
学 位 論 文  

 

アディポネクチンの欠損では骨代謝の低下により下顎骨骨

密度は増加する 

 

小林 明人 

 

大学院歯学独立研究科 硬組織疾患制御再建学講座 

（主指導教員：篠原 淳 教授） 

 

 

松本歯科大学大学院歯学独立研究科博士（歯学）学位申請論文 

 

Adiponectin knockout increases mandibular bone mineral 

density due to reduced bone metabolism 

 

Akito Kobayashi 

 

Department of Hard Tissue Research, Graduate School of Oral Medicine 

（Chief Academic Advisor : Professor Atsushi Shinohara） 

 

The thesis submitted to the Graduate School of Oral Medicine, 

Matsumoto Dental University, for the degree Ph.D. (in Dentistry) 

 

 

 

 

 



要旨 

目的：アデｨポネクチンは脂肪から分泌されて血中に存在するホルモンである

が, その多寡と作用時間が下顎骨に及ぼす影響は不明である.そこで,本研究で

は持続的なアデｨポネクチンの欠如が下顎骨に及ぼす影響を調べた． 

方法：10,40 週齢の雄マウスのワイルドタイプ（WT）・アデｨポネクチンノッ

クアウト（KO）を各々5 匹用い,テトラサイクリンとカルセインによる骨二重標

識を行った. DXA により下顎骨体部骨密度を，pQCT を用いて第一・二臼歯間断

面の海綿骨と下顎下縁皮質骨の骨密度を測定した．40週齡では，pQCT測定部の

非脱灰薄切切片を作成し，海綿骨部と皮質骨部の骨形態計測を行った．統計解

析は骨密度では二元配置分散分析を行い，多重比較には Bone ferroni 解析を用

い，さらに各週齢の群間差の解析は unpaired ｔ検定を用いた．骨形態計測の結

果は F検定の後に unpaired t 検定または Mann-Whitney’s U 検定を行った． 

結果：下顎臼歯骨体部骨密度,下顎第一・二臼歯間の海綿骨と皮質骨の骨密度は

40週齢の KO群で有意に高かった. しかし,下顎骨面積では群間差を認めなかっ

た。蛍光顕微鏡所見では,骨新生部である二重標識部は海綿骨，皮質骨ともに

KO 群では明らかに少なかった． 

海綿骨の骨形態計測では骨量に群間差を認めなかったが，類骨量，骨芽細胞数,

骨芽細胞面,補正石灰化速度,骨形成速度,骨吸収速度は KO 群で有意に低かった.

しかし，破骨細胞数,骨吸収面には群間差を認めなった. 

皮質骨の骨形態計測では,骨量は KO 群で有意に多かった．皮質骨の骨内膜面部

では骨芽細胞数，二重標識幅，補正石灰化速度,骨形成速度,骨吸収速度が KO

群で有意に低かった. また，破骨細胞数は KO 群で有意に多かったが骨吸収面で

は群間差を認めなかった. 

考察：KO 群での海綿骨骨密度の増加は，骨芽細胞数と骨形成速度の低下，骨吸

収速度の低下を認めたことから，骨新生の低下と低骨代謝回転型の発現によっ

て，石灰化が進行した成熟骨の割合が増加したためと考える. 

KO 群での皮質骨骨密度増加の理由は，時間の経過に伴う骨形成速度の低下に由

来した低骨代謝回転型の発現によって増加した骨量を保ちつつ，以前からある

骨の石灰化が進行した結果，成熟骨の割合が増加したためと考える. 

