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研究成果の概要（和文）：骨は常に新しい細胞で置き換わっている。しかし、骨吸収から骨形成の転換が起こる
きっかけについては分かっていない。我々は軟組織中に破骨細胞様細胞を分化させることに成功し、その領域に
骨芽細胞マーカーであるアルカリフォスファターゼ陽性細胞を認めた。そのため骨吸収が終わり骨形成に移行す
る際に骨形成を担う細胞を吸収窩に遊走させるのは破骨細胞由来液性因子であると考えた。in vitroで分化させ
た破骨細胞は間葉系幹細胞の遊走を促進した。破骨細胞が産生するスフィンゴシン-1-リン酸 (S1P)にもその遊
走活性を見出した。現在S1P産生分泌に関わるSphk2ノックアウト細胞樹立を試みており、さらに研究を進める。

研究成果の概要（英文）：Bone is always renewed by new bone forming cells after bone resorption. It 
is not known the mechanism by which the bone forming cells migrate to bone resorption site after the
 resorption. We found that alkaline phosphatase-positive bone forming cells exist around 
osteoclast-like cell differentiated in soft tissues. Therefore, we hypothesized that 
osteoclast-derived fluid factor will attract bone forming cells. In our experiment, osteoclast but 
not macrophage secreted migration factor for mesenchymal stem cells (MSCs) in vitro. Furthermore, 
MSCs migration was evoked by sphingosine-1-phosphate (S1P) gradient. We are trying to establish 
knockout cell line of Sphk2, sphingosine kinase 2. Sphk2 KO cell will be an essential tool to 
investigate precise mechanism by which osteoblast forming cell migrate in bone resorption area.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 破骨細胞　間葉系幹細胞　遊走因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨粗鬆症は超高齢化社会の日本においては重要な問題である。治療薬として、破骨細胞分化阻害薬は開発されて
いるが、骨形成を促進させる効果を示したものはまだない。そこで、骨吸収から骨形成に転換する因子について
研究を行い、破骨細胞が産生分泌するS1Pに骨形成細胞の遊走因子であることが示唆され、今後の骨粗鬆症の治
療に役立つと考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
骨は１年に約２５％が新しい細胞で置き換わっていると言われている。その代謝を担っている

のが骨芽細胞と破骨細胞であることは良く知られており、破骨細胞が古い骨を溶解した後、その

場所に骨芽細胞が遊走し骨基質を分泌して新しい骨を作る。その際に骨芽細胞は何を目印に遊

走してくるのであろうか？現在、破骨細胞による骨吸収後、吸収窩の補填をおこなう骨芽細胞は

吸収窩周囲の骨芽細胞または骨髄由来間葉系幹細胞が遊走してくると考えられている。骨吸収

がおこなわれている局所には必ず破骨細胞が存在することから、我々は破骨細胞が骨芽細胞遊

走因子を分泌する可能性考えた。 
 
２．研究の目的 

 
我々は破骨細胞が骨芽細胞系細胞に対する遊走因子を分泌する可能性を調べることとした。本

研究はその因子を同定し、in virto および in vivo でその重要性を証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
（１）マウスの軟組織中で破骨細胞を分化させることによる異所性石灰化の誘導 

RANKL と M-CSF を発現させた HeLa 細胞や MIH3T3 細胞またはマウス皮膚線維芽細胞を Rag1-/-マ

ウスの背部に移植し、軟組織中で破骨細胞様細胞を分化させて異所性石灰化が起こるか否かに

ついて実験を行った。 

（２）破骨細胞が分泌する骨芽細胞系遊走因子が間葉系幹細胞を遊走させる可能性を確かめる

ために、マウス由来間葉系幹細胞の培養を開始した。 

（３）S1P が間葉系幹細胞遊走促進作用を有するかについて検討した。 

（４）破骨細胞から分泌される間葉系幹細胞遊走因子の候補が S1P(sphingosine 1-phosphate)

