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研究成果の概要（和文）：副交感神経によるα7ニコチン性アセチルコリンレセプター(α7nAchR)を介した骨調
節機構の解明を行った。α7nAchRは、副交感神経系を介しマクロファージからのTNFαを抑制し、骨芽細胞での
OPG, RANKLを制御することで破骨細胞の活性を正に制御し骨量低下に導く調節系に関わること、また、ニコチン
はこの系を活性化することが示された。今回の解析により、副交感神経系による骨恒常性制御のメカニズムと、
喫煙による作用物質であるニコチンが骨に及ぼす作用機序を新たに明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The nicotinic receptor α7nAchR reportedly regulates vagal nerve targets in 
brain and cardiac tissues, and the parasympathetic nervous system; however, ite roles in bone 
metabolism were remained to be elucidated. Moreover, smoking is known as a risk of osteoporosis 
development, however, the mechanisms underlying have not been clarified. Our study revealed that α
7nAchR suppressed TNFαexpression in macrophages, decreased osteoprotegerin/RANKL ratio via the 
parasympathetic nervous system and upregulated osteoclastogenesis, resulting in loss of bone mass. 
Nicotine, the ligand of α7nAchR, activated the system. We now clarified a novel mechanism 
underlying controlling bone metabolism by the parasympathetic nervous system, and how nicotine, a 
main bioactive substance taken by smoking, affected bone.

研究分野： 整形外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 現在、本邦では人口の高齢化が急速に進ん
でおり、骨粗鬆症患者は 1300 万人と推測さ
れます。骨粗鬆症は脊椎椎体骨折や大腿骨頸
部骨折を引き起こします。これらの骨折は高
齢者の ADL 低下を招き、統計的には脳血管障
害に次ぐ「寝たきり」の大きな原因となって
います。また、これに伴う医療費の急増は社
会問題になっています。大腿骨頸部骨折に対
する年間医療・介護費用は 6000 億円で、2025
年には倍増すると予想され、医療経済の観点
からも骨粗鬆症対策は緊急の課題です。 
 生理的な骨代謝制御機構の解明は、創薬に
よる骨粗鬆症予防と密に関連し、上記課題の
解決につながる重要な研究テーマと考えま
す。骨代謝における骨局所の骨形成、骨吸収
に関する機序は明らかになってきましたが、
体系的な骨代謝調節機構は未解決です。その
中で、近年、神経系による骨代謝制御の可能
性が骨代謝におけるトピックの一つになっ
ています。竹田らは交感神経系がレプチンを
介して骨形成を阻害することを明らかにし
(Cell, 2002)、神経系と骨代謝の関連を初め
て報告しました。その後、神経伸長に必須な
Sema3A が感覚神経の骨への侵入を介し骨代
謝を制御する(Fukuda T. Nature, 2013)こと、
神経系サイトカインであるニューロメジン U, 
ニューロペプチドYなどが骨代謝に影響を与
えることが明らかになりました。 
 われわれはこれまでの研究で、副交感神経
系のシグナル伝達に関わるα7nAchR がヒト
成長軟骨細胞で発現していることを発見し、 
(1)ニコチンはα7nAchR を介して直接的に軟
骨細胞に作用し、増殖、分化を抑制すること
(in vitro)、(2)母体のニコチン摂取により
胎児の内軟骨性骨化が障害され、発生段階に
おける成長障害が生じること(in vivo/マウ
ス)を報告しました(Kawakita A, Sato K, et 
al. PLoS One, 2008)。さらに骨代謝系細胞
におけるα7nAchR の発現を確認し、α7nAchR
のノックアウトにより骨表現型が変化する
ことを世界に先駆けて発見しました。これら
の研究成果から副交感神経系によるα
7nAchR を介した生理的骨代謝制御機構の存
在を確信し、本研究を立案しました。副交感
神経系と骨代謝の関連についてはこれまで
一切報告がありません。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、神経系による生理的骨代

謝調節系の解明と喫煙(ニコチン)が骨代謝
に与える影響を明らかにすることです。 
 われわれは、これまでの骨軟骨代謝に関す
る研究から①副交感神経系に関係するα7 ニ
コチン性アセチルコリンレセプター(α
7nAchR)を介した生理的骨軟骨代謝制御機構
の存在と、②喫煙(ニコチン)がこの骨代謝制
御機構に影響を与えることを確信し、本研究
を立案しました。本研究では副交感神経系に
よるα7nAchR を介した生理的骨代謝制御機

構を明らかとし、さらに喫煙(ニコチン)がそ
の骨代謝制御機構に与える影響をこれまで
にない視点から明らかにすることを目指し
ました。 
 本研究でα7nAchR を介した副交感神経