 

 

 

 

 

 



緒言 

骨粗鬆症を代表とする骨関連疾患の臨床では骨密度と骨代謝のコントロール

が重要であり，近年では骨密度の維持あるいは増加を目的に PTH 薬，女性ホル

モン薬，ビスフォスフォネート，デノスマブなどが用いられている．しかし，

どの薬剤にも欠点があるため患者の状態，疾患の状態，副作用を考慮して使い

分ける必要がある．そこで，多くの方法で骨密度や骨代謝のコントロールが可

能になれば，治療の選択肢が増え，より効果的な治療が可能となる．さらに，

骨関連疾患の治療に生体由来の因子を利用することで，より生理的かつ安全な

治療が期待できる．アデｨポネクチンは脂肪から多量に分泌されて血中に多く

存在するホルモンで，動脈硬化，心肥大，糖尿病，および炎症の抑制作用があ

る．アデｨポネクチンの骨密度に及ぼす影響も報告されてきたが，骨密度は増加 

1)，低下 2－4),作用しない 5－7)の報告があり明確な結論が得られていない．骨芽細

胞 6,8）と前破骨細胞 6）ではアデｨポネクチンのレセプターが存在しており，骨芽

細胞では自己分泌作用と傍分泌作用の経路によって骨形成促進作用 6）を示し，

前破骨細胞では破骨細胞への分化抑制 9）による骨吸収抑制作用を示す．内分泌

作用の経路では BMP 信号に関与した骨形成抑制作用とインスリン／IGF－１感

受性増加による間接的骨形成促進作用を示す 6）．一方，中枢経路による骨量増

加 10），骨芽細胞形成促進 11），および破骨細胞抑制作用 11）の報告もある．また，

アデｨポネクチンの増減による骨表現型の発現様式では，その作用時間が関与し

ている可能性がある 6,10－13)．さらにカフェインの骨への影響は長管骨と下顎骨

で異なるとの報告 14)があることから，部位のよる骨代謝の違いが影響している

可能性もある．すなわち，アデｨポネクチンが骨密度や骨量に及ぼす影響は骨形

成経路と骨吸収経路，作用時間，部位が複雑に絡んで決まると考えられる． 

顎骨においても骨密度や骨代謝のコントロールが可能になれば顎骨骨折の治

療，デンタルインプラントの治療，歯周炎による歯の喪失の防止，歯の喪失後

の顎堤萎縮防止に役立つ．したがって，アデｨポネクチンの増減とその作用時間

が顎骨の表現型に及ぼす影響は検討に値する．しかし，アデｨポネクチンが顎骨

に及ぼす影響の検討はほとんどなく，下顎骨の化骨延長部へのアデｨポネクチン

の間歇投与が化骨部の骨密度，骨量，骨量幅の増加に働くとの報告 15)と，アデ

ィポネクチンノックアウトマウスの上顎歯槽骨の吸収量はワイルドタイプと差

がないとの報告 16）があるものの，持続的な内因性アデｨポネクチンの欠如が下

顎骨に及ぼす影響は不明である． 

そこで，我々は週齢の異なるアディポネクチンノックアウトマウスを用いて

持続的な内因性アデｨポネクチンの欠如が下顎骨，およびその海綿骨と皮質骨に

及ぼす影響を骨密度測定と骨形態計測によって検討した． 



実験材料及び方法 

 

動物 

10 週齡，40 週齢の雄 C57/BL6 マウスのアディポネクチンノックアウト（KO） 

17）とワイルドタイプ（WT）各群 5匹を用いた.マウスは SPF（specific pathogen 

free）環境下で飼育した(各群の 5 匹は 1ケージに２匹と３匹で飼育.水:滅菌水

道水．照明:8:00 点灯，12:00 消灯．室温:23±１℃．湿度:50±15％．換気:26

回/時．飼育ケージ:オートクレーブ滅菌)．マウスにはテトラサイクリン（TC），

カルセイン（CL）による骨二重標識（01TC：0.02mg/g 皮下注射-02-01CL:0.01mg/g  

皮下注射:-01）を行い，体重測定後に安楽死させた．左側下顎骨を摘出し，骨

重量を測定した後に 70%EtOH で固定した．尚、本研究は名古屋大学動物実験委

員会の承認（動物実験許可番号 27278）を受け，名古屋大学動物実験規定に従っ

て行われた。 

 

 

骨密度測定 

下顎骨臼歯骨体部の総骨密度測定は DXA（Hologic Discovery; Hologic Japan, 

Inc. Tokyo, Japan）を用いて小動物モードにより測定した（図 1A）．下顎第一・

二臼歯間の骨断面の海綿骨骨密度，皮質骨骨密度は pQCT（XCT Research SA+ ；

Orthometrix, Inc. Naples ,FL,USA）により測定した（図 1B）． 

 

