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緒言 

骨粗鬆症治療としてビスホスホネート製剤（以下、BP 製剤）や抗  RANKL （receptor 

activator of nuclear factor-B ligand） 抗体などの骨吸収抑制剤が広く使用されている。これら

の薬物治療は骨粗鬆症患者に大きな治療効果をもたらす一方で、頻度は少ないものの顎骨

壊死などの副作用を有しており 1-4)、歯科領域での関心は高い。BP 製剤は骨に取り込まれ、

骨表面に沈着し、破骨細胞による骨吸収に伴い細胞内に取り込まれ、破骨細胞のアポトーシ

スを誘導することで骨吸収を抑制する 5-7)。一方、抗 RANKL 抗体は、骨芽細胞や骨細胞で

産生される破骨細胞分化誘導因子である RANKL とその受容体である RANK との結合を阻

害することで、破骨細胞の分化阻害し、骨吸収を抑制する 7, 8)。2 種類の骨吸収抑制剤はこの

ような異なる作用機序を有するが、共に破骨細胞機能を除去することで、骨量の増加を目的

に使用されている。過去の報告では、閉経後骨粗鬆症に対する骨吸収抑制効果では、BP 製

剤であるアレンドロネートとヒト抗 RANKL モノクローナル抗体製剤 （denosumab） を比較す

ると、denosumab 投与群に有意な骨量増加が示されている 9-11) 。一方、顎骨壊死を起こす頻

度は BP 製剤がやや高いという報告がある 12, 13)。このことから、BP 製剤と denosumab の作

用機序が骨量増加効果や顎骨壊死の発症頻度の違いを生んでいる可能性が考えられる。 

骨の恒常性は、生理的な骨リモデリングによって制御されている。すなわち、骨リモデリング

は骨細胞がアポトーシス、その後、二次性ネクローシスにおちいり 14)、細胞内の S100 ファミリ

ー分子、熱ショックタンパク質等が骨小腔から骨髄腔あるいは骨内の血管に放出される 15, 16)。
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これらの液性因子は、マクロファージを活性化させ、TNF-α, IL-6, IL-1 などの産生を促し、破

骨細胞の分化・活性化を促進させ、骨吸収を促進させる 17)。その後、骨芽細胞の増殖・分化

により骨形成が誘導される 18)。すなわち、破骨細胞、骨芽細胞、骨細胞が密接に関連して骨

の恒常性を維持している。また、骨吸収抑制剤は破骨細胞の分化阻害による骨吸収抑制だけ

ではなく、ゾレドロン酸による骨細胞のアポトーシスの抑制や骨芽細胞の機能や生存を阻害す

る可能性の報告もある 10)。 

骨細胞と骨芽細胞の骨代謝における相互作用は複雑で、骨細胞特異的に発現する Sost 

遺伝子産物である Sclerostin や骨細胞、骨芽細胞に特異的に発現する Dickkopf- 1 (以下、

Dkk-1) が骨芽細胞での Wnt シグナルを阻害することで、骨芽細胞分化の抑制と骨形成を

抑制する 19, 20)。ヒトやマウスにおいて、Sost 遺伝子が欠失すると骨形成が異常に亢進する 20-

25)。すなわち、骨細胞が産生する Sclerostin は骨芽細胞分化の負の制御因子であると言える。

そのため、骨芽細胞の分化と骨形成を促進するために Wnt 受容体への Sclerostin の結合

を阻害する抗 Sclerostin 抗体が開発されており 26)、次世代の骨粗鬆症治療薬として臨床研

究中である 27)。 

現在までに、破骨細胞のみならず骨芽細胞、骨細胞に対する骨吸収抑制剤の影響が検討

されてきた。しかし、骨吸収抑制剤の骨細胞や骨芽細胞に対する影響は一定の結論を得てい

ない。骨芽細胞に対する骨吸収抑制剤の影響は、患者での血中骨代謝マーカーによる評価

や 28-32)、骨粗鬆症モデルマウスを用いた骨標識法による骨形成の評価や組織学的な検討に
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より研究されてきた 33)。そして、in vitro では骨芽細胞を用いた研究 34-36) が主体であった。一

方、in vitro において、骨吸収抑制剤の骨細胞に対する影響を解析しうる骨細胞培養系は現

在のところ存在しない。また、臨床研究では、患者の血清中の骨細胞マーカーである 

Sclerostin 濃度の測定 31, 37-38)、骨粗鬆症治療モデルラットの組織学的な評価 39) などで検討さ

れてきた。しかし、in vivo での骨吸収抑制剤の骨細胞の分化や細胞機能に関連する遺伝子

発現を検討した研究はない。そこで、本研究では、閉経後骨粗鬆症モデルマウスを作成し、側

鎖に環状窒素構造を含む第三世代のビスホスホネート製剤である強力な骨吸収抑制作用を

持つゾレドロン酸と抗 RANKL 抗体の骨細胞と骨芽細胞に対する影響について、骨微細構

造解析、骨組織形態計測、および遺伝子発現解析を用いて検討した。 
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研究方法 

卵巣摘出術 （OVX） マウス、骨吸収抑制剤投与マウスの作成 

本研究における動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の規定（動物

実験委員会承認番号:動歯 -26-019-0）と動物の愛護および管理に関する法律を順守して行

った。実験には、 C57BL / 6Jcl 系 9 週齢雌性マウス (体重約 20 g：日本クレア株式会社、

東京、日本) マウスを用いた。 

1) ゾレドロン酸投与マウス 

 マウスへのゾレドロン酸投与は Soundia らの方法 40）に準じて行った（図１ A）。すなわち、9 

週齢マウス、 4 匹にゾレドロン酸 200 g / kg （AdooQ Biosience, Irvine, CA, USA）を週 2回、

4 週間、腹腔内注射したものを Z 群とした。対照群 （C 群）は生理食塩水を腹腔内注射し

たものを用いた。4 週間標準飼料で飼育後、3 種混合麻酔 (塩酸メドミジン 0.3 mg / kg （ドミ

トール；日本全薬工業）、ミタゾラム 4 mg / kg （ドルミカム；アステラス製薬）、酒石酸ブトルファ

ノール 5 mg / kg （ベトルファール；Meiji Seika ファルマ株式会社） を腹腔内注射) 下で心

臓穿刺にて採血後、ペントバルビタールの腹腔内過剰投与で安楽死させ、以後の実験に用

いた。 

2)  OVX、ゾレドロン酸投与マウス作成 

 OVX は 3 種混合麻酔下で行った。9 週齢マウスの背部を剃毛し、伏臥位にて外科用剪

刀にて皮膚切開し、皮膚と腹膜を鈍的に剥離し、腹膜を明示した。腹膜を切開し、腎臓の頭
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側にある卵巣を明示、卵管と子宮の間を 4-0 絹糸にて結紮し切断し、卵巣を両側とも摘出し

