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研究成果の概要（和文）：われわれはアロキサンを投与しインスリン産生不能の高血糖状態キンギョモデルを作成し、
そのウロコを骨モデルとした評価システムにより、糖尿病での易骨折性の原因をウロコの骨代謝および骨基質の状態か
ら調べた。その結果、骨芽細胞および破骨細胞のマーカー酵素活性は正常群との差は見られず、高血糖状態は骨代謝に
大きな影響を与えない事を示した。一方、ウロコの骨基質では、非酵素的に高度糖化最終産物として分子量が単一コラ
ーゲン線維の3倍以上の過剰架橋形成コラーゲン線維が有意に増加していた。
以上から糖尿病での易骨折性は高血糖下での非酵素的過剰架橋形成コラーゲン線維による柔軟性喪失が原因と示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We investigated the cause of the increased fracture rate in diabetes patients 
through analyses of bone metabolism and the properties of bone matrix protein by using goldfish scales as 
a bone model of hyperglycemia that is induced by an alloxan injection. The results showed that the marker 
enzyme activities in the scale osteoblasts and osteoclasts did not significantly differ between 
hyperglycemic and euglycemic goldfish. This suggests that hyperglycemia has minimal effect on bone 
metabolism. Moreover, we found that the formation of non-enzymatic cross-linked collagen, which has more 
than 3 times the molecular weight of a single fiber, was significantly increased in the scale-bone matrix 
of the hyperglycemic goldfish.
Our results suggest that the increased fracture rate in diabetes patients is mostly due to the loss of 
flexibility of the collagen fibers, which is mediated by the excessive formation of non-enzymatic 
cross-linked collagen in the bone matrix.

研究分野： 病態検査学
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１．研究開始当初の背景 
２型糖尿病では骨折の増加が報告されてい
るものの、その原因は未だ不明である。高血
糖に対する骨代謝応答のメカニズムは、ほと
んどが骨芽細胞株の単独細胞培養系による 
in vitro 実験であった。しかし、生体内の骨
組織に対するその作用を正確に評価するた
めには、骨芽細胞の株細胞のような単純な系
ではなく、骨芽細胞と破骨細胞（骨を壊し骨
塩を吸収する細胞）および骨基質（コラーゲ
ン等のたんぱく質）が共存する評価システム
での研究が必須である。なぜなら、実際の骨
組織は、骨芽細胞の他に破骨細胞、骨基質が
共存している。そして、破骨細胞の成熟・活
性化にはその細胞膜上の受容体  Receptor 
Activator of NF-κB（RANK）への骨芽細胞
が発現するリガンド Receptor Activator of 
NF-κB Ligand (RANKL)の結合が必須だか
らである。つまり、これまでの良いモデルシ
ステムの欠如が２型糖尿病骨代謝の研究進
展を遅らせてきたのである。 
これまでに申請者らは、破骨細胞と骨芽細
胞がウロコ上に共存する魚類のウロコが、添
加的石灰化と直接骨化によって形成される
膜性骨であることに注目し、ウロコを用いて
破骨及び骨芽細胞活性を評価するアッセイ
系を世界に先駆け開発した。この系では単独
細胞株ではわからない骨組織の細胞間相互
作用を、ウロコ表面で評価できる。そして、
この系を用いて骨代謝に関与するホルモン
が哺乳類と同様に作用することを確認して
いる。 
２．研究の目的 
(1）アロキサンの腹腔内投与により作製した

高血糖キンギョの血糖値、インスリン分
泌能および膵臓の形態学的な解析から、
インスリン分泌が低下した糖尿病状態
を確認する。 

(2）魚類インスリン抗体を用いて、膵ラ氏島
でのインスリン産生低下状況を確認す
る。 

(3）高血糖状態キンギョの再生ウロコの骨形
成および骨吸収マーカー酵素活性を調
べ、違いがあれば遺伝子発現も解析し、
高血糖における骨代謝の解明を目指す。 

(4）糖尿病状態キンギョの再生ウロコのコラ
ーゲン糖化率と血糖値の関係を明らか
にする。 

(5）糖尿病状態キンギョの運動量と再生ウロ
コの骨代謝の改善や再生ウロコのコラ
ーゲン糖化防止の関連を明らかにする。 

３．研究の方法 
(1) 腹腔内へアロキサンを投与し、高血糖キ

ンギョモデル作製した。 
(2)インスリン抗体により膵（ブロックマン

ボディー）ラ氏島β細胞切片を免疫染色
した。 

(3) 免疫染色からアロキサン投与量と膵（ブ
ロックマンボディー）ラ氏島β細胞におけ
るインスリン産生量の関係を確認し、最適

投与量を決定した。 
(4) 30日間高血糖状態にしたキンギョの再生

ウロコの骨芽細胞および破骨細胞のマー
カー酵素活性を測定し、正常血糖キンギョ
群と比較からの骨代謝測定への高血糖の
影響を検討した。 

(5) 骨基質タンパクの代表であるI型コラー
ゲンの糖化を SDS-PAGE を用いた分子量変
化から検討した。 

４．研究成果 
(1) キンギョの腹腔内へアロキサンを

500mg/kg-体重投与するとほとんど全ての
膵島で著しくインスリン産生が著名に低
下することを確認した。 

(2) 30日間高血糖状態にしたキンギョの再生
ウロコの骨芽細胞および破骨細胞のマー
カー酵素活性値は正常群との間に有意差
は見られず、高血糖は骨代謝に有意の差を
与えない事が示唆された。 

(3) 高血糖状態キンギョの骨基質I型コラー
ゲンへの非酵素的糖化はわずか 21 日間で
コラーゲンアルファー鎖の分子量増加が
確認され、コラーゲンへの糖化が増加する
傾向が見られた。 

(4) in vitro 実験での I型コラーゲンへのグ
リセルアルデヒド（高血糖で見られるグル
コースの代謝産物）添加では顕著なコラー
ゲン繊維間の非酵素的架橋形成産物の増
加を確認した。 

以上から、糖尿病での骨折は高血糖による骨
代謝そのものより、骨基質コラーゲンの変性
による骨質の変化（コラーゲン線維間の架橋
増加による柔軟性低下）が寄与していること
が示唆された。 
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