学におけるエビデンス

確立に不可欠である。

ところが、骨組織を主体とした硬組織3, 4, 11）は、研究手法の特殊性や難易度から、骨の量と構

造の仕組みに対する生理活性物質の作用とその制御システムは依然として不明な点が多く残され

たままである。また、骨量減少や骨粗鬆症をはじめとする骨関連疾患の病態生理に関する研究の

進展に対して、骨成長を司る成長軟骨の役割や仕組みに焦点を当てた研究は、未開拓な研究課題

が多く残されている。

本研究プロジェクトでは、骨代謝に影響を与える要因として、マイオカイン関連物質と骨リモ

デリングとの関係11, 12）に着目した。骨成長の制御機構を解明する手立てとして、成長期ラット

を用いて骨の成長軟骨におけるマイオカイン関連物質とそのレセプター（受容体）の発現変化に

ついて免疫組織化学研究による骨成長の分子機序の解明を目指すものである。

そこで、これまでの骨成長に関する諸家による報告と著者らの研究プロジェクトのパイロット

スタディから得た知見を融合させ、骨成長における成長軟骨の役割と仕組みとともに今後の研究

課題の展望について概説する。

3．パイロットスタディ

1）研究目的

近年、世界的な分子生物学的研究方法の急速な発展により、骨組織は筋組織と同様に能動的に

生理活性物質を産生する内分泌器官であり、オステオカインの産生にも関わることが理解されて

きた。この生理活性物質の一つとして、オステオカルシンは生体の恒常性維持に関わるとともに

消化管や膵臓にも作用し、インクレチンやインスリンといったホルモンの分泌を介して骨代謝に

間接的に影響を与えるといった見解が散見されている。また、オステオカルシンは、生活環境や

運動条件に伴って生じるメカニカルストレスにより他の石灰化促進因子とともに骨局所に発現が
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誘導される12-17）。

一方、オステオカルシンは、液性因子として大腿骨や脛骨のような末梢の骨組織にも影響を与

える可能性があると捉えられる意見も認められ15, 17）、骨成長に対する作用は十分明らかではな

く骨基質の石灰化に関する分子機序も不明な点が多く残されたままである11）。

本研究は、加齢に伴う運動器疾患の予防対策に関するエビデンス構築の観点から、骨成長過程

の生理機構に着目した。ラット下肢骨の脛骨の成長軟骨を検索対象に設定し、組織学研究による

成長因子とそのレセプターの局在について経時的（週齢毎）に検討を行う研究プロジェクトを立

ち上げ、そのパイロットスタディとしてラット成長軟骨の組織学的研究を行なった。

2）実験方法

①実験及び倫理的配慮

実験は、本研究プロジェクトにおけるパイロットスタディの組織学実験（光学顕微鏡観察）に

必要最小限の実験動物数として、4週齢の Sprague-Dawley 系雄ラット（n＝4，株式会社日本ク

レア）を用いた。動物実験室の飼育環境は、室温 22.5°C、湿度 55％であり、飼料は動物用固形

飼料（CE-2、株式会社日本クレア）の自由摂取、飲水は水道水の自由飲水である。

なお、本実験は園田学園女子大学・園田学園女子短期大学の動物実験委員会の研究倫理審査に

よる承認を得た上で、日本生理学会の制定した「生理学領域における動物実験に関する基本方

針」を遵守し、実験を行なった。

②光学顕微鏡による観察

実験動物は、4週齢（n＝1）及び 6週齢（n＝1）、8週齢（n＝1）、10週齢（n＝1）の各週齢時

に Pentbarbital sodium 麻酔下にて開腹開胸し、左心室から生理食塩水にて前灌流を行った後、4

％パラフォルムアルデヒド固定液により灌流固定を行った。その後、左右の脛骨を摘出し、直ち

に 10％ホルマリン固定液に浸漬固定した。

脛骨の固定標本は、実体顕微鏡下で鋭利な剃刀（片刃）を用いて脛骨近位骨端部から脛骨骨幹

部に向けて 10mm の位置にて骨の長軸方向（矢状面）に対して横軸方向（垂直）に切り出し、

10％ホルマリン固定液にて後固定を行なった。そして、固定標本は水道水にて 24時間の水洗

後、8％ EDTA-sucrose 脱灰液（pH7.2）により 20日間の脱灰を行なった。その後、水道水にて

水洗後、エタノール系列で脱水し、パラフィンに包埋後、骨の長軸方向に沿って大型滑走式ミク

ロトーム TU-213（大和工機工業株式会社製）にて 4μm に薄切りし、組織標本を作製した。

その後、本パイロットスタディでは、成長軟骨の石灰化機構の特徴を観察することに焦点を当

て、10週齢の組織標本を対象に Hematoxylin-Eosin 染色（以下 HE-stain と略す）を行い、脱水、

透徹、封入を行った後に光学顕微鏡［総合健康学科 組織学研究システム（EVIDENT オリン

パス システム顕微鏡 BX53）］にて観察、撮影を行なった3, 18）。
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3）研究結果（光学顕微鏡観察結果）