た 41, 42)。腹膜を整復し、4-0 絹糸腹膜縫合、皮膚を整復し、4-0 絹糸にて皮膚縫合した。創部

治癒のため 2 週間待機し、実験に用いた 43)（図 1A）。 

 マウスへのゾレドロン酸投与は図 １B に従い行った。すなわち、OVX 後 2 週を経過した

マウスにゾレドロン酸 200 g / kgを週 2 回、4 週間、腹腔内注射したものを OVX-Z 群とし

た（図 1B）。 対照群は生理食塩水を腹腔内注射したものを用いた（OVX-C 群）。4 週間標

準飼料で飼育した。 

3)  OVX、抗 RANKL 抗体投与マウス作成 

抗 RANKL 抗体 （R&D systems, Mineapolis, MN, USA） の投与は、Furuya らの方法に

従っておこなった 44)。すなわち、OVX 後 2 週を経過したマウスに抗 RANKL抗体 5 mg / kg

を頸部皮下注射し、4 週間標準飼料で飼育したものを OVX-D 群とした。(図 1C) 

CTによる骨微細構造解析 

 4 週間標準飼料で飼育後、3 種混合麻酔下で心臓穿刺にて採血後、ペントバルビタール

の腹腔内過剰投与で安楽死させ、以後の実験に用いた。右側後肢をマイクロ CT による骨微

細構造解析と組織学的解析に用い、左側後肢を定量的 Real-time PCR 解析に用いた。骨微

細構造解析および組織学的解析用のマウス後肢の皮膚を剥離し、ハサミにて股関節を切断

摘出した。4% パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液（和光純薬工業株式会社）で 48 時間固

定後、大腿骨から脛骨遠位までの骨膜上の軟組織を除去した。動物用マイクロ  CT 
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（R.mCT2 ：株式会社リガク、東京、日本）、管電圧 90 kV、管電流 160 A, ボクセルサイズは

10m x 10m x 10m で膝関節から脛骨近位端部分をスライス幅 10 m で撮影した 45, 46)。

脛骨近位端は内軟骨性骨化して骨形成している部分であり、特に二次海綿骨は、骨代謝を評

価するにおいて適しているため、成長板直下の 50 スライス、すなわち、500 m 幅 （図 2A 

の黄色の範囲） の骨量 (BV / TV (%)) 、骨梁数 (Tb. N (/ mm))、骨梁幅 (Tb. Th (m))、骨

梁間隙 (Tb. Sp (m)) を解析した。解析用ソフトウエアは TRI/3D-Bon64 （ラトック社、東京、

日本）を用いた。 

定量的 Real-time PCR による遺伝子発現解析 

 骨膜を保存し、軟組織除去した左側脛骨の近位端と遠位端を切断し、組織保存液 （RNA-

later®, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MI, USA） で骨髄をフラッシュし、溶液が透明になるま

で繰り返し洗浄した。液体窒素にて凍結した脛骨をクライオプレス （マイクロテック・ニチオン、

千葉、日本） を用いて粉砕し、パウダー状にした。1 ml の RNA 抽出試薬 TRIzol ○R  試薬 

（Invitrogen, CA, USA） で溶解し、0.2 ml クロロフォルム（和光純薬工業株式会社）を加えて

混和、 12,000 x g、 15 分、 4 ℃で遠心した。その上清に 2 倍量のイソプロパノールを混和

し、16 時間、-80℃ で沈澱させ、 12,000 x g、 15 分、4℃ で遠心した。イソプロパノールを

除去し、沈殿に 1 ml の 75% エタノールを加え洗浄し、遠心したペレットを風乾した。20 l 

の DEPC 水 （フナコシ） で溶解し、全 RNA を抽出した。さらに RNA 溶液を RNeasy 

MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて精製した。RNA 濃度は超微量分
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光光度計 Nano Drop 1000 （Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA） で測定した。

RNA を Random Primer (Promega, Madison, WI, USA) および逆転写酵素 Super ScriptⅡ 

（Invitrogen, Carlsbad, MA, USA） と 42℃、20 分間逆転写反応させ、cDNA を合成した。

cDNA を用いて定量的 Real-time PCR には StepOne PlusTM (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) を使用した。合成した cDNA を KAPA SYBR FAST qPCR キット （日本ジェネテ

ィクス株式会社、東京、日本） とそれぞれのプライマーで PCR 反応を行った。 PCR 反応は 

95℃、3 秒間の熱変性と 60℃、30 秒間のアニーリングを 40 サイクル行い、得られたデータ

は StepOne PlusTMReal Time PCR System (Applied Biosystems) を使用し分析した。各遺伝子

の発現は Gapdhをノーマライザーとして比較 Ct法で解析した。本研究で用いたプライマー群

を表に示す。 

骨組織形態計測 

 右側脛骨のヘマトキシリン−エオジン染色 （H-E 染色 ; 武藤化学株式会社、東京、日本） 

を行なった。H-E 染色は、マイヤーのヘマトキシリン溶液および 1% エオシンアルコール （武

藤化学株式会社） を用いて通法に従い染色した。 

脛骨近位端は内軟骨性骨化して骨形成している部分であり、特に二次海綿骨は、骨代謝を

評価するにおいて適しているが、二次海綿骨内には骨細胞ではほとんど存在しないため、本

研究では皮質骨を観察することとした。観察した部位は脛骨矢状方向の 4 m の薄切パラフ

ィン切片を H-E 染色し、脛骨近位端から 7 mm の皮質骨部分を強拡大 （400 倍） で 2 カ
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所撮影した （ライカ光学顕微鏡写真撮影システム；LAS, Wetzlar, Germany）（図 5A）。単位面

