
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

挑戦的萌芽研究

2016～2015

病的に活性化された破骨細胞のみを標的とする新規骨破壊制御法の開発：活性化の新概念

Development of novel methods to regulate only papthologically activated 
osteoclasts: A novel Concept for the Osteoclast Activation

７０１５０４６４研究者番号：

久木田　敏夫（KUKITA, TOSHIO）

九州大学・歯学研究院・教授

研究期間：

１５Ｋ１５６７７

平成 年 月 日現在２９   ６   ９

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：病的に高度な骨破壊能を獲得した破骨細胞が特異的に発現する膜表面分子を検索する
ことを目的とした。IL-1β存在下で形成される破骨細胞に極めて高度の酸分泌能及び骨吸収能を認めたので、こ
の破骨細胞を病的活性化破骨細胞(PAOC)と仮定した。正常破骨細胞の最終分化に必須でありインテグリンβ鎖を
活性化する分子の顕著な発現抑制がPAOCで認められた。更にPAOCの膜表面分子発現解析により、正常破骨細胞で
は認められない膜表面分子が検出された。「病的活性化破骨細胞のみを標的とする制御法」を開発する為の基盤
的知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to search and find membrane molecules specific 
to the pathologically activated osteoclasts (PAOC), which acquired the highest bone destruction 
activity. As osteoclasts formed in the presence of IL-1β showed extremely high proton-secretion and
 bone resorbing activity, we have regarded these osteoclasts as PAOC. Data showed a marked 
suppression in the expression of molecules regulating terminal differentiation of normal osteoclasts
 and activation of integrinβ3. By use of the analysis of the cell surface proteins, we have 
detected the cell surface molecule specifically expressed in PAOC. Through this study, we could 
establish the experimental basis for the development of novel therapy targeting only PAOC.

研究分野： 口腔解剖学
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１．研究開始当初の背景 
	 破骨細胞は造血幹細胞に由来するマクロ

ファージ系の前駆細胞どうしの特異的な融

合により形成される大型の多核細胞である。

RANKL 等の破骨細胞分化因子により形成され

た破骨細胞は骨微小環境下、骨吸収に必須の

構造体である刷子縁を形成し最終分化を遂

げる。この過程は「活性化」とも呼ばれ、イ

ンテグリンの活性化等が重要な役割を演ず

る。関節リウマチや歯周病等では激しい骨破

壊が起こるが、これらの病態では破骨細胞が

異常に活性化されている（「病的活性化」と

呼ぶ）。炎症性の骨破壊を起こす破骨細胞は

種々の炎症性サイトカインに暴露されてお

り、細胞表面レセプター等の発現パターンが

正常のものとは異なるものと推定されるが、

病的に活性化された破骨細胞の膜表面分子

については不明な点が多い。申請者らは活発

に骨吸収を営む破骨細胞が高発現する膜表

面分子を免疫学的手法で見出している

（ Takahashi et al. J.Cell.Biochem., 2013, 
Matsubara et al. PLOS ONE 2013, Kukita et al. 
Calcif.Tissue.Int. 1998, J.Immunol.1994）。更に、
本分子に関連した膜表面分子に対する数種

類のモノクローナル抗体を得ている。近年、

破骨細胞分化因子 RANKL を標的とする生物学

的製剤が開発され、非常に有効な薬として実

用化されたが、RANKL は免疫系でも重要な役

割を演ずることから、副作用が懸念される。

以上のような経緯から、正常な骨改造には全

く影響を与えず、病的骨破壊のみを制御する

方法論の開発に関する本研究の着想に至っ

た。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、病的に活性化された破骨細胞
のみが特異的に発現する膜表面分子「病的活
性化破骨細胞膜表面分子 Pathologically	 
Activated	 Osteoclast	 Membrane	 Molecule：
PAOC-MM」を網羅的に検索する。病的骨破壊
部位における PAOC-MM 発現細胞を同定すると
ともに、末梢血中を循環する前駆細胞を検出
する。最終目的として PAOC-MM を分子標的と
する骨破壊制御法を確立する（左下図）。本

