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緒緒  言言  

 
骨は常に新しく生まれ変わるダイナミックな臓器である。骨は生涯を通じて幾度も造り替えられ、成人の場合

は常に全骨格の 3～5％が活発にリモデリングされており、約 5 年で新しい骨に置き換わると考えられている［1］。
一方、何らかの理由で骨のリモデリングが破綻すると、骨粗鬆症などの骨が壊れる病気が生じる。日本全体で

1,200 万人以上（先進国全体では 6,000 万人以上）の患者が存在するとされている骨粗鬆症は、高齢化が進む    
我が国の大きな社会問題であり、骨リモデリングのメカニズムの理解が強く求められている。 
骨のリモデリングは、破骨細胞が酸や酵素を放出し、“古い”骨を溶かすことから開始される。その後、骨芽細

胞は溶かされた領域に新しい骨を形成し、自ら産生した骨基質に埋まって骨細胞へと分化して、骨リモデリング

のサイクルが進行する。しかし、そもそも破骨細胞が溶かすべき「古い骨」とはどんな構造なのか、骨リモデリ

ングのファーストステップの詳細が未だ謎に包まれている。そこで本研究では、破骨細胞が溶かすべき骨の組成

的・構造的起源を結晶工学的な観点から明らかにする手法論を開拓することを目指した。実は骨基質の主成分で

あるハイドロキシアパタイト（リン酸カルシウム）は、多様な結晶構造を示す物質であり、溶けやすさ（溶解度）

や硬さ（機械的強度）に大きな幅がある。また、骨はこれらリン酸カルシウムとコラーゲンから成る複合組織で

もあり、コラーゲンも骨の溶解性などに影響を与える主成分の一つである。よって、“古い”骨の起源を解明する

には、これらリン酸カルシウムとコラーゲンの組成・構造を詳細に分析・制御する技術が必要である。 
そこで本研究では、本仮説の検証に向けて、破骨細胞が溶かすべき「古い骨」の構造を結晶成長学的見地な     

観点から解明するための新しい分析・制御アプローチの開拓に取り組んだ。具体的には、酸溶液中での骨の組成

や構造をラマン分光や原子間力顕微鏡（AFM）などを用いて系統的に調べるための分析プロトコルを構築した。

またこれまで研究代表者の吉川らは、高強度パルスレーザーの物理刺激（熱・応力など）により分子間引力を     
制御することで、従来法では得られない特異な構造・形状・サイズの結晶を得る手法論の開発に成功してきた   
［2～4］。本研究ではこの独自のレーザー結晶化制御技術も基盤とし、骨の組成や構造を空間手選択的に制御す

るための新しいレーザー技術の検証にも取り組んだ。 
 

方方  法法 
 
1．．実実験験試試料料 
本研究では、共同研究パートナーである大阪大学医学系研究科生命機能研究科免疫細胞生物学教室の石井研究

室で採取されたマウス由来の頭頂骨および長管骨（大腿骨、脛骨）を使用した。本研究で用いた頭頂骨は、薄く

光透過性が高いことから、石井研究室ではマウスが生きた状態での破骨細胞や骨芽細胞のイメージングの対象と

して用いている［5，6］。また、海綿骨は長管骨の内腔部分に存在するため、マウスから採取した大腿骨・脛骨を      
メスで割り、内部を繰り出すようにして海綿骨の採取を行った。すべての動物実験は、大阪大学動物実験委員会

のガイドラインに従って実施した。 
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22．．ララママンン分分光光・・AAFFMM にによよるる骨骨のの組組成成・・構構造造のの分分析析  
ラマン分光分析は、様々な測定試料に対して非接触かつ非破壊で測定を行うことができる組成分析に効果的な

手法である。しかし、骨などの蛍光を発する生体物質の測定では、ラマン散乱光の信号が埋もれ、正確な分析の

支障となることがしばしば起こる。そのため本研究では、主に蛍光を軽減するために長波長（785 nm）の励起  
レーザーを用いて測定を行った。本研究では特に、無機結晶成分のピークが強く検出される波数帯           
（400～1,100 cm－１）および有機成分に起因するバンドを多く含む波数帯（1,100～1,800 cm－１）について中心

