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１．はじめに

　われわれ人類を始めとした脊椎動物は，体を支える「骨
組織」を有することにより，地球上の生物の中で最も進
化を遂げてきた．骨組織は，無機物であるリン酸カルシ
ウム Ca10(PO4)6(OH)2 と有機物である I 型コラーゲンを主
体とした骨基質，これを維持する細胞群，血管，神経か
ら構成され，全身を支える支持組織として機能するほか，
腎臓や小腸と協調してカルシウムやリン等のミネラル代
謝を調節する臓器としての役割を担っている．われわれ
は，光学顕微鏡や透過型電子顕微鏡，走査型電子顕微鏡，
共焦点レーザー顕微鏡等の構造解析装置を用いて，骨組
織における細胞組織学研究を推進している．一方，近年，
ライフサイエンス領域において，FIB-SEM を用いた 3次
元微細構造解析例が報告され始めており，本装置はわれ
われの研究遂行を強力にサポートするものと期待される．
そこで，骨組織，とくに「骨細胞・骨細管系」の 3次元

微細構造解析を目的として FIB-SEMの活用を試みている．
本稿では，本研究の背景と，現在の取り組みを紹介する．

２．骨組織の構造

　人体の骨格は 206 個の骨から構成されており，これら
の骨はそれぞれの機能に適した大きさ，形，特性を有し
ている．大腿骨や上腕骨のような細長い骨（長管骨）を
例に挙げると，これらは外側を硬い骨質（皮質骨）で囲
まれたチューブ状の構造をしており，その内部には骨髄
によって満たされる骨髄腔が存在する．骨の両端は骨端，
中央は骨幹と呼ばれ，骨端と骨幹の境をなす部位は骨幹
端と呼ばれる．骨端から骨幹端の骨髄腔内部には梁状の
海綿骨（骨梁）が伸びており，皮質骨とともに内外から
の力学負荷に耐えうる構造を示している（図 1）．
　このような骨基質の表面には骨形成を行う骨芽細胞と
骨吸収を行う破骨細胞が，骨基質内部には骨細胞が局在
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図 1　骨質の構造
緻密な骨基質（皮質骨）が表面を取り囲む一方，内部は網目状の海綿骨（骨梁）
とその隙間を満たす骨髄からなる．（筆者提供）

図 2　骨に存在する細胞
骨組織には，骨形成を行う骨芽細胞，骨吸収を行う破骨細
胞，骨基質に埋め込まれた骨細胞が存在する．（文献 [1] よ
り改変）

し（図 2），これらの細胞群が互いに影響を及ぼし合いな
がら，生涯にわたって骨吸収と骨形成を繰り返し，古い
骨を新しい骨へと置き換えている．
　骨基質表面に局在する骨芽細胞は I 型コラーゲン等の骨
基質タンパク合成と基質小胞を介した石灰化（組織にカ
ルシウム塩が沈着し，硬組織へと変化する現象）を誘導し，
骨形成を行う．一方，骨芽細胞は自ら産生した骨基質に
埋まり骨細胞へと分化するが，これら骨細胞は互いに細
胞突起を介した細胞性ネットワーク（骨細胞・骨細管系）
を形成することで骨基質のミネラル維持，力学負荷感知，
骨代謝調節などを行う．また，破骨細胞は骨吸収を営む
大型の細胞であり，酸とタンパク分解酵素を分泌して骨
基質を吸収する．なお，破骨細胞は骨芽細胞系細胞の支

持によって形成されるが，その一方で，骨芽細胞の活性
や機能に対して影響を与えるとされており，密接な相互
関係を有している．このように，骨組織は単なる「硬い」
支持組織ではなく，様々な役割を有する臓器として機能
しており，複雑な構造を呈している．

３．骨細胞・骨細管系について

　骨細胞は，周囲に細胞突起を張り巡らしており，これ
らの細胞突起を介して隣り合う骨細胞同士や骨表面上の
骨芽細胞と「骨細胞・骨細管系」と呼ばれる細胞性ネッ
トワークを形成している（図 3）．また，骨芽細胞は，前