骨形態計測（40 週齢） 

40 週齢のマウス左側下顎骨は 5 日間 Villanueva bone stain に浸漬し，エタ

ノールで脱水後，未脱灰で methyl-methacrylate (Wako Pure Chemical Co.Osaka, 

Japan)に包埋した．pQCT の測定部である第一・二臼歯間ではマイクロトーム

(RM2255; Leica Microsystems K.K.Tokyo, Japan)を用いて切片を切り出し，厚

さ 5μmの非脱灰薄切切片を作成した．  

海綿骨の測定パラメーターは骨量（BV/TV：%），類骨量（OV/TV：%）,骨梁幅 

（Tb.Th：μm），骨芽細胞面（Ob.S/BS：％），吸収面（ES/BS：％），破骨細胞数

（N.Oc/TV：N/mm²）,骨芽細胞数（N.Ob/TV：N/mm²），補正石灰化速度（Aj.Ar ：

µm/day）, 類骨成熟時間（Omt：day）， 骨石灰化遅延時間（Mｌt：day）,骨形

成速度( BFR/BS：mm³/mm²/year),骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²/year)および骨形

成速度( BFR/BS：mm²/mm²/year)と骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²/year)の比とし

た．  

皮質骨のパラメーターは面積（BV：μm²）と二重標識幅(L.Th：μm)とし，骨

内膜面と骨膜面の測定パラメーターは類骨面（OS/BS：%）,骨芽細胞面



（Ob.S/OS：％），吸収面（ES/BS：％），破骨細胞面（OcS./BS：%），骨芽細胞数

（N.Ob/OS：N/mm²），破骨細胞数（N.Oc/BS：N/mm²）,補正石灰化速度（Aj.Ar：

µm/day）,骨形成速度( BFR/BS：mm²/mm²/year),骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²/year)，

骨形成速度( BFR/BS：mm²/mm²/year)と骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²/year)の比

とした．パラメーターの測定と用語は日本骨形態計測学会の指針に従った 18）. 

 

 

統計解析 

骨重量と骨密度では二元配置分散分析を行い，多重比較には Bone ferroni 

/Dunn 解析を用い，さらに各週齢の群間差の解析は unpairedｔ検定を用いた．

骨形態計測の結果は，F 検定の後に unpaired t 検定または Mann-Whitney’s U

検定を行った．（State View 5.0 Japanese version; HULINKS Inc. Tokyo, Japan). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



結果 

体重 

40 週齢では KO 群，WT 群ともに 10 週齡より有意に重かったが群間差は認め

なかった． 

 

骨重量 

40 週齢の KO 群は WT 群に比べ有意に重かった（図 2）． 

 

骨密度 

下顎骨面積には群間差は認めず，40週齢の下顎臼歯骨体部骨密度，下顎第一，

二臼歯間の海綿骨骨密度と皮質骨骨密度は KO 群が WT 群に比べ有意に高かった

(図 3)． 

 

骨形態計測（40 週齢） 

１.海綿骨 

海綿骨骨量（BV/TV：％）は群間差を認めなかった(図 4 A). 蛍光顕微鏡所見

では，WT 群は骨新生部位である二重標識を確認できるが，KO 群では標識はほと

んど認めなかった(図 4 B)．類骨量（OV/TV：%），骨芽細胞数（N.Ob/TV：N/mm

²）,骨芽細胞面（Ob.S/BS:%）,補正石灰化速度（Aj.Ar:µm/day）,骨形成速度

( BFR/BS：mm³/mm²/year),骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²/year)は KO群が WT 群に

比べ有意に低かった．類骨成熟時間（Omt：day）は KO 群が WT 群に比べ有意に

長かった．骨形成速度(BFR/BS：mm³/mm²/year)と骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²

/year)の比には群間差は認めなかった(図 5 B,C,F,G,H,J,K,L)．  

 

