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緒　　　　言

　Relative energy deficiency in sport（RED-S）とは、
相対的なエネルギー不足によって引き起こされる
生理機能障害で、代謝率、月経機能、骨代謝、免
疫、タンパク質合成、心血管機能等の障害を含む
が、これらに限定されないと定義付けられた症候
群である6）。なかでもエストロゲン分泌異常によ
る骨量減少や、免疫機能の低下、貧血等はアス
リートのパフォーマンス低下に直結するため、
RED-Sの予防・改善はスポーツ界における重要
課題である。
　RED-Sを模倣したエネルギー制限状態で自発
運動をさせるマウスの実験では、エネルギー制限
のみの条件より、更に骨量が減少することが報告
されている3）。また、エネルギー不足状態では骨
髄脂肪が増加し、骨髄脂肪量は骨量と負の相関を
示す9）。エネルギー制限による骨髄脂肪量の増加
は、運動を加えると軽減されるものの、骨量の増
加はみられないことも示されている5）。更に、骨
は体の支持組織としてだけではなく、骨髄で起こ

る造血や免疫細胞の分化・成熟に必須の臓器であ
る。先行研究において、エネルギー不足状態の骨
髄では、メモリー T細胞が集積し、免疫記憶を
保護する役割をもつことが示唆されている1）。こ
のように、エネルギー不足下では、骨量減少だけ
でなく、免疫防御機構を維持するための骨髄環境
も大きく変化する。
　骨髄中に存在する Cxcl12 abundant reticular cells

（CAR細胞）は、造血幹細胞・前駆細胞ニッチ形
成と維持に必須であるだけでなく、骨芽細胞や脂
肪細胞に分化可能な骨髄間葉系幹細胞である7）。
そこで筆者は、エネルギー不足状態での運動によ
る CAR細胞の機能変容が、RED-Sによる生理機
能の変化の一部を説明する可能性を考えた。しか
し、エネルギー制限や運動によって CAR細胞の
機能が変化するかどうかは不明である。以上のこ
とから、本研究では、CAR細胞の機能がエネル
ギー制限下における運動で、どのように変化する
のかをマウスモデルを用いて明らかにすることを
目的とした。
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方　　　　法

Ａ．実験動物

　本研究は、愛媛大学動物実験規則に基づき、愛
媛大学動物実験委員会の承認を得て、実施された 

（承認番号：37A1-1・16）。本実験は、 4 週齢の
C57BL/6JJc1雌マウスを 1週間の予備飼育をした
後に実施した。

Ｂ．食餌制限および運動介入

　予備飼育後、 5週齢の雌マウスを①通常飼育群
（CON, n = 10）、②食餌制限群（DR, n = 10）、③
通常食 +運動群（CON+ex, n = 10）、④食餌制限
+運動群（DR+ex, n = 10）の 4 群に分けた。DR

および DR+ex群には、CONおよび CON+ex群の
摂餌量の60％を与えた。また、CON+ex および
DR+ex群のケージ内には、ランニングホイール
を設置し自由にアクセスできるようにした。これ
らの介入を 5週間実施した（図 1 A）。

Ｃ．骨密度および骨構造解析

　骨密度（BMD）の評価を Dual-energy X-ray 

Absorptiometry（DXA）（DCS-600EX, ALOKA）
を用いて実施した。骨密度は骨全体および、骨全
体を20分割した各部位を評価した。骨微細構造の
測定を µCT（SCANCO Medical）を用いて実施し、
海綿骨および皮質骨に分けて評価した。

Ｄ．血液検査

　血液検査は、白血球数（WBC）、赤血球数（RBC）、
ヘモグロビン（HGB）、ヘマトクリット（HCT）
を評価した。これらの検査は、岡山理科大学生物
医科学検査研究センターに委託した。

Ｅ．CAR 細胞の単離および遺伝子発現解析

　骨サンプルから骨髄を採取し、フローサイトメ
トリー法を用いて CAR細胞を単離した。CAR細
胞を標識する抗体には、CD31（102406, BioLegend）、
CD45（103108, BioLegend）、Sca1（122508, Bio-

Legend）、PDGFRβ（BAF1042, R&D Systems） を
用いた。単離した CAR細胞から RNAを抽出し、
逆転写酵素を用いて cDNAに合成した。これを
用いて RT-qPCRを行い、遺伝子発現を評価した。

