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学位論文内容の要旨 
 

博士の専攻分野の名称 博士（歯学） 氏名  長谷川 智香 

 

学位論文題名 

Morphological assessment of bone mineralization in tibial metaphyses of ascorbic acid-deficient 

ODS rats. 

（アスコルビン酸合成能欠如(ODS)ラットの骨組織石灰化における組織学的解析） 

 

 

【緒言】  

コラーゲン線維は全身組織に存在するタンパク質であり、細胞外マトリックスの構成要素の一つとし

て機能するとともに、骨組織では、骨芽細胞から合成・分泌されて骨基質石灰化の場を提供する。

このようなコラーゲン線維の合成過程では、プロペプチド鎖のプロリンとリシン残基がアスコルビン

酸存在下で水酸化されることにより、ペプチド鎖間が水素結合を成し安定した三本鎖構造（スーパ

ーヘリックス）が形成されることが知られている。 

骨基質石灰化は、基質小胞性石灰化とコラーゲン性石灰化の２つに区別されており、骨芽細胞

が基質小胞と骨基質蛋白を分泌することによって開始する。骨芽細胞から分泌された基質小胞の

内部では、リン酸カルシウムの核形成が誘導され（基質小胞性石灰化）、それが石灰化球と呼ばれ

る針状結晶塊へと成長してゆく。その後、発達した石灰化球がコラーゲン線維に沿って石灰化し、

コラーゲン性石灰化が進行する（コラーゲン性石灰化）。現在、コラーゲン性石灰化の機序として、

重合化したコラーゲン線維のスーパーヘリックス間に生じる hole zone 内で石灰化結晶の核形成

（hole zone theory）、あるいは、コラーゲン細線維が構成するスーパーへリックスを足場とする石灰

化などが提唱されているが、今のところ定説は無い。 

そこで、本学位研究では、アスコルビン酸合成能欠如（ODS/ShiJcl -od/od）ラットが hole zone

を有する成熟型コラーゲン線維を合成することができないことを利用して、骨組織におけるコラーゲ

ン性石灰化の微細機序を細胞化学的・微細構造学的に解析した。 

 

【材料と方法】  

生後 8 週齢ODS/ShiJcl-od/od 系雄性ラット 14 匹を、アスコルビン酸を充足させた飲料水（アスコ

ルビン酸 200mg/dl を添加)を与えた充足群 7匹とアスコルビン酸が不足した飲料水（0.3mg/dl）を

与えた不足群 7匹に分け、自由飲水・飲食下で 5週間飼育した。また、固定１２日前および５日前

にカルセイン溶液を皮下投与し、石灰化骨基質のラベリングを行った。１３週齢で、ジエチルエーテ

ルおよびペントバルビタール麻酔下にて、4％パラホルムアルデヒド溶液を左心室より灌流固定を

行った。その後、通法にて、脛骨の脱灰パラフィン切片、脱灰および未脱灰エポキシ樹脂切片なら

びに未脱灰メチルメタクリレート切片を作製した。これらの切片を用いて、H-E 染色、von Kossa 染



色、アルカリホスファターゼ（ALP）、酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）、PCNA、オステオポ

ンチン、オステオカルシン免疫染色、骨形態計測ならびに透過型電子顕微鏡観察を行った。 

 

【結果と考察】  

アスコルビン酸充足群ラットと比較して、アスコルビン酸不足群ラットの脛骨骨幹端は著しく減少し

た骨梁を示した。これら骨梁の周囲には、ALP 陽性反応を示す骨芽細胞系細胞が厚い細胞層を

形成し、その中に多数の TRAP 陽性破骨細胞が認められた。ALP 陽性骨芽細胞系細胞は線維芽

細胞様の形態を呈しており、充足群の骨梁周囲の細胞よりも多くの PCNA陽性反応を示した。この

ような細胞はオステオポンチン・オステオカルシン陽性を示す骨基質とはほぼ接しておらず、骨表

面から離れて局在していた。また、細胞内部には拡張した粗面小胞体が多数認められ、細胞周囲

には羽毛状を呈する未熟なコラーゲン線維を含む有機性の不定形構造物が局在していた。 

骨基質合成・石灰化に着目して観察すると、アスコルビン酸充足群では一次骨梁の軟骨コア周

囲に多数の骨基質が添加されており、カルセインの二重ラベリングが認められるのに対し、アスコル

ビン酸不足群の軟骨コア周囲には骨基質はほとんど添加されておらず、カルセインの二重ラベリン

グはほとんど認められなかった。不足群の軟骨コアにわずかに添加された骨基質の微細構造を、

透過型電子顕微鏡を用いて観察すると、羽毛状で縞模様を示さない重合が未熟なコラーゲン線維

が認められた。一方、透過型電子顕微鏡および von Kossa 染色で観察すると、アスコルビン酸充足

群・不足群ともに骨幹端の類骨層に基質小胞や石灰化球が観察されたことから、アスコルビン酸が

不足した状態においても骨芽細胞は基質小胞性石灰化を行うと考えられた。さらに、同部位を電子

顕微鏡観察すると、充足群では石灰化球より伸びる針状の石灰化結晶塊がコラーゲン線維の長軸

方向に沿って伸長する像が観察された。また、これらの微細な石灰化結晶は、コラーゲン線維のス

ーパーへリックスの長さに一致して平行に局在しており、hole zone から微細結晶が石灰化結晶を

成長させてゆく像は認めることができなかった。一方、不足群の石灰化球より伸びる針状の石灰化

結晶塊は、微細な線維状のコラーゲン線維に沿って伸長・配列していた。 

以上のことより、アスコルビン酸不足は骨芽細胞による成熟型コラーゲン線維の合成を抑制し、さ

らに骨芽細胞と骨基質との接着機構にも影響を及ぼすことが推測された。一方で、骨芽細胞による

基質小胞形成には大きな影響を及ぼさないこと、また幼弱なコラーゲン線維でも石灰化の足場とし

て機能する可能性が強く示唆された。 

現在、コラーゲン性石灰化の機序として知られている hole zone theory では、コラーゲン線維の

hole zone に局在するデコリンやバイグリカンなどのプロテオグリカンが除去されることで、これらの間

隙にリン酸カルシウム結晶の核形成が生じ、石灰化が開始するとされている。アスコルビン酸不足

群のラットでは、hole zone を有さない未熟なコラーゲン線維しか形成されないにも関わらず、このよ

うな未熟なコラーゲン線維を足場として石灰化が進行していたことから、hole zone theory の意義を

再検討する必要があると考えられた。 

 

【結語】 

アスコルビン酸不足は、成熟型のコラーゲン線維の合成は抑制するものの、骨芽細胞による基質

小胞形成には大きな影響を及ぼさないこと、さらに微細なコラーゲン線維であっても石灰化の足場

として機能する可能性が強く示唆された。 