今回の光学顕微鏡観察では、ヒトの思春期に

相当する時期の 4週齢から 8週齢のラットの骨

組織ではなく、ヒトの思春期以降に相当し成長

軟骨を主体とした骨領域の骨成長完了の時期に

相当する 10週齢の骨組織の成長軟骨を観察対

象とし19）、成長軟骨の構造特性20）を組織学的に

明らかにすることに焦点を当てた。

光学顕微鏡観察の結果、脛骨近位骨端部は関

節軟骨（硝子軟骨）で構成され（図 2）、次い

で骨端部から骨幹端部、骨幹部方向に位置する

成長軟骨に相当する領域では、成長軟骨を構成

する 5つの領域に区分される像が観察された

（図 3-A）。まず、静止帯軟骨細胞層では、表層に位置する扁平な核が観察される細胞の長軸が関

節面に対して平行に配列していた。次いで、増殖帯軟骨細胞層は、静止帯軟骨細胞層の直下に位

置し、長方形かつ小型の細胞と円形でやや大型の細胞が大小不同に混在する像が観察された。ま

た、増殖帯軟骨細胞層に続く直下には肥大帯軟骨細胞層が存在し、この層には比較的大型の核と

広い細胞質を有する細胞群で構成されていた（図 3-B）。肥大帯軟骨細胞が柱状に配列する間隙

には、石灰化基質が存在し、この直下もしくは下縁の層には軟骨の吸収系細胞による石灰化基質

の吸収や侵食現象を呈する侵食帯軟骨細胞層に相当する像が観察された。さらに、骨幹端部から

骨幹部に向けた層では、骨梁の新生に関わる像が観察され、成長軟骨の石灰化と海綿骨梁の形成

が進展するプロセスが観察された（図 4）。

図 2 脛骨近位骨端部における関節軟骨の光学顕
微鏡像

図 3-A, B 脛骨近位骨端骨幹端部における成長軟骨の光学顕微鏡像
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すなわち、骨端軟骨は成長軟骨特有の構造を生かして長骨の長軸方向への成長をもたらす上で

重要な役割を担っている。そして、成長軟骨は、発育に伴い最終的には骨基質に置換され、成長

軟骨の閉鎖とその後の骨密度の増加に繋がることを窺わせるものであるが、この一連の成長軟骨

の石灰化機構に対してマイオカイン関連物質とそのレセプターがどのような役割を演じるのかに

ついては、興味深い研究課題である。

4．成長軟骨が骨成長に関わる仕組み

骨の成り立ちは、胎生期に軟骨組織にて骨の原形が形作られ、骨の成長とその後の完了に伴い

骨組織に置換される。この骨組織の形成は、間葉組織が、直接、骨に置換される膜性骨化ととも

に内軟骨性骨化として骨の発生の重要な過程である21）。特に、骨基質を形成するための基礎とし

て、軟骨細胞は円柱状の軟骨組織を構成し、骨芽細胞の作用を受けながら Bone collar と言われ

る骨のさやの形成に関わる。この軟骨組織で構成された骨領域では、軟骨細胞の肥大化や細胞外

基質の石灰化、軟骨細胞の破壊（吸収）と血管侵入、石灰化基質の除去といった複雑な過程を経

ながら骨芽細胞による骨基質の形成が成し遂げられる22）。また、この骨形成過程と並行し、骨端

部では細胞増殖が生じて軟骨細胞が長軸方向に配列した軟骨柱が構成され、骨端部での関節軟骨

の形成に加えて、骨端部から骨幹端部に向けて成長軟骨が構築される。そして、成長軟骨は骨の

長軸成長が完了するまで残存し、骨成長において欠かすことができない組織としての役割を果た

すことになる。

このため、成長軟骨が骨成長と骨形成に関わる役割を明らかにすることは、骨の発生や成長、

骨密度と骨強度の増加の機序を理解することになることから、これまで軟骨無形成症やくる病、

アロマターゼ欠損症、成長ホルモン分泌異常、骨形成不全症、脳性麻痺・神経変性疾患といった

骨疾患・病態モデルによる研究23-29）から、骨の成長・発達に影響を与える因子とメカニズムにつ

図 4 脛骨近位骨端骨幹部成長軟骨の石灰化と海綿骨梁形成過程の光学顕微鏡像
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いての検討がなされている。中でも、軟骨無形成症23）では、線維芽細胞増殖因子受容体 3型の変