積当たりの骨細胞数を計測した 47)。単位面積、細胞数の計測には ImageJ （バージョン 1.51） 

を用いて行った。二次海綿骨の骨芽細胞を観察するために、強拡大（400 倍）で撮影した（図

5B）。 

免疫組織染色 

 ホルマリン固定後、軟組織を除去した右側脛骨を 15% EDTA水溶液で 3 週間脱灰後、パ

ラフィン包埋し、矢状方向の長軸で 4 m の薄切切片を作成した （新組織化学研究所、東

京、日本）。免疫組織染色は VECTSTAIN ABC kit （VECTOR Laboratories, Burlingame, 

CA, USA） を用いた。脱パラフィン、0.3% 過酸化水素水を含むメタノールで内因性ペルオキ

シダーゼの不活化後、 0.5% Plyxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate （和光純薬工業株式会

社） を含むリン酸緩衝液 （PBS） 中で 4℃、24 時間、抗原の賦活化を行った。ブロッキング

は 0.3% ウシ血清アルブミンを含む PBS に付属の正常血清を希釈し、室温で 30 分間反

応させた。１ 次抗体としてブロッキング溶液で 200 倍に希釈した抗マウス Sclerostin ヤギポ

リクローナル抗体 (R&D systems) を用い、4℃ にて 24 時間反応させた。 PBS で洗浄後、

ブロッキング溶液で希釈したビオチン標識二次抗体を室温で 1 時間反応させ、ABC 試薬を

室温で 30 分間反応させた後、DAB （ヒストファイン SAB-PO (M) キット , 株式会社ニチレ

イバイオサイエンス） にて発色反応を行った。マイヤーヘマトキシリン （武藤化学株式会社） 

にて対比染色した。光学顕微鏡下にて、弱拡大で脛骨全体の染色性を観察し、強拡大 （400
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倍）にて骨細胞の形態、骨細胞、骨細管の染色性を観察した。 

統計処理 

実験結果は平均値±標準偏差 （S.D.） でグラフ化し、以下の方法で統計学的に比較検討

した。三群間以上の検定は Kruskal-Wallis test を行い、有意差があるものに関して二群間検

定を行った。二群間の有意差検定は Mann-Whitney U test を用いて行い P 値 0.05 未満

を有意とし、図中の表記は、測定結果の P 値に応じて、*. P <0.05、**. P <0.01 とした。 
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結果 

OVX マウス、骨吸収抑制剤投与マウスの解析 

1) マイクロ CT による骨微細構造解析 

 図 2B は水平断 3D 構築画像を示し、上段はコントロール群、下段は骨吸収抑制剤投薬

群の典型的な画像を示す。OVX-C 群は C 群より、皮質骨は薄く、海綿骨骨梁は少ない傾向

を示した。OVX-Z 群は OVX-C 群に比べて皮質骨の厚みは厚く、骨梁数は増加した。また、

骨梁幅も増大した。OVX-D 群も OVX-C 群に比べて皮質骨は厚い傾向を示し、骨梁数は増

加し、骨梁幅も増大した （図 2B）。OVX-Z 群の皮質骨は OVX-D 群より、さらに C 群より

厚かった。OVX 処置による骨量の減少と骨吸収抑制剤による骨量増加効果を定量的に構造

解析した。骨量の増減を示す指標である骨量 ( BV/TV (%); Bone volume / Tissue volume)、

骨梁数 （Tb. N (/mm); Trabecular number）、骨梁幅 （Tb. Th ( m ); Trabecular thickness）、骨

梁間隙 （Tb. Sp (m); Trabecular separation） を計測した（図 3, 4）。その結果、C 群の骨量 

12.3% と比較して、OVX-C 群の骨量は6.4% と低い傾向を示し、骨梁数は有意に低下した。

骨梁幅は減少する傾向を示し、骨梁間隙も有意に増大し、粗な海綿骨であることが示された。

比較的、若いマウスにおいても骨粗鬆症に類似した状態を示した。 

 OVX マウスにゾレドロン酸を投与すると、OVX-C 群の骨量 6.4% に対して、OVX-Z 群は 

21.6% と著しい骨量の増加を認めた。OVX-C 群に対して OVX-Z 群の骨梁数、骨梁幅も有

意に増大し、骨梁間隙も有意に減少した。OVX-Z 群の骨量、骨梁数、骨梁幅、骨梁間隙は、
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C 群よりも緻密な骨であることを示した。OVX した骨粗鬆症マウスに対するゾレドロン酸の骨

量増加の効果が認められた （図 3）。 

 OVX マウスに抗 RANKL 抗体を投与すると、OVX-C 群の骨量 6.4% に対して、OVX-D 

群は 17.7% と著しい骨量の増加を認めた。OVX-C 群に対して OVX-D 群の骨梁数、骨梁

幅も有意に増大し、骨梁間隙も有意に減少した。OVX-D 群の骨梁幅は、C 群より有意に増

大しており、骨量、骨梁数も増大傾向を示し、緻密な骨であることを示した。OVX した骨粗鬆

症マウスに対する抗  RANKL 抗体の骨量増加の効果が認められた。ゾレドロン酸と抗

RANKL 抗体の効果を比較すると OVX-D 群 の骨量 （17.7%） と比較して、OVX-Z 群の

骨量 （21.6%） は有意に増大した。骨梁数、骨梁幅も OVX-Z 群が大きい傾向を示し、骨梁

間隙は小さい傾向を示した (図 3)。 

 この結果より、OVX-C 群は、閉経後骨粗鬆症実験モデルとして妥当であり、OVX-Z 群、

OVX-D 群は骨粗鬆症治療モデルとして妥当であると考えた。 

 次に、OVX 処置が薬剤効果に影響を与えるか否かを検討するため、OVX マウスへのゾレ

ドロン酸投与と OVX を実施してないマウスにゾレドロン酸を投与した結果を比べたところ、Z 

群は C 群に比べて、著しく皮質骨、海綿骨とも骨量が増大し、OVX-Z 群より、より厚い皮質

骨と海綿骨を認めた （図 2B）。その骨微細構造解析の結果、骨量は Z 群 34.6%、OVX-Z 

群 21.6% と、骨梁数も有意に Z 群が多かった。また、OVX-Z 群はC 群より骨量、骨梁数、

骨梁幅も有意に増大し、骨梁間隙も有意に減少した（図 4）。骨量において、C群とOVX-C群
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の減少量と Z群と OVX-Z群の減少量を比較すると Z群と OVX-Z群の減少量が大きいことか