F．オスミウム染色

　骨髄中の脂肪量を評価するために、オスミウム
染色を実施した。脛骨を採取し、 4％ PFAで一

晩固定した後、0.1 M EDTAに 2週間浸漬し、脱
灰を行った。脱灰された脛骨を 5％重クロム酸カ
リウムと 2％四酸化オスミウムを 1： 1で混合し
た溶液に48時間浸漬し染色した。染色した脛骨は
µCTを用いて撮影し、骨髄脂肪量を評価した。

Ｇ．統計解析

　すべてのデータは、平均±標準偏差で示した。
統計解析は、GraphPad Prism 9を用いて、 2群間
の比較にはUnpaired t test with Welch’s correctionを、
3群間の比較には Brown-Forsythe and Welch ANO-

VA testを行い、post-hocは Dunnett T3を実施した。
有意水準は P < 0.05とした。

結　　　　果

Ａ．体重、組織重量、血液指標の変化

　 5週間の介入期間中、CONおよび CON+exは
体重増加を続ける一方で、DRおよび DR+exの体
重は 1週目で急激に減少し、 2週目以降は維持さ
れた（図 1 B）。DR+ex の走行距離は、CON+ex

と比較して、有意に少なかった（図 1 C）。各組
織重量は、CONおよび CON+exと比較して、DR

および DR+exで有意な減少を認めた（図 1 D-F）。
また、血液検査の結果、WBC は、CON および
CON+exと比較して、DRおよび DR+exで有意な
減少を認め、DR+exは、DRより、更に有意な低
下を認めた。RBC、HGB、HCT は、DR および
DR+exで増加が認められた（図 1 G）。

Ｂ．骨長、骨密度、骨髄脂肪量、骨構造の変化

　骨長および骨密度は、CONおよび CON+exと
比較して、DRおよび DR+exで有意な減少を認め
た（図 2 A‒C）。骨髄脂肪量（AV/TV）は、CON

および CON+ex と比較して、DR および DR+ex

で有意な増加を認めた（図 2 D）。骨構造解析では、
皮質骨における、骨量（BA/TA）、骨密度（Ct. 

BMD）、皮質骨幅（Ct. Th）は、CON および
CON+exと比較して、DRおよび DR+exで有意な
減少を認めた。一方で、DR および DR+ex は、
CONおよび CON+exと比較して、海綿骨におけ
る骨量（BV/TV）および連結性密度（Conn-Dens.）
は有意に増加し、Structure model index（SMI）は
有意に低下した。骨密度（Tb. BMD）は、CON

と比較して、DRおよび DR+exで有意に増加した。
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図 1．体重、走行距離、組織重量、血液指標の変化
Fig.1．The change of body weight, running distance, tissue volume, and blood parameters.

A: Study protocol. B: Body weight during study period. C: Running distance. D‒F: Tissues volume of uterus, subcutaneous 
and perigonadal white adipose tissue（WAT）, and gastrocnemius muscle. G: Blood parameters.
WBC; white blood cell, RBC; red blood cell, HGB; hemoglobin, HCT; hematocrit.
*P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001.

CON DR+exDR CON+exA

図 2．骨長、骨密度、骨髄脂肪量の変化
Fig.2．The change of bone length, bone mineral density（BMD）, bone marrow fat.

A: Representative image of the bones of each group. B: Total femoral BMD（left）and BMD at each site when the bone is divided 
into 20 sections. C: Bone length. D: Representative image of the bone marrow fat of each group（left）and quantitative data（right）.
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001.
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これらの結果は、全体の骨密度および皮質骨量が
減っていることから、皮質骨が海綿骨化し、海綿
骨量が増加したと考えられる。

Ｃ．CAR 細胞の遺伝子発現変化

　各条件における CAR細胞の遺伝子発現変化を
確認するために、セルソーターを用いて、CAR

細胞を単離した。骨髄中の CAR細胞数に、群間
で有意な差は認められなかった（図 3 A）。CAR

細胞の主要なマーカーおよび、骨芽細胞および脂
肪細胞への分化を調節する遺伝子について、発現
変化を確認した。その結果、CONと比較して、
DR+ex では、CAR 細胞の脂肪分化を抑制する
Foxc1および骨芽細胞分化を促進する Runx2の有
意な減少が認められた（図 3 B）。

Ｄ．免疫組織化学染色

　各条件における骨髄中の変化を免疫組織化学染
色により観察した。LepR陽性細胞（CAR細胞：
赤）の割合に群間で大きな変化はみられないもの
の、Perilipin陽性細胞（脂肪細胞：緑）の割合は、
DRおよび DR+exで増加しており、オスミウム染
色の結果と類似していた（図 4）。

図 3．骨髄中の CAR細胞数および CAR細胞の遺伝子発現
Fig.3．CAR cells number in bone marrow and gene expression in CAR cells.