異を要因として、軟骨細胞の増殖抑制やアポトーシスの亢進により軟骨組織の形成が抑制され

る。そして、軟骨の内骨化により成されるはずの骨伸長と骨成長が特徴的に阻害される。アロマ

ターゼ欠損症26）では、性ホルモンによる軟骨細胞の分化が促進されることが、二次性徴の発来に

伴う骨の成熟や骨端線の閉鎖に必要である。アロマターゼは、男性ホルモン（テストステロン）

を女性ホルモン（エストロゲン）に変換する酵素であり、生体内ではアンドロゲンはエストロゲ

ンに転換されて骨組織の細胞群に作用することから、男女とも成長軟骨における骨端閉鎖と骨の

石灰化に性ホルモンの作用が重要な要因となる。また、成長ホルモン分泌異常25）では、軟骨細胞

の増殖と骨伸長が促進される機序には成長ホルモン（Growth hormone: GH）とインスリン様成長

因子（Insulin-like growth factor-1: IGF-1）の作用が不可欠であることが明らかにされている。

いずれの骨疾患・病態モデルに関する報告でも、軟骨細胞の増殖や分化、軟骨組織の石灰化の

プロセスが生じないことにより骨成長が阻害されることから、成長軟骨の構成細胞に対して局所

制御因子として作用する成長因子が成長軟骨の構造変化に欠かすことができない制御因子である

ことが理解されるものである。

しかしながら、これらの骨疾患・病態モデルを用いた実験では、多彩で未知な可能性を有する

身体の成長発育の一端を担う骨成長の仕組みを探るという観点では、骨成長が展開される多様な

メカニズムの探索として十分な研究手段とはいえない側面を残すところである。そこで、骨の軟

骨成長やその調節因子に関する検討を行った報告に目を向けてみると、骨成長の過程として、膜

性骨化と内軟骨性骨化は骨化様式の中心的な役割を担っている21）。そして、成長軟骨の骨化に関

わる内軟骨性骨化の機序として、軟骨細胞はコラーゲンやアグリカンが豊富な軟骨基質を構築

し、軟骨細胞は急速な増殖や基質合成を伴いながら成長し肥大軟骨細胞を形成する30）。その後、

肥大軟骨細胞は成熟とともに周囲の基質を石灰化し、石灰化した肥大軟骨細胞は、骨折治癒過

程31）や骨欠損後の基質修復過程32）における軟骨細胞の石灰化過程でも観察されるような細胞増殖

因子（Transforming growth factor-β: TGF-β）や血管内皮細胞増殖因子（Vascular endothelial growth

factor: VEGF）をはじめとする血管新生の誘導因子を介して血管とその後の骨芽細胞の侵入によ

る骨基質の産生と一次海綿骨が形成され、二次骨化や骨端線の閉鎖、骨成長の完了が成し遂げら

れることになる。この骨形成プロセスには、線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factor: FGF）

や TGF スーパーファミリーに属する骨誘導因子（Bone morphogenetic protein: BMP）が軟骨細胞

の増殖や分化に対してポジティブに作用し、栄養素の摂取状態や生活、運動負荷の力学的な条件

により軟骨形成と骨成長の促進因子として作用することについて一定の見解が見出されてい

る20, 31-33）。このように、成長軟骨においては、軟骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞などが相互に関わ

る仕組みにより、内軟骨性骨化の中心的な役割を担う組織として骨の長軸方向への伸長による骨

成長を支持するメカニズムは最も有力な骨成長の仕組みとして理解されるものである。

ところで、上述してきたように、近年の分子生物学的研究手法の開発により運動器の代謝や適

応変化については、筋組織から産生・分泌されるマイオカインや骨組織から産生・分泌されるオ
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ステオカインがそれぞれの組織の局所のみで作用するのではなく、全身性の液性因子のように標

的臓器や細胞に作用する可能性も指摘されるようになっている12, 15, 17）。このような点を踏まえ

ると、これまで支持されてきた成長軟骨を介した骨成長の生理機構についても、骨成長に影響を

与える新たな成長因子や既知の成長因子とそのレセプターによる作用機序について、種々の実験

条件の工夫を施した研究モデルによる再検証を行うことは、成長軟骨閉鎖の機序に加えて骨成長

と骨密度の調節機構に関する新たな知見をもたらす可能性があるものと考えられる。

5．ま と め

本研究プロジェクトにおける成長軟骨を主役とした骨成長の生理メカニズムの再検証に迫る組

織学研究は、骨成長の観点から運動器が健康体力つくりに果たす役割や加齢に伴う運動器疾患の

予防における意義を説明することを可能にする手立てとなるものと考えている。

この点について、今後は成長期の骨成長過程について縦断的に組織学的な検討を加えることや

運動によるメカニカルストレスの影響、摂取栄養素との量－影響関係を探るための実験条件の設

定は重要である。このように、多角的な視点から骨成長に関わる可能性を有するマイオカイン関

連因子とそれらのレセプターとの間で制御されるシステムに焦点を当てた免疫組織化学研究を進

めることは、骨成長における成長軟骨の石灰化機構の役割と仕組みについて分子レベルから新た

な知見をもたらすことが可能になると思われる。
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