２.皮質骨 

皮質骨骨量（BV：μm²）は KO 群が WT 群に比べ有意に大きかった(図 4 A)．蛍光

顕微鏡所見では，皮質骨骨内膜面において WT 群では骨新生部位である二重標識

を確認できるが，KO 群では標識はほとんど認めなかった(図 4 B)．皮質骨の骨

内膜面部では骨芽細胞数（N.Ob/OS：N/mm²），二重標識幅(L.Th：μm)，補正石

灰化速度（Aj.Ar：µm/day）,骨形成速度( BFR/BS：mm³/mm²/year),骨吸収速度

(BRs.R：mm²/mm²/year) が KO 群では WT 群に比べ有意に低かった．破骨細胞数

（N.Oc/BS：N/mm²）は KO 群が WT 群に比べ有意に多かった．骨形成速度( BFR/BS：

mm³/mm²/year)と骨吸収速度(BRs.R：mm²/mm²/year)の比に群間差は認めなかっ

た(図 6 B,D,F,H,I,J,K)． 

皮質骨の骨膜面部では骨形態計測のどのパラメーターも KO 群と WT 群間で有

意差を認めなかった． 



考察 

内因性アデｨポネクチンの欠如が骨密度や骨量へ及ぼす影響とその背景は，

10 週齢前後のアデｨポネクチン KO マウスで調べられてきた．その結果，KO マウ

スでは RANKL の減少と OPG の増加によって破骨細胞が抑制されて大腿骨の骨密

度は増加するとの報告 19），KO マウスの卵巣摘出群の大腿骨では ALP 活性，

RUNX2，Osterix，および破骨細胞数の増加により間葉系細胞の骨化がもたらさ

れて骨密度の低下が抑制されるとの報告 20），KOマウスへの骨移植では，破骨前

駆細胞での APPL1 の抑制が AKT1/PKa を抑制することで細胞核の NFAT の抑制が

解除されて破骨細胞の分化が促進され破骨細胞数が増加することによって海綿

骨量と皮質骨量が減少するとの報告がある 9）．また，骨芽細胞のアディポネク

チンレセプター2受容体を抑制した研究では BMP2 と osteocalcin の発現量はア

ディポネクチンレセプター2 受容体の発現量と相関関係を有して低下したが， 

Type1 コラーゲンの発現量との間には有意差を示さなかったことからアディポ

ネクチンの欠損は骨芽細胞の分化と骨形成の抑制に作用する 21）と報告している． 

以上の研究結果から，アディポネクチンの欠損が骨形成系と骨吸収系に及ぼす

影響は，間葉系細胞の骨化促進，骨芽細胞活性の抑制，破骨細胞活性の抑制，

破骨細胞数の増加であり，これらのバランスが骨密度と骨形態計測の結果に反

映されると考えられる．また，KO マウスにおける骨梁と齢の関係では，8 週齢

の脛骨海綿骨の骨梁数と量は WTマウスとの差を認めないが 6，12），14と 22 週齢

の骨梁数と量は KO マウスで増加し 12），石灰化は減少する 11）との結果もあるこ

とから時間的要因が骨表現型に影響すると考えられる. 