A: FACS gate for isolation of CAR cells（left）and quantitative data（right）. B: Gene expression level in CAR cells.
* P < 0.05, ** P < 0.01.

CAR cells (CD45－, CD31－, Sca1－, PDGFRβ＋)

図 4．骨髄の免疫組織化学染色
Fig.4．Immunofluorescent staining of bone marrow.

LepR: CAR cells, Perilipin: adipocyte, blue is DAPI（nuclei）.
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考　　　　察

　本研究では、エネルギー制限下における自発走
運動により、CAR細胞の機能がどのように変容
するのかを検証した。その結果、DR+exにおいて、
CAR細胞の脂肪細胞への分化を抑制する Foxc1

遺伝子発現および、骨芽細胞への分化を促進する
Runx2遺伝子発現の減少により、CAR細胞の骨髄
脂肪への分化が促進し、骨芽細胞への分化が抑制
される可能性が考えられた。
　DR+ex では、DR よりも更に末梢血における
WBCが減少した。先行研究において、閉経前女
性の血中WBC数と骨髄脂肪量の間に負の相関を
認めることが報告されている8）。また、絶食やエ
ネルギー制限下では、造血細胞の血液循環量が減
り、骨髄に戻ることが観察されており、これは、
エネルギー不足時に免疫防御機構を保つための免
疫代謝反応であると考えられている。更に、エネ
ルギー不足時の骨髄脂肪細胞の増加は、造血細胞
の維持に寄与する可能性が示唆されている2）。し
たがって、本研究で認められた DR+ex の WBC

の減少は、運動によりエネルギー消費量が増える
ことで、DRよりもエネルギー不足状態が深刻に
なり、造血細胞の免疫防御機構が強く働いた可能
性が考えられた。加えて、DR+ex にみられた
CAR細胞の Foxc1遺伝子の発現減少は、骨髄中
の脂肪細胞を増やし、免疫防御機構を維持するた
めの反応である可能性も考えられた。
　CON および CON+ex と比較して、DR および
DR+exの骨密度および皮質骨量は減少し、骨髄
脂肪は増加することが認められた。しかし、DR

および DR+exの間に有意な差は認められなかっ
た。これは先行研究の結果と一部一致していな
い 3,5）。この理由として、DR+ex の走行距離が
CON+exと比較して短かったことや、使用した実
験機器の影響等が考えられた。一方で、DRおよ
び DR+exにおいて、海綿骨量の増加が認められた。
これは、エネルギー不足により皮質骨の多孔化が
進み、皮質骨が海綿骨化している可能性が考えら
れた。詳細については、今後更なる検証が必要で
ある。
　CAR 細胞は、DR+ex において、Foxc1および

Runx2遺伝子の発現減少が認められた。Foxc1は、
CAR細胞特異的な転写因子であり、骨髄中の造
血幹細胞および造血幹細胞前駆細胞を維持し、
CAR細胞が脂肪細胞に分化するのを抑制する働
きをもっている7）。したがって、本研究における
DR+exの CAR細胞は、Foxc1遺伝子の発現減少
により、脂肪細胞への分化が容易であることが示
唆された。また、Runx2は、骨芽細胞分化に必須
の転写因子である4）。CAR細胞における Runx2の
役割については、いまだ不明な点も残されている
が、DR+ex の CAR 細胞では、Runx2遺伝子の発
現減少により、CAR細胞の骨芽細胞への分化が
損なわれ、骨量低下に繋がっている可能性が考え
られた。

総　　　　括

　本研究の結果から、エネルギー制限下における
運動は、CAR細胞の分化を制御する遺伝子発現
を変化させ、骨量減少および骨髄脂肪の増加を引
き起こす可能性が考えられた。今後は、CAR細
胞を始めとした骨髄間葉系細胞の遺伝子発現変化
を網羅的に解析し、エネルギー制限下における運
動が骨髄ニッチおよび生理機能に及ぼす影響を明
らかにする。
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