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研究成果の概要（和文）：石灰化制御を含む骨改造制御に関与する新規骨芽細胞特異的膜表面分子（A7抗原）を
見出し解析した。質量分析により候補分子・インスリン受容体様分子(IRLM) を同定した。ウェスタンブロッテ
ィング及び PCR 解析により、IRLMは初代骨芽細胞が発現する膜表面蛋白質であることがわかった。IRLM抗体と
A7抗体を用いてIP/IB法によりA7抗原がIRLMであることを強く示唆する所見を得た。IRLMは特定の培養環境に対
するセンサーの機能を有することが報告されているため、初代骨芽細胞を特定環境で処理したところ、石灰化が
有意に亢進した。骨組織においても本分子が環境センサーとして機能する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have found and analyzed a novel osteoblat-specific cell surface molecule 
（A7 antigen）involving regulation of bone remodeling and calcification. By use of MASS 
spectroscopic analysis, we have identified insulin receptor-like molecule (IRLM) as one candidate 
for A7 antigen. We have obtained lines of evidence showing IRLM is actually expressed on cell 
surface of primary osteoblasts. We have also obtained strong evidence demonstrating that A7 antigen 
is highly associated with IRLM itself by use of IP/IB analysis. IRLM is reported as the sensor for a
 specified culture environment. When primary osteoblasts were treated with the specified culture 
environment, calcification was significantly stimulated. It was suggested that A7 antigen/IRLM acts 
as a sensor for the specific environment in bone tissues.

研究分野： 骨代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新規骨芽細胞特異的膜表面分子が骨改造において制御的な役割を果たしており、特定の環境因子のセンサーとし
て機能する可能性を見出した。本研究から導き出される骨改造制御に関する新しい概念に基づいて、新しい治療
法を開発することが可能となる。超高齢化社会に入り骨疾患者が増加する一方にある我国において、本研究は社
会的意義が極めて深い研究である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

破骨細胞により古い骨が吸収されると、骨芽細胞が骨基質成分を分泌し吸収窩を埋めていく。

この過程が骨組織の複数の箇所で繰り返されることにより、骨の新陳代謝である「骨改造」が行

われる。骨改造開始点に破骨細胞が出現し骨吸収を始めることにより骨改造が始まると考えら

れるが、骨改造の明確な「開始点」の実態については不明の点が多い。RANKL により破骨細胞が

形成されることは良く分かっているが、RANKL が発現される部位に必ずしも破骨細胞が出現する

とは限らない。生体内で骨改造の主役である破骨細胞が出現する正確な部位については未だに

不明の点が多い。また骨芽細胞により骨基質が分泌された後、石灰化が開始されるが、石灰化を

制御する仕組みについても不明の点が多い。 

ところで近年、血管内皮細胞にサブポピュレーションが存在することが明らかにされた。長管

骨の骨幹端には、骨形成細胞に分化する「オステオプロジェニター」の分化を誘導する能力を有

する血管内皮細胞から構成される H 型血管が走っており、骨幹部では造血幹細胞の維持をもっ

ぱら行う L 型血管が走っていることが知られている。破骨細胞分化や機能も血管によって制御

されることが知られているが、血管内皮サブポピュレーションとの関係は分かっていない。 

 

 

２．研究の目的  

 