系による生理的骨代謝制御機構を解明し、さ
らにこの機構を介する喫煙(ニコチン)の骨
代謝への影響、骨密度低下・骨強度低下の機
序を明らかにします。 
 これまでの研究で軟骨細胞はα7nAchR を
有すること、この受容体のリガンドの一つで
あるニコチンにより細胞増殖・分化が抑制さ
れること(in vitro)、妊娠マウスへのニコチ
ン投与により胎児の骨格形成が抑制され、α
7nAchR(-/-)マウスではこれがみられないこ
と(in vivo)を証明しました。また、α7nAchR
の生理的リガンドであるアセチルコリンも
ニコチン同様に軟骨細胞に直接作用するこ
とを見出しました。さらに、骨代謝系細胞に
おけるα7nAchR の発現を確認し、α7nAchR
のノックアウトにより骨表現型が変化する
ことを世界に先駆けて発見しました。これら
の結果からアセチルコリンとα7nAchR が生
理的骨代謝調節に関与することを確信しま
した。すなわち、副交感神経終末から放出さ
れたアセチルコリンが骨代謝調節を行って
いると考えました。 
同時に、副交感神経系による生理的骨調節系
を明らかにすることで、喫煙により取り込ま
れるα7nAchR の外因性リガンドであるニコ
チンが骨代謝に与える影響を明らかにする
ことができると考えています。 
 
３．研究の方法 
(平成 27 年度) 
本研究では、ニコチンが骨に及ぼす影響の作
用機序を明らかにし、体系的に解明すること
を目的とした。研究方法は、まず骨形成に対
するニコチンの影響をマウス大腿骨骨折モ
デル、異所性骨化モデルを作成し soft x-ray
にて評価し検討した。次に、骨質に対するニ
コチンの影響を検討するため、マウス大腿骨
にニコチンを添加し organ culture を行い、
骨質劣化マーカーとされる AGEs の一つであ
るpentosidine量を計測した。次に、α7nAchR
ノックアウト(α7KO)マウスの骨形態計測
(骨密度測定(DEXA 法)、骨形成速度測定
(calcein double labelling 法)、Toluidin 
Blue 染色、TRAP 陽性細胞(破骨細胞)数の測
定)を行った。 
(平成 28 年度) 
マウス大腿骨骨髄から誘導して得た破骨細
胞の培養を行い、ニコチン、アセチルコリン
(ともに 1μM)に対する破骨細胞の反応性を
細胞数、Realtime PCR により破骨細胞活性の
指標となる転写因子である Ctsk、Nfatc1 の
発現を検討した。また、破骨細胞を制御して
いるOPGをWTマウスとα7KOマウスで検討す
るため ELISA 法を用いてそれぞれの血清 OPG
を測定した。さらにこの OPG の値の変化が、



ニコチン投与、迷走神経切断、WT マウスとα
7KO マウス間での骨髄移植によりどのように
生じるかを検討した。 
(平成 29 年度) 
平成 28 年度までにノックアウトマウスの骨
髄、詳しくはマクロファージ系の細胞である
Mac1 陽性細胞では、TNFαが高値を示すこと
を FACS で確認した。血球系の中でもマクロ
ファージが神経系からの刺激を受け、TNFα
を介してOPGをコントロールしている可能性
を強く疑った。 
これを受けて、マクロファージから産生され
た TNFαは、骨内の骨芽細胞の OPG 産生を制
御している可能性を考え、骨芽細胞様細胞で
ある MC3T3cell に TNFαを加え培養する実験
系を進めた。さらに、マクロファージから産
生されるTNFαが破骨細胞調節系にCritical
であることを示すための実験も進めた。 
 
４．研究成果 
(平成 27 年度) 
骨形成に対するニコチンの影響は両群とも仮
骨形成を含む骨癒合形態、骨癒合期間におい
て両群間に差は見られなかった。α7KO マウ
スでの同様であった。骨質に対するニコチン
の影響の検討では、pentosidine 量はニコチ
ン を 添 加 す る こ と で 有 意 に 増 加 し た 
(p<0.05; p=0.02)。α7KO マウスの検討では、
WT マウスに比べ骨密度は、有意に高く
(p<0.001;p=5.6x10-6)、組織上の破骨細胞数
は有意に少なかった(p<0.05; p=0.035)。骨形
成速度、軟骨形成の組織学的検討では、両者
に差がなかった。 
 ニコチンの作用によりマウス骨組織に
AGEs の蓄積が有意にみられたことからニコ
チンが骨質を低下させるという新たな知見
が得られた。骨密度の検討からα7nAchR が骨
代謝に大きく関わることが明らかとなった。 

 

 
(平成 28 年度) 
 骨質に対するニコチンの影響の検討では、
pentosidine 量はニコチンを添加することで
有意に増加した。α7KO マウスの検討では、
WT マウスに比べ骨密度は、有意に高く、組織
上の破骨細胞数は有意に少なかった。血清
OPG 濃度の検討では、α7KO マウスは WT マウ
スに比べ有意に高かった。迷走神経切断では