ら、OVX の影響を差し引いても、OVX 処置はゾレドロン酸の骨量増加効果を減弱させること

が示唆された （図 3, 4）。そのため、OVX 処置がゾレドロン酸による骨形成を抑制している可

能性を考え、骨組織形態計測を検討した。 

骨組織形態計測 

骨細胞の計測は、図 5A に示すように脛骨近位端から 7 mm 遠位側の皮質骨 （黒い枠） 

を強拡大で撮影し、Image J 上で単位面積当たりの骨細胞数として計測した。C群は 1 mm2あ

たり 515 個の骨細胞を計測し、OVX-C 群では 543 個、OVX-Z 群では 538 個、OVX-D 

群では 510 個の骨細胞を計測した （図 6A）。OVX マウス、骨吸収抑制剤投与でも骨細胞

数に有意な変化は見られなかった。OVX処置、ゾレドロン酸投与や抗RANKL抗体投与の骨

細胞数への影響は少ないことが示唆された。骨細胞の細胞形態、骨小腔に明らかな差は見ら

れなかった（図 6B）。 

以上より、骨細胞数は、OVX 処置や骨吸収抑制剤による影響は受けにくい傾向がみられ

た。 

また、本研究では、二次海面骨の骨芽細胞（図 5）を観察しており、C 群、OVX-C 群では

骨代謝回転が高いため、active な骨芽細胞が認められるが、OVX-Z 群、OVX-D 群では、骨

代謝回転が低下しているため、active な骨芽細胞が少なく、骨吸収抑制剤による影響が顕著

に認められた（図 7）。 
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定量的 Real-time PCR 解析 

 骨細胞特異的に発現する遺伝子で、骨細胞の機能に関わる遺伝子として、Sost, Dmp1 

（Dentin matrix protein 1）48) の脛骨全体での発現を検討した （図 8A, B）。 

OVX-C 群と比較して OVX-Z 群の Sost 発現量は、 約 1/3 倍に減少し、OVX-D 群の 

Sost 発現は 約 5.8 倍に有意に上昇した。また、OVX-D 群の Sost 発現量は OVX-Z 群よ

り約 20.1倍と有意に高かった（図 8A）。 

 OVX-C 群と比較して OVX-Z 群の Dmp1 発現量は約 3/5 倍に減少し、OVX-D 群の 

Dmp1 の発現量は 約 12.0 倍に有意に上昇した。また、OVX-D 群の Dmp1 発現量は 

OVX-Z 群の 約 19.2 倍に有意に高かった（図 8B）。 

 骨芽細胞に特異的に発現する遺伝子で、骨芽細胞の骨形成機能を表す遺伝子として、 

Runx2 （Runt-related transcription factor 2） , Osx （Osterix） , Col1a (type I collagen), OC 

（Osteocalcin） の脛骨全体での発現量を検討した （図 8C-F）。 

 OVX-C 群と比較して OVX-Z 群の Runx2 発現量は約 2.7 倍に上昇し、 OVX-D 群

Runx2 発現量は約 2.0 倍に上昇する傾向があったが、統計学的な有意差は認められなかっ

た。また、OVX-D 群の Runx2 発現量は OVX-Z 群と比較して約 2/3 倍と低い傾向であっ

たが、統計学的な有意差は認められなかった （図 8C）。 

 OVX-C 群と比較して OVX-Z 群の Osx 発現量は約 2/3 倍に減少し、OVX-D 群の

Osx 発現量は約 5.9 倍に上昇する傾向があったが、統計学的な有意差は認められなかった。
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また、OVX-D 群の Osx 発現量は OVX-Z 群と比較して約 8.4 倍と高い傾向があり、統計

学的な有意差は認められなかった（図 8D）。 

OVX-C 群と比較して OVX-Z 群の Col1a の発現量は約 1/3 倍に減少する傾向があり、

OVX-D 群の Col1a の発現量は約 3.3 倍に上昇する傾向があったが、統計学的な有意差

は認められなかった。また、OVX-D 群は OVX-Z 群と比較して約 10.3 倍と有意に高かった 

（図 8E）。 

 OVX-C 群と比較して OVX-Z 群の OC 発現量は約  1/3 倍に減少する傾向があり、

OVX-D 群は OVX-C 群と比較して約 5.8 倍と有意に上昇した。また、OVX-D 群は OVX-

Z 群と比較して約 17.9 倍と有意に高かった （図 8F）。 

OVX、骨吸収抑制剤による Sclerostin 染色性への影響 

脛骨骨幹部皮質骨での Sclerostin 免疫染色写真を図 9 に示す。C 群は骨細胞の細胞

質、骨小腔、骨細管、骨基質に Sclerostin の濃染を認め、骨細胞での高い Sclerostin の発

現が示唆された。OVX マウスでは C 群（図 9A）と比較して細胞質の染色性、骨小腔の染色

性、骨細管の染色性ともに著しく減弱した（図 9B）。すなわち、Sclerostin の発現低下が認め

られた。骨吸収抑制剤投与すると、OVX-Z 群の Sclerostin 染色性はさらに減弱し（図 9C）、

OVX-D 群では OVX-C 群と比較して細胞質、骨小腔、骨細管、骨基質の染色性は強くなっ

た。（図  9D）すなわち  OVX-Z 群では  Sclerostin 発現が低下するが、OVX-D 群は 

Sclerostin の発現が上昇することが示唆され、脛骨全体の Sost 遺伝子発現の結果と矛盾し
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なかった。 
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考察 