骨形成細胞である骨芽細胞膜表面上に特異的に発現されると推定される「骨改造制御膜表面

分子」を検索し、プロテオミクス等により分子の解析・同定を行うことを目的とした。また、炎

症性骨破壊における破骨細胞形成制御に血管内皮サブポピュレーションが関与する可能性につ

いても検証することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

抗原として未固定のラット骨肉腫細胞株 ROS17/2.8 細胞クローンを Balb/c マウスの腹腔内に

投与した。免疫を繰り返し、最終免疫の 3 日後に脾臓を摘出した。脾細胞を調製し、マウス骨髄

腫細胞 P3U1 細胞とポリエチレングリコール法を用いて細胞融合後、通法により HAT 選択培地で

培養し、多数のハイブリドーマを得た。抗原細胞特異的に反応する抗体を産生するハイブリドー

マを選択し、限外希釈法によるクローニングを 2 回実施することにより、モノクローナル抗体産

生ハイブリドーマを得た。ラット骨髄細胞を用いた破骨細胞分化系への反応性（染色性及び分化

制御能）も検討した。抗原細胞及び初代骨芽細胞の膜表面に特異的に反応し、且つ破骨細胞分化

を制御するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを得た。ラット骨肉腫細胞株

ROS17/2.8 細胞クローン及び新生仔ラット頭蓋冠由来初代骨芽細胞の細胞膜表面蛋白質をビオ

チン化後、或いは細胞をそのまま、RIPA バッファーにて可溶化した。A7Mab 結合 Dynabeads 

Protein G を用いて免疫沈降を行った。ビオチン化膜表面蛋白質については SDS-PAGE 後、メン

ブレンに転写し、ストレプトアビジン-HRP を用いて膜表面抗原を検出した。Whole cell lysate

については、免疫沈降物をトリフルオロ酢酸（TFA）により溶出し SDS-PAGE 後、質量分析用の銀

染色を施し、検出されたバンドについて質量分析を行った。質量分析によって同定された候補分

子の発現を rtPCR 法 および免疫沈降・ウェスタンブロッティング（IP/IB）法により確認した。



更に初代骨芽細胞について、特定の培養環境の石灰化への影響について検討した。A7 抗原の組

織学的発現パターンを共焦点レーザー顕微鏡等を用いて解析した。アジュバント関節炎ラット

及び正常ラットの距腿関節を含む組織の凍結切片を作成し、病理組織学的検定に用いた。破骨細

胞マーカーとしてカテプシン K、H 型血管内皮細胞のマーカーとしてエンドムチンを用い、それ

ぞれ特異的抗体により検出した。 

 
 
４．研究成果 
 

（１） 骨改造制御に関与すると考えられ

る新規骨芽細胞特異的膜表面分子

（ A7 抗原）を見出し報告した

（Badawy T. et al. Laboratory 

Investigation 2019）（右図）。Ａ７

抗原を特異的モノクローナル抗体

（A7 Mab）で刺激すると破骨細胞

形成が穏和に促進された。Ａ７抗

原の発現は骨芽細胞に非常に特異

的であり、骨芽細胞の一部のポピ

ュレーションと骨基質に埋没した

ばかりの骨芽細胞（骨細胞）が発現

していた。A7 Mab を用いた架橋実

験（クロスリンキング実験）を行っ

たところ、初代骨芽細胞の石灰化が A7 Mab の添加により強力に抑制されることが分か

った（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２） 質量分析により推定された候補分子としてインスリン受容体様分子(IRLM) を同定した。

ウェスタンブロッティング法および rtPCR 解析により、IRLMは初代骨芽細胞が発現す

る膜表面蛋白質であることを確認した。IRLM抗体と A7 Mabを用いて IP/IB法により解

析したところ、A7抗原が IRLMであることを強く示唆する所見を得た。 



（３） IRLMは特定の培養環境に対するセンサーの機能を有することが報告されているため、初

代骨芽細胞をその培養環境で処理したところ、石灰化が有意に亢進した。骨組織におい

ても本分子が環境因子センサーとして機能する可能性が示唆された。なお、骨肉腫細胞

が短いタイプの IRLM を主として発現することを示唆する所見も得られ、短いタイプの

IRLMの発現が骨肉腫の病態と関連性がある可能性が示唆された。本研究により骨芽細胞

が特異的に発現する IRLM が石灰化を制御する可能性が強く示唆された。 

 

（４）組織学的解析により A7 抗原陽性骨芽細胞と破骨細胞が近接して存在する傾向と、破骨細

胞がエンドムチン陽性血管内皮細胞で構成される H 型血管と密接して存在することがわ

かった。破骨細胞形成が A7 抗原陽性骨芽細胞ポピュレーションと H 型血管による制御を

受けているものと考えられた。 

 

（５）本研究より骨改造に於いて A7 抗原を発現する骨芽細胞が制御的な役割を果たしているこ

とと、特定の血管により骨改造が制御されている可能性が強く示唆された。骨改造の新規

制御法を開発する為の基礎的且つユニークな知見が本研究により得られた（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（６）本研究により、環境センサーを介した骨改造制御に関する新しい概念が構築されること

となり、この概念に基づいた新規骨代謝制御法が誕生することとなる。骨疾患を有する

患者の数が増加の一途をたどっている超高齢化社会の我国において、本研究は非常に

有益な研究であると思われる。このように本研究は社会的にも極めて意義深い研究で

あると思われる。 
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