図 3　骨細胞とその細胞突起の微細構造
骨細胞は周囲に細胞突起を伸ばして，隣り合う骨細胞や骨芽細胞と連結している．左，中央図：走査型電子顕微鏡像，右図：
透過型電子顕微鏡像（文献 [2] を改変）
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駆細胞である前骨芽細胞とも機能的グループを形成して
いる．骨細胞は，これらのネットワークを用いて骨基質
の情報を周囲に伝えるとともに，周囲の情報を骨基質に
反映させるといった重要な役割を担っていると考えられ
ている．先に述べた通り，近年，骨細胞の役割として，
骨基質ミネラルの維持，力学的負荷の感知，また，骨改
造に対する調節や血中リン，カルシウム濃度調節などが
挙げられており，これら詳細の解明に対する期待が高まっ
ている [5]．また，これまでのわれわれの検索から，骨細胞・
骨細管系は部位によってその規則性が異なり（図 4），と
くに規則的に配列する骨細胞・骨細管系が力学的負荷の
感知やミネラル代謝調節に多大な影響を及ぼす可能性が
示唆されたことから [2][3][4]，その微細構造と細胞機能
には密接な関連があるものと推測される．すなわち，骨
細胞の役割について全容を解明するには，これらの微細
構造解析を行う必要性が考えられる．

４．本研究の目的

　われわれは，骨細胞・骨細管系の微細構造を明らかに
する目的で，透過型電子顕微鏡や走査型電子顕微鏡を用
いた解析を進めてきた（図 3）．しかし，これらの機器で
は骨細胞・骨細管系の 2次元微細構造しか解析すること
ができない．一方，共焦点レーザー顕微鏡等を用いるこ
とで 3次元的な構造解析が可能となるが，これらは TEM
程の分解能を有していないため，その 3次元的微細構造
を明らかとするのは難しい．事実，骨細胞・骨細管系に
おける 3次元微細構造の詳細は未だ不明である．
　一方，FIB-SEM は，FIB によるサンプルの切削と SEM

図 4　骨細胞・骨細管系の走行（鍍銀染色：骨細胞・骨細管を黒色に表現）
骨細胞・骨細管系の走行は部位により異なる．
成長板直下の一次骨梁では，骨細胞・骨細管系の配列は不規則で断続的である．二次骨梁の骨細胞・骨細管系は
比較的規則的に配列し，皮質骨になるとさらに規則的に走行する傾向が認められる．（文献 [3] を改変）

による表面性状のイメージングを連続して行うことが可
能な装置であり，これまで工学材料の微細加工・構造解
析に用いられてきた（図 5）．この装置の特性を鑑みると，
撮像条件や試料作製に創意工夫を加えることで，FIB-SEM
が工学材料のみならず生物試料である骨細胞・骨細管系
の 3次元的微細構造解析においても大変有力なツールと
して，われわれの研究を大きく推進させると期待された．
そこで，われわれは，第一に，骨組織の 3次元微細構造
解析における FIB-SEM の有用性を模索すること，さらに
は骨細胞・骨細管系の 3次元微細構造を明らかにするこ
とを目的とし，本実験に着手した．

５．実験方法

　ここ数年で，生物試料を対象とした FIB-SEM による微

図 5　FIB-SEM（JIB-4600F/HKD）
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細構造解析例が報告されるようになってきたが，その数
は僅かであり，かつ，十分な解像度を有する画像が得ら
れているとは言い難い．この理由として，撮像条件はも
とより試料作製に改善の余地があるためと推測された．
そこで，これまでの知見をもとに，より FIB-SEM での解
析に適した試料作製方法の検討を行い，次の手順で試料
を作製した．
　生後 7週齢雌性野生型マウスを 1/2Karnovsky 溶液に
て還流固定し，脛骨を摘出した．摘出したサンプルは，
EDTA-2Na 水溶液を用いて脱灰した後，後固定およびブ
ロック染色を施し，アセトン脱水，エポキシ樹脂包埋を
行った．ウルトラミクロトームを用いて試料表面を滑沢
にした後 SEM観察を行い，加工・観察領域を決定した．
加工領域表面に保護膜を施し，FIB-SEM により加速電圧
5kV の観察像を得た後，30kV の Ga イオンによるスライ
ス加工（50nm 間隔）と連続 SEM-COMP 像を獲得した．
なお，これらの SEM像と比較するために同一試料にて超
薄切片を作製し，透過型電子顕微鏡観察を行った．

６．結果・今後の展開

　TEM観察および FE-SEM 観察を行ったところ，撮像条
件等に若干の改善点を有するものの，過去の報告以上の
解像度を有する画像が得られた．現在，これらの画像の 3
次元再構築に着手しており，今後さらに検討を重ねるこ
とにより本研究領域で長年不明とされてきた骨細胞・骨
細管系の微細構造の詳細が可能になると考えられる．ま
た，細胞の形態にはその機能が反映されていることから，
骨細胞・骨細管系の微細構造の解明はミネラル代謝調節
など骨細胞の機能を解明する上で非常に有益である．本
研究成果が骨代謝研究におけるブレイクスルーとなるこ
とを祈念し，さらなる解析を進める予定である．
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図 6　FIB-SEM画像の 3次元再構築の概略
FIB-SEMを用いて撮像した画像は，3次元再構築ソフトにより再構築を行う．
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