骨粗鬆症治療におけるビスホスホネート製剤や抗 RANKL 抗体などの骨吸収抑制剤の効

果は、文字通り破骨細胞分化の抑制による骨吸収の抑制であるが、骨リモデリングは破骨細

胞、骨細胞、骨芽細胞には密接な関連があるため、骨吸収抑制剤の骨細胞、骨芽細胞への

作用も研究されてきた。例えば、骨芽細胞に対する影響は、ヒトでは薬剤投与による血中骨代

謝、骨形成マーカー28-32, 37) によって骨代謝回転の一部としてしか評価できないが、動物実験

では骨標識による骨形成の評価や組織学的な検討により研究されてきた 33, 39)。そして、in vitro 

では骨芽細胞の分化に対する影響を検討する研究が主体である。34-36) 一方、骨吸収抑制剤

の骨細胞に対する影響は、ヒトでは骨細胞マーカーである 血清 Sclerostin の測定 37)、動物

実験では組織学的な評価 39) などで検討されている。しかし、現在までの研究で、骨吸収抑制

剤の骨芽細胞や骨細胞に対する影響は明確な結論を得ていない。例えば、in vitro ではゾレ

ドロン酸は濃度依存性に骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 や間葉系幹細胞の骨芽細胞分化

を抑制する 34)。ヒトでは、リセドロネートは閉経後骨粗鬆症患者の骨代謝マーカーのうち、骨形

成をあらわす血清 BAP （Bone specific Alkaline Phosphatase）、血清 OC （Osteocalcin）の低

下が報告されており 29)、ゾレドロン酸も閉経後骨粗鬆症患者の血清 BAP を低下させた 32) 。

マウスを用いた実験では BP 製剤は骨芽細胞数を減少させ 49)、すなわち BP 製剤による骨芽

細胞機能の抑制が示唆されている。一方、マウスを用いた実験で抗 RANKL 抗体は血清 OC

は変化なかったが、骨表面の骨芽細胞数を減少させ、骨形成量が低下したとの報告がある 50)。 
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一方、骨吸収抑制剤による骨細胞への影響は、ヒトでは血清 Screlostin を指標とする以外

検討できない。ゾレドロン酸投与で血清 Screlostin 濃度は早期に一時的に上昇するが、のち

に低下する報告 31,37) や、逆に denosumab 投与では上昇する 31, 38)との報告があり、骨吸収抑

制剤による結果の相違が認められる。 

骨細胞や骨芽細胞の遺伝子発現を定量的に評価できれば細胞単位、骨単位での影響が

明らかになる可能性はあるが、現在までに、in vivo の骨細胞あるいは骨芽細胞の遺伝子発現

51) を評価し、骨吸収抑制剤の影響を検討したものは少ない。そこで、本研究では骨吸収抑制

剤としてゾレドロン酸と抗 RANKL 抗体を用い、骨粗鬆症モデルマウスでの骨微細構造解析

と骨組織形態計測に加えて、骨細胞および骨芽細胞の遺伝子発現を検討することで、骨吸収

抑制剤の影響を明らかにすることを目的とした。 

OVX マウス、骨吸収抑制剤投与マウスの作成 

OVX マウスは閉経後骨粗鬆症を再現する実験モデルとして広く用いられている 52)。そして 

OVX を行うマウスは若齢のものが多く、週齢については、Jastrzebski らは 8 週齢 47)や 

Tokuyama らは 12 週齢 50) の OVX マウスを用いて検討している。8 週齢のような若齢マウ

スは急性な骨量減少モデルとして適している。OVX により、骨量の減少パターンと減少速度

は週齢に依存し、高齢になるほど海綿骨の減少率は少なくなることが報告されている 53)。また、

加齢に伴い個体差が大きくなるため、老齢マウスの使用は適切ではないと考えた。実験系とし

て困難と考えられる。よって、閉経後骨粗鬆症患者の劇的な骨の変化を再現し、検討するに
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は、8 週齢のような成獣となっている比較的若いマウスの使用が妥当と考えた。そのため、本

研究では 9 週齢で OVXを実施し、閉経後骨粗鬆症のマウス実験モデルとして使用した。 

マイクロ CT による骨微細構造解析により、OVX を施行したマウスは、骨量、骨梁数は減少

し、骨梁間隙ともに減少し、粗な骨構造であった。OVX 処置による骨量減少は、骨代謝回転

の亢進と破骨細胞のアポトーシスが抑制され、骨吸収が亢進していることが考えられる 54)。 こ

のOVXマウスに骨吸収抑制剤を投与することで、骨量、骨梁数、骨梁幅などの骨微細構造は

増加し（図 3）、ゾレドロン酸と抗 RANKL 抗体投与が閉経後骨粗鬆症治療モデルとして妥

当であることが示された。特にゾレドロン酸投与の OVX-Z 群は OVX していない対照群より

有意に骨量が増加した（図 3）。OVX マウスへのゾレドロン酸の効果と OVX していないマウ

スにゾレドロン酸投与した効果を比べた結果、ゾレドロン酸投与は対照に比べて、骨量、骨梁

数は有意に高いが、OVX-Z 群と比べても Z 群は骨量、骨梁数は有意に高く、骨梁間隙も有

意に狭かった（図 4）。骨量において、C 群と OVX-C 群の減少量と Z 群と OVX-Z 群の減少

量を比較すると Z 群と OVX-Z 群の減少量が大きいことから、OVX の影響を差し引いても、

OVX 処置はゾレドロン酸の骨量増加効果を減弱させることが示唆された（図 3, 4）。つまり、ゾ

レドロン酸が OVX 状態で骨形成を抑制している可能性が考えられた。 

骨組織形態計測 

骨細胞の骨組織形態計測において、マウス実験では大腿骨の皮質骨を用い、SHAM 群： 

0.91 ± 0.09 個/m2 、OVX 群: 0.96 ± 0.05 個/m2と骨細胞数の有意的な変化はなく 47) 、羊
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の左中手骨の骨細胞の密度を比較してものでは、SHAM 群 : 489 ± 100 mm-2 、OVX : 550 ± 