可能性を考え、データーベース(BioGPS, http://biogps.org/#goto=welcome)より Spns2および

Sphk2 が S1P 合成分泌経路に関わることから、破骨細胞の前駆細胞として用いられる RAW264.7

細胞の Sphk2をノックアウトする試みを行なった。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）マウスの軟組織中で破骨細胞を分化させることによる異所性石灰化の誘導 

RANKL, M-CSF 発現線維芽細胞の樹立 



マウス皮膚よりマウス皮膚線維芽細胞(MDF)の培養をおこない、レトロウイルスによる遺伝子導

入法を用いて RANKL と M-CSF を発現させた(MDF-RANKL+M-CSF)。 MDF-RANKL+M-CSF が破骨細胞

支持能を有するか否かを in vitro における骨髄細胞（BMC）と共培養することにより確かめた

（未発表、図１）。図１に見られる様に MDF-RANKL+M-CSF + BMC では多数の多核破骨細胞様細

胞が認められた。 

 

図１） 

左、Control MDF + BMC 

右、MDF-RANKL+M-CSF + BMC (多核破骨細胞様細胞が観察される) 

 

RANKL, M-CSF 発現線維芽細胞の樹立 

Control MDFおよびMDF-RANKL+M-CSFを各5×105個、コラーゲンスポンジ(Aterocollagen Sponge 

MIGHTY)に培養したのち、Rag1-/-マウスの背部皮下に移植し、経時的に観察した（未発表、図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２）上、移植直後 ；下左、２週後 ；下右７週後 

癌細胞ではなく、正常線維芽細胞を使用したにもかかわらず、移植組織の肥大化、脱落が認めら

れた。そこで、移植する前にマイトマイシン処理を行ってみたが、in vivo での長期の生存は難

しく、現在もまだこの課題については検討中である。 

 

 

MDF-RANKL 
+M-CSF 

MDF 



（２）破骨細胞が分泌する骨芽細胞系遊走因子が間葉系幹細胞を遊走させる可能性を確かめる。 

間葉系幹細胞は R26R-H2B-EGFP (理研、CDB0203K、cre recombinase活性により細胞核で EGFP

が発現する)と osx-cre-GFP（osterix promoter 依存的に cre recombinase を発現する）を交配し、得

られた osx-cre-GFP 陽性の仔の骨髄から培養することにより得た。8μm 穴の膜を有したカルチ

ャーインサートを隔てて下層に骨髄由来マクロファージ(BMM)インサート内に間葉系幹細胞

(MSC)を入れて、経時的に膜の下に遊走してくる MSC を観察した（未発表、図３） 

図３）破骨細胞との共培養により遊走してくる MSC の数は多くなっている。 

 

（３）破骨細胞から分泌される間葉系幹細胞遊走因子の候補としての S1P の遊走能 

カルチャーインサートを用いて、（２）同様に S1P に対する MSC の遊走能を調べた（未発表、図

４）。 

図４）S1P の濃度に依存してMSC の遊走が認められた。 

 

（４）データーベース(BioGPS)より破骨細胞では Spns2 および Sphk2 が S1P 合成分泌経路に関

わることから、破骨細胞の前駆細胞として用いられる RAW264.7細胞の Sphk2を Crispr/Cas9法

を用いてノックアウトする試みを行なった。Sphk2に対するガイド RNA のターゲットを図５に示

さ れ る 様 に 設 計 し た

(http://crispr.dbcls.jp) 。 Guide-it 

CRISPR/Cas9 system のマニュアルに従い、

ガイド RNA、Cas9、tdTomato を発現するベク

ターを構築し、RAW264.7 細胞にリポフェク

トアミン２０００を用いてプラスミドを導



入した。翌日、tdTomato 陽性の細胞を 96 穴プレートに（１細胞/１穴）ソーティングした。目

的の変異が入ったものを選択するために得られた単一細胞由来細胞株の DNA をシークエンスを

実施しているが、今のところまだ得られていない。今後さらにクローンをスクリーニングする必

要がある。 

 

図５）ガイド RNA target の検索 
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