有意に上昇し、ニコチンのマウスへの経口投
与により有意に低下した。α7KO マウスと WT
マウス間で骨髄移植を行うと血清OPG濃度は、
ドナーがα7KO であった場合に高値を示した。 
 ノックアウトマウスの表現型から予測さ
れる野生型マウスでの生理的なレセプター
を介した破骨細胞の調節系は、α7 レセプタ
ーを介したシグナルが迷走神経系を介し、ア
セチルコリンを放出され、血球系などを介さ
ず骨でのα7レセプターが関与し、最終的に
は、OPG が Downregulation されることで破骨
細胞活性を抑制すると考えた。血球系が関与
しないことを示すため、野生型、ノックアウ
トマウス型両者で入れ替える骨髄移植実験
を行った結果、ノックアウトマウス由来の骨
髄が移植された群で血漿 OPG が高かった。し
たがって、神経系は、血球系を介して、骨に
シグナルが伝達されるメカニズムがあると
予測した。また、血球系が直接 OPG をコント
ロールしていないことも分かった。 
 
(平成 29 年度) 
ノックアウトマウスの骨髄、詳しくはマクロ
ファージ系の細胞であるMac1陽性細胞では、
TNFαが高値を示すことがFACSでの検討で分
かった。したがって、血球系の中でもマクロ
ファージが神経系からの刺激を受け、TNFα
を介してOPGをコントロールしている可能性
が明らかになった。骨芽細胞様細胞である
MC3T3cell に TNFα を加え培養すると IL1β
などより鋭敏にOPGの産生が促進することが
分かった。その結果、マクロファージから産
生された TNFαは、骨内の骨芽細胞の OPG 産
生を制御していると考えられた。 
マクロファージから産生されるTNFαがこの
破骨細胞調節系に Critical であることを示
すために 2 つの方法で検討した。一つは、
TNFα の阻害剤であるエタネルセプトをマウ
スに投与する実験で、これをノックアウトマ
ウスに投与しますと予測通りOPGが有意に低
下することを確認した。また、α７ノックア
ウトマウスでは高い OPG 値を示したが、さら
にTNFαもノックアウトさせたダブルノック
アウトマウスでは、OPG が低下していること
を確認した。 

 

 
以下の 2つを結論として導いた。 



１．副交感神経系、マクロファージ上の
α7nAchRからのシグナル伝達によりTNFαを
調節する‘Anti-inflammatory pathway’を
介し、骨芽細胞からの OPG 産生を負に制御す
ることで破骨細胞活性を上げる経路がある 
２．ニコチンは、この系を刺激することで破
骨細胞活性を高める 

 

(平成 27-29 年度まとめ) 
α7 ニコチン性アセチルコリンレセプター
(α7 nicotinic acetylcholine receptor: 
α7nAchR)は、主に脳や心臓に発現し、副交
感神経系による機能調節に関連しているこ
とが報告されているが、骨代謝との関連に関
する報告は乏しい。そこで、副交感神経によ
る α7nAchR を介した骨調節機構の解明を試
みた。まず α7nAchR ノックアウト(以下 KO)
マウスの骨表現型が野生型マウスに比べ有
意な骨密度の増加と破骨細胞数の減少を示
すことを見出した。しかし、in vitro にて
α7nAchR のリガンドであるアセチルコリン
やニコチンを野生型、α7nAchR KO マウス由
来の破骨細胞分化系に添加しても、破骨細胞
分化には影響がなかったことから、α7nAchR
は間接的に破骨細胞形成を正に制御するこ
と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、 血 清
osteoprotegrin(OPG), RANKL を ELISA 法にて
検討したところ、α7nAchR KO は野生型に比
べ有意にOPG/RANKL比が高値を示すことが明
らかとなった。また、α7nAchR・OPG ダブル
ノックアウト(DKO)マウスでは、α7nAchR KO
における骨の表現型である骨量増加と破骨
細胞数減少が改善したことから、α7nAchR KO
の表現型はOPG高値に基づくものであること
が明らかになった。さらに、野生型マウスに
対し副交感神経切除を行ったところ、
α7nAchR KO と同様に血清 OPG/RANKL 比の増
加を示し、ニコチンを投与すると逆に血清
OPG/RANKL 比は減少した。脳組織をはじめ
α7nAchR が豊富に発現している臓器が
OPG/RANKL の制御を行っていることを確認す
るため、野生型、α7nAchR KO マウス間で骨
髄移植を行った結果、仮定に反し骨髄がその
制御を行っていることが明らかとなった。さ
らにFACSにてα7nAchR KOマウス由来のMac1
陽性マクロファージにおいて TNFαが野生型
に比べ高値であることがわかり、TNFα は骨
芽細胞様細胞であるMC3T3細胞を強く刺激し

OPG産生を促すことが in vitroにて示された。
また、α7nAchR KO・TNFαDKO マウスでは、
α7nAchR KO の骨表現型が改善されているこ
と、in vivo において TNFα 阻害剤であるエ
タネルセプトを投与するとα7nAchR KO マウ
スの血清OPG/RANKL比が野生型と同レベルに
低下するとの結果を得た。これらの結果から、
α7nAchR は、副交感神経系を介しマクロファ
ージからのTNFαを抑制し、骨芽細胞でのOPG, 
RANKL を制御することで破骨細胞の活性を正
に制御し骨量低下に導く調節系に関わるこ
と、また、ニコチンはこの系を活性化するこ
とが示された。今回の解析により、副交感神
経系による骨恒常性制御のメカニズムと、喫
煙による作用物質であるニコチンが骨に及
ぼす作用機序を新たに明らかにすることが
できた。 
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