98 mm-2 、ゾレドロン酸投与群 : 506 ± 46 mm-2により骨細胞数の優位的な変化がなかったと

いう報告がある 55)。本研究でも、同様に骨細胞数は OVX や骨吸収抑制剤投与で変化が認

められなかった（図 6 A）。本研究では、脛骨近位端の二次海綿骨の骨芽細胞数に関しては、

C 群、OVX-C 群、OVX-Z 群、OVX-D 群において評価していないが（図 7）、OVX ラットの

脛骨近位端の骨芽細胞数はゾレドロン酸を投与で減少し 51)、また、高濃度ゾレドロン酸の治療

は、骨周囲長当たりの骨芽細胞の数を減少させ、骨芽細胞の機能を阻害するということが報告

されている 49)。一方、最近の研究で、抗 RANKL 抗体投与マウスの骨表面の骨芽細胞数が

減少し 44)、OVX マウスに抗 RANKL 抗体を投与したものでは有意に骨芽細胞数が減少し

た 50) ことが報告されている。これらのことから、ゾレドロン酸と抗 RANKL抗体は破骨細胞だけ

ではなく、骨芽細胞に影響を与えることが示されている。 

そこで、骨吸収抑制剤による骨量増加において、骨形成や骨維持に関わる遺伝子を検討す

るため、脛骨全体の骨細胞および骨芽細胞に特異的な遺伝子発現を検討した。 

骨細胞、骨芽細胞特異的な遺伝子発現の検討 

 骨細胞特異的な遺伝子として Sost, Dmp1 発現を検討した結果、興味深いことにゾレドロン

酸と抗 RANKL 抗体投与で相反する結果となった（図 8A, B）。ゾレドロン酸は Sost, Dmp1

の発現を抑制する傾向にあったが、抗 RANKL 抗体はそれぞれ 5.8 倍、12.0 倍と有意に

増加させ（図 8A, B）た。これらの遺伝子は骨細胞の分化に伴い発現が上昇する、骨細胞の
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機能を表すといえる分子である 20, 56)。つまり、ゾレドロン酸は骨細胞の細胞機能を抑制する作

用があり、抗 RANKL 抗体は骨細胞機能を促進することをあらわす。ゾレドロン酸は骨基質

に蓄積するため骨細胞への影響が小さく、抗 RANKL 抗体は循環するため骨基質内に存在

する骨細胞へ作用しうる 10, 31) とされており、このような結果を得たと考えられた。 

 現在までにマウスモデルで骨吸収抑制剤が骨細胞機能に及ぼす影響を研究した報告はな

く、ヒトの血清 Screlostin を指標に検討されている。ヒト血清 Sclerostin 濃度は骨生検で採取

した骨細胞の Sclerostin mRNA発現と比例するとの報告もあり 57)、血清 Sclerostin 濃度は骨

細胞における Sclerostinの発現をあらわすと考えることができる。さらに、閉経後骨粗鬆症患者

の治療経過における臨床研究では、血清 Sclerostin 濃度を骨細胞マーカーだけではなく、

血清 Dkk-1 濃度と同じく骨芽細胞機能を促進する Wnt シグナルの阻害因子の指標として

いる研究が多い 31, 38)。ゾレドロン酸は血清  Sclerostin と  Dkk-1 を低下させ、逆に、抗 

RANKL 抗体は上昇させると報告している 31, 38)。つまり、Sclerostin と Dkk-1 の動態だけから

推察すると、ゾレドロン酸は骨芽細胞の分化抑制が少なく、denosumab は骨芽細胞の分化を

抑制しうると述べている 31)。しかし、ヒト臨床研究では、アレンドロネートより denosumab の方が

骨形成効果も大きく 10)、血中 Sclerostin の動態とは異なる臨床結果が報告されている。次に、

骨細胞の Sost,  Dmp１ 発現の動態の差が骨芽細胞の分化、機能に関連する遺伝子発現に

関連しているかを検討した。 
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 骨芽細胞に特異的に発現する遺伝子で、骨芽細胞の分化を制御する転写因子としてRunx2, 

Osx を、骨芽細胞の産生する骨基質遺伝子として Col1a, OC の脛骨全体での発現量を検

討した（図 8 C-F）。その結果、ゾレドロン酸による Col1a, OCの発現量はほとんど影響はなか

った。in vitro の実験で報告されている、ゾレドロン酸による骨芽細胞分化の抑制 34-36) という

報告があり、OC の遺伝子発現を抑制するという報告もあるが 35)、本研究では、ゾレドロン酸が

骨細胞の分化抑制するほどの影響は認められなかった。一方、抗 RANKL 抗体では Col1a 

は上昇傾向にあり、OC は有意に上昇した。ゾレドロン酸と抗 RANKL 抗体の骨芽細胞分化、

機能に対する影響も異なる可能性が示された。この結果は、ヒトの臨床研究で BP 製剤と抗 

RANKL 抗体で血清 Sclerostin 濃度と同様な結果と矛盾しない。しかし、骨細胞の産生する 

Sclerostin が骨芽細胞分化や骨基質産生機能に連結する関連性は見られなかった。そこで、 

Sclerostin の骨細胞での発現を免疫組織染色で検討した。 

 ヒト血清 Sclerostin は加齢と共に上昇すること、など報告されている 19)。Jastrzebski らは 8 

週齢に OVX 施行したマウスの Sost 発現は継時的に下がること、Sclerostin 染色性も弱くな

ることを報告している。本研究でも Sost 遺伝子発現の結果と一致し、 OVX により Sclerostin 

の染色性は減弱し、ゾレドロン酸でさらに減弱し、抗 RANKL 抗体で OVX-C 群と比較する

と染色性が強くなることを示した（図 9）。また、ゾレドロン酸による血清 Sclerostin は低下した

（データ示さず）こととも矛盾しなかった。本研究では実験時マウスは 15~16 週齢のマウスで

評価しており、比較的若い週齢のため骨芽細胞の骨形成能がもともと高く、Sclerostin による 
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Wnt シグナル阻害以外で細胞分化が制御されている、などの理由が考えられた。今後のさら

なる検討が必要と考えられた。 

 最近の研究では、破骨細胞形成を制御する RANKL の供給源としての骨細胞が注目され

ている 31)。本研究で抗 RANKL 抗体の作用が骨細胞にもあることが示された。すなわち、一

つは骨芽細胞だけでなく骨細胞の RANKL をブロックし破骨細胞形成を阻害すること、もう

一つは Sclerostin の発現上昇による骨代謝への影響が示唆された。また、次世代の骨粗鬆

症治療薬としての抗 Sclerostin 抗体が臨床研究中である。 

 本研究では、閉経後骨粗鬆症モデルマウスを用い、骨吸収抑制剤による骨細胞、骨芽細胞

への作用を検討することを目的に行った。その結果、骨吸収抑制剤により特に骨細胞の遺伝

子発現に差異があることが明らかとなった。その機序を示唆する研究報告はまだない。今後の

展望として、異なる週齢や異なる部位で評価、異なる手法での解析など、より知見を集積し、

骨細胞を介した骨代謝への影響、そして薬剤の影響の違いによる顎骨壊死機序の解明へと

繋がるような研究が必要と考える。 
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結語 

本研究は、骨吸収抑制剤の骨細胞および骨芽細胞機能への影響を明らかにするため、閉

経後骨粗鬆症モデルマウスを作成し、骨吸収抑制剤であるゾレドロン酸と抗 RANKL 抗体の

骨細胞と骨芽細胞に対する影響を in vivo で検討した。その結果、ゾレドロン酸は骨細胞マ

ーカー遺伝子、骨芽細胞マーカー遺伝子の発現にほとんど変化はなかった。抗 RANKL 抗

体は骨細胞マーカー遺伝子発現を促進し、骨芽細胞マーカー発現を促進する傾向があり、

特に骨細胞の骨形成に関わる機能を促進した。 

二つの異なる作用機序にもつ骨吸収抑制剤は、骨細胞に対して異なる作用を有しているこ

とが明らかとなった。 
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遺伝子 primer

Sost F : 5’TCAGGAATGATGCCACAGAG3’