本研究では下顎骨密度への影響は 10 週齢の KO 群では認めず，40 週齢の KO

群での骨密度の増加が明らかになった．さらに，40 週齢 KO 群での下顎骨密度

増加の背景を骨形態計測によって，海綿骨と皮質骨の各々で確認したところ，

海綿骨では骨芽細胞数の減少，類骨の成熟と石灰化の遅延，骨形成速度の低下

を認めた．これらの結果はアデｨポネクチン過剰発現マウスの海綿骨での骨形

態計測の結果とは逆で矛盾はなく 13），Ueno ら 21）が報告したアディポネクチン

レセプター2を介した BMP2 と osteocalcin の抑制による機序が時間の経過に伴

い優位に働いた可能性が高いと考えられる．さらに，下顎海綿骨では破骨細胞

数と骨吸収面には群間差はなく，アデｨポネクチン過剰発現マウスと同じ結果

であった．また，6-8 ヶ月齢の KO マウスの上顎歯槽骨の吸収量は WT マウスと

差がないとの報告がある 16）．すなわちアデｨポネクチンの増減は海綿骨の破骨

細胞と骨吸収面には影響しない．Mitsuiら 13）はインスリンを介する経路ではア

デｨポネクチンは破骨細胞数に影響しないことを明らかにしており，下顎海綿

骨ではこの経路も優位である可能性がある．また，骨形態計測で得られた骨量

には WT 群との有意差を認めなかった． 



以上から, 40 週齢の KO群での下顎海綿骨骨密度の増加は骨芽細胞の抑制に由

来する骨形成速度の低下がカップリング作用 22）により骨吸収速度の低下をもた

らして低代謝回転型となり，骨量全体の内で石灰化の進行した骨（成熟骨）の

割合が増加することによって発現したと考える（図 7）． 

下顎皮質骨では皮質骨内膜側で骨芽細胞数の減少，二重標識幅，石灰化速度，

および骨形成速度の低下を示した．これらの結果も下顎海綿骨と同様，Ueno ら
20）が報告した機序が優位に働いた可能性が考えられる．一方，下顎海綿骨とは

異なり Wang ら 20），Tu Q ら 9）の報告と同じく，破骨細胞数は KO 群で多かった．

しかし，骨吸収面では下顎海綿骨での結果と同じく差は認めず，骨形成速度低

下に起因すると考えられる骨吸収速度の低下を認めた．また，40 週齢の KO 群で

はWT群に比べて皮質骨密度と面積が増加していた.10週齢KO群の脛骨皮質骨で

は WT 群よりも補正石灰化速度が高かったことから（図 8），下顎皮質骨でも若齢

時に同じ状況が存在したのではと考えられる．そして，加齢に伴う骨形成速度

の低下によって低骨代謝回転型となり，骨量の増加を保ったまま，かつての新

生骨の石灰化が進行した結果，石灰化の進行した骨（成熟骨）の割合が増加し，

下顎皮質骨骨密度が増加したと考えられる（図７）． 

すなわち，40 週に及ぶアデｨポネクチンの欠損は下顎骨では海綿骨，皮質骨

ともに骨芽細胞数の減少と骨形成速度の低下による低骨代謝回転を来たし，カ

ップリング作用が働いて骨吸収速度の低下が発現することで骨化が進行して

徐々に骨密度が増加したと考える． 

 

 

結論 

マウス下顎骨での内因性のアデｨポネクチンの欠如は長期になると骨芽細胞

数と骨形成速度の低下を発現し，さらに骨形成速度に連動した骨吸収速度の低

下を引き起こして既存骨の骨化が進行することで石灰化の進んだ成熟骨の割合

が増加し，下顎骨密度の増加を示した． 
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図1. 骨密度の測定領域の設定 
 (A) 白枠（下顎下縁平面に垂直かつ第一臼歯近心面を通る垂線，最後方臼歯遠心面を通る垂線，下顎下縁平

面線とその平行線で筋突起を通る線で囲まれた領域）は二重エネルギーX線吸収骨密度測定装置（DXA)，小動
物測定モードで測定する下顎骨体部の測定領域を示す． 
点線（下顎平面に垂直かつ第一・二臼歯間を通る線）はpQCTによって測定される下顎骨の断面を示す． 
(B) pQCTによる海綿骨と皮質骨の骨密度測定領域の設定：①の領域は海綿骨の測定領域（0.2mm ×0.45mm）
を示す．②の領域に含まれる皮質骨部が皮質骨の測定領域． 

皮質骨部では舌側面を下面にして、この面との垂線かつ下顎下縁皮質骨内側面に接する線より下縁の皮質骨
部の領域を 
ｐQCTで測定した． 
海綿骨部では舌側面を下面にして、この面との垂線かつ切歯下縁の線（A)と、この面との垂線かつ切歯上縁の
線（B）を設定．次にAB間を3等分しC点を設定. 舌側面を下面にして、この面の垂線かつC点を通るラインを設定. 
このライン上での切歯舌側点と舌側皮質骨までの線分の中点を中心とした長さ0.2ｍｍの1辺を有しかつ歯冠方
向に長さ0.45ｍｍの長方形を設定．この長方形部領域をｑCTで測定した． 