に解析を行った。 
また本研究では、倒立型光学顕微鏡に搭載可能な AFM（NanoWizard3、JPK）を用いて、骨表面の形状を      

ナノレベルで計測した。カンチレバーは MikroMasch 社の CSC37/NO AL type B を用いて、主にコンタクト   
モードを用いて表面形状の計測を行った。AFM で取得した表面形状像は専用ソフトウェア（JPK DP、JPK 
Instruments）を用いて分析した。 
  
33．．光光学学顕顕微微鏡鏡にによよるる骨骨のの観観察察おおよよびびレレーーザザーー照照射射  
骨試料は、主に倒立型の多光子励起顕微鏡（A1MP＋、Nikon）を用いて観察した。本顕微鏡には、モード       

ロックフェムト秒チタンサファイアレーザー（Chameleon Vision Ⅱ、Coherent；繰返し周波数 70 MHz、最大

出力～3 W、パルス時間幅～100 fs）が組み込まれており、多光子励起による蛍光や第二高調波（SHG）により

骨試料をイメージングすることができる。また同レーザーは、イメージング時よりも出力を上げることで、骨組

織を改変するためにも用いた（波長：840 nm）。レーザーは主に水浸用の20倍対物レンズ（NA＝0.95、Apochromat 
LWD Lambda S、Nikon）を用いて集光した。画像取得とレーザー照射は専用ソフトウェア NIS-Elements（Nikon）
を用いた。またより高パルスエネルギーのレーザー照射の影響を評価する際には、再生増幅したフェムト秒     
レーザーシステム（Legend Elite、Coherent；波長 800 nm、繰返し周波数 1 kHz、最大出力～5 W、パルス時

間幅～100 fs）を光源として用いた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ララママンン分分光光・・AAFFMM にによよるる骨骨のの組組成成・・構構造造のの分分析析ププロロトトココルルのの構構築築  
図 1 と表 1 に本研究で取得した代表的な骨のラマンスペクトルと特徴的な主なピークの帰属を示す。まず本 

スペクトルで特徴的なのは、骨の基質成分であるハイドロキシアパタイト中 PO４由来の 960 cm－１付近に見られ

るピークである。本ピークの鋭敏さは、Hap の結晶性や欠陥などの構造情報を含むことが知られており、一般に

ピークの半値全幅（FWHM）が小さいほど結晶性が高いことを示している［7］。また主に高波数側では有機物の

成分に由来するピーク群が存在する。例えば、1,250 cm－１付近のブロードなピークは、コラーゲン二次構造中の

αヘリックス（1,236 cm－１）およびランダムコイル（1,270 cm－１）に起因する．また、1,446 cm－１は CH２の変

角振動に起因し、一般に有機物量の標示として使用することができる。また後述するが、高波数側には光化学反

応による有機物の結合開裂や酸化などを反映するピークも存在する。詳細は公開前であるため割愛するが、本研

究では以上の様々なピークの位置、半値幅、面積比などの定量指標化するプロトコルを構築し（特に重要な      
ピークを表 1 中の赤点線で表示）、現在も骨の種類や場所、マウスの月齢・疾病などに対して骨の組成・構造がど

のように変化するかを系統的に調べている。 
また本研究では、酸性溶液への暴露に対する骨の構造変化を AFM によりナノメートルスケールで評価する  

分析プロトコルを構築することにも成功した。具体的には、骨の表面を AFM 計測することで、ナノメートル    
スケールの繊維構造を検出することができることを見出した（data not shown）。また興味深いことに、本骨試料

を酸性溶液に浸漬したところ、より細く、均一な太さの繊維状構造が明確に検出された。ここで骨の主要な構造

は、コラーゲン繊維の周りにハイドロキシアパタイトのナノ結晶が付着した複合体であることが知られている。

よって我々の AFM 計測で見出された骨の構造変化は、ハイドロキシアパタイトのナノ結晶が酸性溶液中で溶解
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し、残されたコラーゲン繊維が露出したことが要因だと考えられる。本研究では、この酸性溶液中のナノメート

ルスケールの骨の構造変化に着目し、後述するレーザー照射が骨に与える影響を評価するためにも用いた。 
 

 