R : 5’TGTCAGGAAGCGGGTGTAG3’

Dmp1 F : 5’AGTGAGTCATCAGAAGAAAGTCAAGC3’

R : 5’CTATACTGGCCTCTGTCGTAGCC3’

Runx2 F : 5’TCCACAAGGACAGAGTCAGATTACAG3’

R : 5’CAGAAGTCAGAGGTGGCAGTGTCATC3’

Osx F : 5’ATGGCGTCCTCTCTGCTTG3’

R : 5’TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT3’

Col1a F : 5’CTGGCGGTTCAGGTCCAAT3’

R : 5’TTCCAGGCAATCCACGAGC3’

OC F : 5’CTGACCTCACAGATCCCAAGC3’

R : 5’TGGTCTGATAGCTCGTCACAAG3’

表：本研究で使用した定量的Real-time PCR primerの一覧
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図 1 ：モデルマウスの作成（投薬スケジュール）
Z 群：ゾレドロン酸 200 mg/kg/回 腹腔内投与（2回/週）
OVX-Z 群：OVXし、2 週間創部治癒を待ち、ゾレドロン酸 200 mg/kg/回 腹腔内投与（2回/週）
OVX-D 群：OVXし、2 週間創部治癒を待ち、抗 RANKL 抗体を5 mg / kg を頸部皮下注射
各々の薬剤を投与していない群を対象群（C 群）
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図 2 :  骨微細構造解析
A : CT を用いた骨微細構造解析
脛骨を摘出、ホルマリン固定後にスライス幅 10 mm で CT 撮影
成長板直下の 50 スライス（500 mm） を解析
マイクロ CT 撮影機：R-mCT2 （Rigaku社）
解析ソフトウエア：TRI/3D-Bon64 （ラトック社）
B ： 脛骨の水平断の 3D 画像
a : C 群
b : OVX-C 群
c : Z 群
d : OVX-Z 群
e : OVX-D 群

OVX-C 群は C 群より、皮質骨は薄く、海面骨骨梁は少ない傾向を示
した。OVX-Z 群はOVX-C 群に比べて皮質骨の厚みは厚 く、骨梁数は増
加した。また、骨梁幅も増大した。OVX-D 群もOVX-C  群に比べて皮質
骨は厚い傾向を示し、骨梁数は増加し、骨梁幅も増大した。OVX-Z 群の
皮質骨はOVX-D 群より、さらにC 群より厚かった。
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図 3：骨微細構造解析
A :骨量

C 群の骨量 12.3% と比較して、OVX-C 群は 6.4% と低い傾向を示した。OVX-C 群の骨量 6.4% に
対して、OVX-Z 群は 21.6% と著しい骨量の増加を認めた。 OVX-C 群の骨量 6.4% に対して、OVX-

Z 群は 21.6% と著しい骨量の増加を認め、OVX-D 群は 17.7% と著しい骨量の増加を認めた。
OVX-D 群の骨量（ 17.7% ）と比較して、OVX-Z 群の骨量（ 21.6% ）は有意に増大した。

(C 群 : n = 4, OVX-C 群 : n = 14, OVX-Z 群 : n = 7, OVX-D 群 : n = 7)

B :骨梁数
C 群と比較して OVX-C 群の骨梁数は有意に低下した。OVX-C 群に対してOVX-Z 群、OVX-D 群
の骨梁数は、OVX-C 群に対して有意に増大した。 OVX-D 群と比較して、OVX-Z 群は骨梁数が多
い傾向を示した。
(C 群 : n = 4, OVX-C 群 : n = 14, OVX-Z 群 : n = 7, OVX-D 群 : n = 7)

(Mann-Whitney U test : *P <0.05、**. P <0.01 )
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C : 骨梁幅

D : 骨梁間隙
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図 3 ：骨微細構造解析
C : 骨梁幅

C 群と比較して OVX-C 群の骨梁幅は減少する傾向を示した。OVX-C 群と比較して、OVX-Z 群、
OVX-D 群の骨梁幅も有意に増大した。
OVX-D 群と比較して、OVX-Z 群は骨梁幅が大きい傾向を示した。

(C 群 : n = 4, OVX-C 群 : n = 14, OVX-Z 群 : n = 7, OVX-D 群 :n = 7)

D : 骨梁間隙
C 群と比較して OVX-C 群の骨梁間隙は有意に増大した。 OVX-C 群と比較して、OVX-Z 群、

OVX-D 群の骨梁間隙も有意に減少した。OVX-D 群と比較して、OVX-Z 群は骨梁間隙が小さい傾
向を示した。

(C 群 : n = 4, OVX-C 群 : n = 14, OVX-Z 群 : n = 7, OVX-D 群 : n = 7)

(Mann-Whitney U test : *P <0.05、**. P <0.01)
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図 4：骨微細構造解析 （ OVXの影響を検討）
骨量は Z 群 34.6%、OVX-Z 群 21.6% と、骨梁数も有意に Z 群が多かった。また、C 群と比較して、
OVX-Z 群は骨量、骨梁数が有意に増大した。
A :骨量(C 群 : n = 4, Z群 : n = 4, OVX-Z 群 : n = 7)

B :骨梁数(C 群 : n = 4, Z 群 : n = 4, OVX-Z 群 : n = 7)

(Mann-Whitney U test : *P <0.05、**. P <0.01)
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C :骨梁幅

D :骨梁間隙
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図 4 ：骨微細構造解析 （OVX の影響を検討）
Z 群と比較して、OVX-Z 群の骨梁幅は減少傾向があり、骨梁間隙は有意に増大した。また、C 群と
比較して、OVX-Z 群は骨量幅は有意に増大し、骨梁間隙も有意に減少した。
C:骨梁幅 (C 群 : n = 4, Z 群 : n = 4, OVX-Z 群 : n = 7)

