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研究成果の概要（和文）：骨吸収に必須のチロシンキナーゼc-Srcは破骨細胞の機能を明らかにすることにより
破骨細胞による骨吸収の分子基盤を解明できると考えられる。我々は、c-Srcと結合する分子を質量分析により
探索し、アクチンの重合に関与するProtein Phosphatase1, regulatory subunit 18 (PPP1r18)を同定した。本
研究では機能的に未知であるPPP1r18の破骨細胞における機能を検討し、PPP1r18はProtein phosphatase 1と結
合し、Srcの機能を負に制御し、破骨細胞の骨吸収活性を抑制することを示唆するデータを得た。

研究成果の概要（英文）：Osteoclasts in tyrosine kinase Src deficient mice that show osteopetrosis 
hardly resorb bone matrix because of disable to attachment to bone matrix. Src organizes actin 
accumulation and regulates actin ring formation for attachment. However molecular mechanisms how Src
 regulates actin ring formation in osteoclasts are not fully understood. We identified an actin 
binding protein PPP1r18 as Src binding protein by mass spectrum analysis. PPP1r18 was expressed and 
localized in actin ring with Src of osteoclasts. These results suggest that PPP1r18 bind to Src and 
involved in actin ring formation. Downregulation of PPP1r18 expression promoted actin ring 
formation. On the other hand, overexpression of PPP1r18 inhibited actin ring formation and bone 
resorption. Mutation of protein phosphatase 1 binding domain of PPP1r18 canceled inhibition of actin
 ring formation by PPP1r18. These results suggest that PPP1r18 negatively regulates actin ring 
formation and bone resorption.

研究分野：機能系基礎歯科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、未曾有の超高齢社会により老化や閉経
などに起因する骨粗鬆症や歯周病などの代
謝性骨疾患が社会問題となっている。正常な
骨組織においては、破骨細胞による骨吸収と
骨芽細胞による骨形成がバランスよく働く
ことにより、体内のカルシウム・リン代謝お
よび骨格が維持されるが、老化や閉経などに
より、このバランスが崩れると上記代謝性骨
疾患となる。 
現在、破骨細胞の細胞死を誘導するビスフォ
スフォネート製剤や破骨細胞の分化を抑制
する抗RANKL抗体が代謝性骨疾患に対する
治療法として広く普及しているが、一方で微
小骨折や歯科領域における顎骨壊死などの
副作用が社会的問題となっている。さらにこ
れらの薬剤は長期に渡り作用することから、
薬剤による骨吸収活性の調節が難しい。 
そのため、細胞の生存や分化ではなく破骨細
胞の骨吸収機能そのものを抑制する薬剤が
あれば骨吸収活性の調節が容易で、上記のよ
うな副作用も少ないことが期待できる。その
ような薬剤開発のためには破骨細胞の骨吸
収活性制御機構を解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 
c-Src 遺伝子欠損マウスは、野生型マウスに
比べて破骨細胞が多数存在するが、破骨細胞
の骨吸収活性が障害されているため大理石
骨病を呈する (P. Soriano, et al. Cell 1991)。
すなわち、c-Src は破骨細胞の分化や生存で
はなく、骨吸収に必須の分子であり、その作
用メカニズムを解明することは破骨細胞に
よる骨吸収の分子基盤を解明できると考え
られる。 
破骨細胞は骨吸収を行う際に F-アクチンの
凝集を促し、特徴的なアクチン細胞骨格構造
である明帯および波状縁形成することによ
り骨吸収の場を構築する(B. Boyce, et al,. J 
Clin Invest. 1992)（図 1）。一方、c-Src遺伝
子欠損マウスの破骨細胞は F-アクチンの凝
集が不完全なため、明帯や波状縁が形成され
ず、骨吸収できない。この結果から、c-Src
は F-アクチンの凝集を介して明帯や波状縁
形成を制御していると考えられている。 
しかし、c-Src が骨吸収に必須の分子である
にもかかわらず、c-Src による破骨細胞の骨
吸収制御の分子基盤は不明な点が多い。そこ
で、この点を解明するために、申請者は後述
の通り c-Src結合分子 PPP1r18を同定した。
本研究では、その機能の解明を試み、c-Src
下流にて骨吸収を制御している分子メカニ
ズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
[1] PPP1r18 の破骨細胞における機能的役割
の解明 
破骨細胞の骨吸収機能に対するPPP1r18の役
割を shRNA を用いた遺伝子ノックダウン
（loss-of function）、あるいは構成的活性

型変体を遺伝子導入し（gain-of function）、
アクチンリング形成を指標に、破骨細胞にお
けるPPP1r18の機能的役割を明らかにする。。 
[2] c-Src と PPP1r18 の破骨細胞吸収に関与
する分子との相互関係の解明 
 c-Src と PPP1r18 の結合あるいはリン酸化
調節による機能的相互関係を明らかにする。
さらに、既知の c-Src 下流にて機能している
分子との相互関係を明らかにする。 
４．研究成果 
4-8 週齢マウス脾臓細胞より破骨細胞を分化
誘導し、PPP1r18 の発現量の変化をウエスタ
ンブロッティング法により検索した結果、
PPP1r18 の発現量は破骨細胞に伴って低下し
た。さらに、免疫蛍光染色の結果、PPP1r18
の局在はアクチンリングおよびSrcの局在と
一致していた。次に、PPP1r18 の破骨細胞に
おける役割を検討するために shRNA により
PPP1r18 をノックダウンした結果、破骨細胞
のアクチンリング形成を促進した。一方、
PPP1r18 を破骨細胞に過剰発現した結果、
PPP1r18 はアクチンリング形成を抑制し、象
牙切片上における骨吸収窩形成を抑制した。
また、PPP1r18 の Protein phosphatase 1  
(PP1) 結合部位を欠損させた変異体を破骨
細胞に過剰発現すると、アクチンリング形成
および骨吸収活性を抑制しなかった。 
以上よりアクチン制御分子 PPP1r18 は Src お
よび PP1との結合により破骨細胞のアクチン
リング形成を制御することが示唆された。 
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