図 1．本研究で得られた代表的な骨のラマンスペクトル 
アパタイトなどの無機成分やタンパク質などの有機成分由来のピークが検出されている

（詳細は表 1 参照）。 

 
表 1．代表的なラマンピークの帰属のまとめ 

図 1 で得られたラマンスペクトルピークで帰属し

たものをまとめている。その中でも特に本研究に

て骨の構造・組成評価で重要視したものを赤点線

でマークした。 
  
22．．レレーーザザーー照照射射がが骨骨のの組組成成・・構構造造にに与与ええるる影影響響のの評評価価  
本項ではフェムト秒レーザー照射が骨の組成・構造制御に与える影響を調べた結果について述べる。フェムト

秒レーザーは、多光子励起により生体内深部からの光学シグナルを取得することが可能であり、共同研究パート

ナーである大阪大学石井研究室では、生体骨中での骨芽細胞や破骨細胞のライブイメージングの光源として広く

用いている。一方、フェムト秒レーザーは、ヒトの角膜矯正手術（LASIK）にも用いられているように、生体      
組織の精密な 3 次元加工特性も有している。研究代表者らはこのフェムト秒レーザーの加工特性を駆使して、   
結晶化を時空間制御する技術群の開発にも成功してきた［2～4］。この背景から筆者らは、フェムト秒レーザーの
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分析・加工特性を活用することで、生体骨の組成・構造制御とライブイメージングが同時に行えるユニークな    
実験システムを構築できるのではないかとの考えに至った。そこで本項では、その第一歩として、様々な条件で

フェムト秒レーザーを照射した骨の組成・構造の分析や、酸溶解性挙動を調べた。 
まず我々は高パルスエネルギーのフェムト秒レーザー骨表面に集光照射したところ、照射領域に黒いコントラ

ストの領域が形成した（data not shown）。これはレーザーアブレーションにより骨表面が損傷し、エッチングさ

れたことを示している。ここで興味深いことに、このレーザー照射した骨を酸性溶液に浸漬したところ、レーザ

ー照射領域の黒いコントラストがより明確になった。このようなコントラストの変化を光学顕微計測により詳細

に調べたところ、骨表面のエッチングが進行・拡大したことが明らかとなった。つまり本結果は、レーザー照射

により骨の酸溶解性が増加したことを示している。またこのような骨の溶解性の促進現象は、骨表面のエッチン

グが生じないようなより低エネルギーのフェムト秒レーザーパルス照射でも起こることがわかった。 
そこでこのような骨の溶解性促進現象をより詳細に調べるために、レーザー照射した領域を AFM、SHG イメ

ージング、およびラマン分光を用いて分析した（data not shown）。まず AFM では、レーザー照射とレーザー 
未照射領域の界面において、繊維状の構造が明瞭に切断されていることがわかった。また通常の骨において検出

されるコラーゲン由来の SHG シグナルが、レーザー照射領域では大きく減少していることがわかった。以上の

結果は、骨の主成分の一つであるコラーゲンが、レーザー照射により損傷したことを示唆している。そこでラマ

ン分光によりコラーゲンなどの有機物由来のピークを重点的に調べたところ、レーザー照射領域において有機物

の光反応生成物（1,601 cm－１）のシグナルが増大することがわかった。この 1,601 cm－１のシグナルは、タンパ

ク質を構成するチロシンとフェニルアラニンの環振動に由来し、コラーゲン中のアミノ酸残基（特にチロシン、

ヒスチジン、フェニルアラニン、メチオニン）が光酸化されたときに生成する光生成物によるものと考えられる。

また他にもコラーゲンの加水分解を示唆するシグナルの上昇も認められた。これらの結果は、レーザー照射によ

りコラーゲンが酸化や結合切断したことを示している。 
以上の結果から、フェムト秒レーザーを用いることでコラーゲンに空間選択的に損傷を与えることが可能であ

り、酸に対する骨の溶解性を高めることができることが明らかとなった。本レーザー損傷手法をライブイメージ

ングと組み合わせることで、酸溶解性の異なる領域を破骨細胞がどのように認識するのかを調べることが可能に

なる。現在この考えに基づき、さらなる技術開発とイメージング研究を進めており、今後その成果を紹介するこ

とができれば幸いである。 
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