図の説明 

図2.  下顎骨重量の結果 
 群と週齢の関係の二元配置分散分析では 群 * ，週齢 ** ，交互作用 ** に有意差を認めた．下顎骨重量はKO群 ， 
WT群ともに  40週齢では10週齢に比べ重かった**. また，交互作用は群の影響を受けていた．KO群と WT群間の
下顎骨重量の比較をさらに unpaired t検定で行った結果， 40週齢のKO群はWT 群に比べ有意に重かった **．一
方， 下顎骨面積では有意差を認めなかった.  
グラフ： 平均値 ± 標準偏差 (n=5). *： P<0.05, **： P<0.01. 

図3. 下顎骨骨体部（A），海綿骨（B)，皮質骨（C)の骨密度 
 下顎骨骨体部（A）の骨密度について群と月齢の関係を二元配置分散分析で解析したところ，月齢* ， 
交互作用*に有意差を認めた．40週齢のKO群の骨密度はWT群よりも有意に大きいことがunpaired t検定により 
明らかになった*． 
海綿骨（B)と皮質骨（C)の骨密度について群と月齢の関係を二元配置分散分析で検討したところ， 
群（海綿骨** ，皮質骨*）に有意差を認めた．海綿骨，皮質骨ともに40週齢のKO群の骨密度*がWT群よりも大きい
ことがunpaired t検定により明らかになった． *：P<0.05, **：P<0.01. 

図4. 海綿骨骨量と皮質骨骨量の結果と組織像 

(A) 骨形態計測での海綿骨骨量と皮質骨骨量の結果（40週齢）：皮質骨骨量は KO群で有意に多い． *：P<0.05.  

(B) 海綿骨と皮質骨の組織像（40週齢）：テトラサイクリン-カルセイン骨二重標識(01TC-02-01CL-01) を行った

海綿骨と皮質骨の光学顕微鏡像と蛍光顕微鏡像を示す．黒矢印は骨吸収面を，白矢印は標識された新生骨部
を示す．海綿骨と皮質骨ともにKO群では白矢印で示す新生骨部はほとんど見られない． 

図5.下顎海綿骨部の骨形態計測の結果（40週齢） 
  B 骨芽細胞面（Ob.S/BS ：%）， C 類骨量（OV/TV ：%），G 骨芽細胞数（N.Ob/TV ：N/mm²），H 補正石灰化速度（
Aj.Ar）， 
J 骨形成速度（BFR/BS），K 骨吸収速度（BRs.R）はKO群ではWT群に比べて有意に低い．一方，F 類骨成熟時間（
Omt）はKO群が 
WT群に比べ有意に長い． 
グラフ：平均値 ± 標準偏差 (n=5). *：P<0.05, **：P<0.01.  



図6.  下顎皮質骨の骨内膜面部の骨形態計測の結果（40週齢） 
 B 骨芽細胞数（N.Ob/OS），F 補正石灰化速度（Aj.Ar），H 二重標識幅（ L.Th），I 骨形成速度（BFR/BS）， 
   J 骨吸収速度（BRs.R）はKO群ではWT群に比べて有意に低い．  
 D 破骨細胞数（N.Oc/BS）はKO群ではWT群に比べて有意に多い．  
        グラフ：平均値 ± 標準偏差 (n=5). *：P<0.05, **：P<0.01.  

図7. 新生骨と成熟骨の割合の模式図 

海綿骨,皮質骨ともに成熟骨の割合が増加したことにより骨密度の増加をきたしたと考えられる． 

図8.  (補助データ) 脛骨近位部皮質骨：骨内膜面部の骨形態計測の結果 
 10週齢のKO群の補正石灰化速度（Aj.Ar）はWT群に比べ有意に高い値を示した.  
一方、40週齢では下顎骨の皮質骨骨内膜面部と同じくKO群がWT群に比べ有意に低くなっている． 
グラフ：平均値 ± 標準偏差(n=5).  **： P<0.01.  
  