研究により、正常な骨改造を温存しつつ病的
骨破壊のみを制御する新しい骨吸収制御法
が誕生する。	 
	 
３．研究の方法 
	 最初に破骨細胞が病的活性化を起す条件、
即ち PAOC を形成する条件を検討した。具体
的には種々の炎症性サイトカインを（単独あ
るいは様々な組み合わせで）マウス骨髄マク
ロファージを用いた破骨細胞形成系に添加
する。形成された破骨細胞を剥離し象牙質片
上に播種し、酸感受性蛍光プローブ RhPM（東
京大学・薬・薬品代謝化学／医・生体情報	 浦
野泰照教授よりご供与）を用いてプロトン産
生を検出するとともに形成された吸収窩の
総面積を測定した。PAOC 形成条件を定め、ウ
エスタンブロット法を用いて細胞接着や破
骨細胞の最終分化に関連する分子について
発現解析を行なった。更に PAOC と正常破骨
細胞の膜表面蛋白質をビオチン標識し、膜表
面分子の発現パターンを比較した。既に得て
いる、破骨細胞特異的モノクローナル抗体に
ついても PAOC との反応性を検討した。	 
	 
４．研究成果	 
破骨細胞分化系に各種炎症性サイトカイ

ンを単独及び種々の組合わせで添加し、最も
高い骨吸収能を有する破骨細胞を形成する
条件を詳細に検討した。その結果、IL-1β の
存在下で形成された破骨細胞が顕著に高い
骨吸収活性を有することがわかった。更に、
pH 依存性蛍光プローブを用いた破骨細胞活
性化のイメージング解析を行ったところ、
IL-1β 存在下に形成された破骨細胞は無刺
激の破骨細胞に比べ明らかに多量のプロト
ン（H＋）を象牙質片に向けて放出することが
わかった。	 	 	 
IL-1β 存在下で形成された破骨細胞を

PAOC と想定し、以下の実験を行なった。正常
な破骨細胞の最終分化段階である Ruffled	 
Border 形成過程、即ち最終分化（「活性化」
とも呼ぶ）においてインテグリンβ３の活性
化が必須である。この段階に正常破骨細胞と
PAOC で差があるかを検討した。インテグリン
β３の活性化に必須の細胞内制御分子である
Kindlin-3 と Talin について蛋白質の発現を
比較したところ、正常破骨細胞に比較して
PAOC ではこれらの分子の著しい発現抑制が
認められた。PAOC では正常破骨細胞とは異な
る活性化機構が働いていることが強く示唆
された。更に、細胞表面分子の発現パターン
を比較したところ、PAOC のみが発現する膜表
面分子を検出することができた。このような
相違点が検出されたことから、PAOC は正常な
破骨細胞とは異なるポピュレーションを形
成している可能性が示唆された（論文リバイ
ス中）。プロテオミクス等の技術を用いた
PAOC-MM の同定・解析とともに、PAOC 特有の
骨吸収機構が存在する可能性についても検
討する必要がある。	 



一方、既に得ている抗破骨細胞モノクロー
ナル抗体について、炎症性骨破壊の場におけ
る破骨細胞との反応性について検討した。そ
の結果、骨表面で骨破壊を行なっている破骨
細胞のみならず、骨面から少し離れた骨髄中
に多数巣状に存在する病的破骨細胞の細胞
膜が特異的に染色され（下図）、このモノク
ローナル抗体によって認識される膜表面抗
原が病的な破骨細胞で高発現していること
を強く示唆する所見を得た。PAOC-MM と関連
性の深い分子である可能性がある。	 

本研究により病的に活性化された破骨細
胞が特異的に発現する膜表面分子が存在す
ることが示された。PAOC-MM を分子標的とす
る新規制御法が開発されれば、「正常な骨改
造を温存しつつ、病的骨破壊のみを鎮静化す
る革新的骨破壊制御法」が創生されることと
なる。このような新規制御法開発の為の重要
な知見が本研究で得られた。	 
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