D:骨梁間隙 (C 群 : n = 4, Z 群 : n = 4, OVX-Z 群 : n = 7)

(Mann-Whitney U test : *P <0.05、**. P <0.01)
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7 mm

図 5 ：骨組織形態計測
A :骨細胞（ 枠内）
脛骨近位端から 7 mm の皮質骨を強拡大で撮影
単位面積あたりの骨細胞を計測

B :骨芽細胞(     枠内）
脛骨近位端の二次海綿骨の骨芽細胞を強拡大で撮影

A

B



図 6：骨組織形態計測
A :C群では 515個の骨細胞を計測し、OVX-C 群では 543 個、OVX-Z 群では 538 個、OVX-D 群
では 510 個の骨細胞を計測した。OVXマウス、骨吸収抑制剤投与でも骨細胞数に有意な変化は
見られなかった。OVX 処置、ゾレドロン酸投与や抗 RANKL 抗体投与の骨細胞数への影響は
少ないことが示唆された。(C 群 : n = 4, OVX-C 群 : n = 4, OVX-Z 群 : n = 11, OVX-D 群 : n= 7)

B : ヘマトキシリン・エオジン染色 : 骨細胞
骨細胞の細胞形態、骨小腔に明らかな差は見られなかった。
a : C 群
b : OVX-C 群
c : OVX-Z 群
d : OVX-D 群
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図 7 ： ヘマトキシリン・エオジン染色 :骨芽細胞
二次海綿骨を撮影したものであり、C 群 (A) や OVX-C 群 (B) は骨代謝回転が亢進状態であ
り、骨芽細胞は活性状態の細胞が認められた。ゾレドロン酸を投与したOVX-Z 群 (C)、OVX-D 

群 (D)は骨代謝回転が抑制状態であり、骨芽細胞は不活性な細胞が認められた。
A : C 群
B : OVX-C 群
C : OVX-Z 群
D : OVX-D 群



図8 ： Realtime PCR結果（Relative Expression）
A : Sost

OVX-C 群と比較してOVX-Z 群の Sost発現は、1/3 倍に減少し、OVX-D 群の Sost 発現は
5.8 倍に有意に上昇した。また、OVX-D 群の Sost発現はOVX-Z 群より 20.1 倍有意に上昇した。
( OVX-C 群 : n = 7, OVX-Z 群 : n = 3, OVX-D 群 :n  = 4)

B : Dmp1

OVX-C 群と比較してOVX-Z 群のDmp1発現は約 3/5 倍に減少し、OVX-D 群の Dmp1 の発現は
12.0 倍に有意に上昇した。また、OVX-D 群の Dmp1 発現はOVX-Z 群の 19.2 倍に有意に上昇した。
( OVX-C 群 : n = 7, OVX-Z 群 : n = 3, OVX-D 群 : n = 4)

C : Runx2

OVX-C 群と比較してOVX-Z 群の Runx2 発現は約 2.7 倍に上昇し、OVX-D 群の Runx2 発現は
約 2.0 倍に上昇し、OVX-D 群の Runx2 発現はOVX-Z 群と比較して約 2/3 倍に上昇する傾向が
あった。( OVX-C 群 : n = 6, OVX-Z 群 : n = 4, OVX-D 群 : n = 3)

D : Osx

OVX-C 群と比較してOVX-Z 群の Osx発現は約 2/3 倍に減少し、OVX-D 群の Osx発現は約 5.9 倍
に上昇し、OVX-D 群の Osx 発現は OVX-Z 群と比較して約 8.4 倍に上昇する傾向があった。
( OVX-C 群 : n = 7, OVX-Z 群 : n = 4, OVX-D 群 : n = 4)

E : Col1a

OVX-C 群と比較してOVX-Z 群の Col1a の発現は約 1/3 倍に減少する傾向があり、OVX-D 群の
Col1a の発現は約 3.3 倍に上昇する傾向があった。また、OVX-D 群はOVX-Z 群と比較して
約 10.3 倍に有意に上昇することが認められた。
( OVX-C 群 : n = 7, OVX-Z 群: n = 4, OVX-D 群 : n = 4)

F : OC

OVX-C 群と比較してOVX-Z 群の OC 発現は約 1/3 倍に減少する傾向があり、OVX-D 群は
OVX-C 群と比較して約 5.8 倍に有意に上昇することが認められた。また、OVX-D 群はOVX-Z 群と
比較して約 17.9 倍に有意に上昇することが認められた。
( OVX-C 群 : n = 7, OVX-Z 群 : n = 4, OVX-D 群 : n = 4)

(Mann-Whitney U test : *P <0.05、**. P <0.01)

0

5

10

15

OVX-C群 OVX-Z群 OVX-D群

R
e
la

ti
v
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

0

5

10

15

20

OVX-C群 OVX-Z群 OVX-D群

R
e
la

ti
v
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

A B

0

5

10

15

20

OVX-C群 OVX-Z群 OVX-D群

R
e
la

ti
v
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

0

10

20

30

40

OVX-C群 OVX-Z群 OVX-D群

R
e
la

ti
v
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

0

2

4

6

8

10

OVX-C群 OVX-Z群 OVX-D群

R
e
la

ti
v
e
 E

x
p
re

s
s
io

n

0

5

10

15

OVX-C群 OVX-Z群 OVX-D群

R
e
la

ri
v
e
 E

x
p
re

s
s
io

nC D

E F

*
** *

**

* **
*



A B

C D

図9 ： 脛骨免疫染色（Sclerostin)

C 群は骨細胞の細胞質、骨小腔、骨細管、骨基質に Sclerostin の濃染を認め、骨細胞での高い
Sclerostinの発現が示唆された。OVXマウスではC群と比較して細胞質の染色性、骨小腔の染色性、
骨細管の染色性ともに著しく減弱した。骨吸収抑制剤投与すると、OVX-Z 群の Sclerostin 染色性は
さらに減弱し、OVX-D 群では OVX-C 群と比較して細胞質、骨小腔、骨細管、骨基質の染色性は
強くなった。
A : C 群
B : OVX-C 群
C : OVX-Z 群
D : OVX-D 群
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