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研究成果の概要：骨を壊す細胞である破骨細胞の働きが過剰になると、骨粗鬆症などの疾患が

生じる。本研究では、（１）破骨細胞からトランスサイトーシス経路により L-グルタミン酸が

分泌される、（２）その過程にカルシウム及びカルシウム依存性プロテインキナーゼが関与する、

（３）L-グルタミン酸により骨吸収が抑制される、（４）破骨細胞から L-グルタミン酸が分泌

されないマウスでは骨吸収が亢進し、骨量が減少する、ということを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

 破骨細胞は骨を消化し、発生した骨分

解産物をエンドサイトーシスにより細胞内

へと吸収し、骨吸収面とは反対の機能的分

泌領域から細胞外へ放出すると考えられて

いる。この過程はトランスサイトーシスと

呼ばれ、破骨細胞の非常に重要な機能であ

ると考えられている。しかし、その詳細な

分子機構は不明である。 

我々は破骨細胞からのL-グルタミン酸分

泌に関して以下の５点を明らかにしていた。 

（１）破骨細胞の骨分解産物を含有するトラ

ンスサイトーシス小胞に小胞型グルタミン

酸輸送体(Vesicular glutamate transporter; 



VGLUT) 1 が発現している。（２）L-グルタ

ミン酸が、トランスサイトーシス小胞内に濃

縮されており、高カリウム刺激または、ATP
刺激により骨分解産物と共に細胞外へと分

泌される。（３）トランスサイトーシスを介

した L-グルタミン酸と骨分解産物の分泌は

カルシウム、cAMP 及び温度に依存的な制御

された過程である。（４）分泌された L-グル

タミン酸が自身に発現している代謝型グル

タミン酸受容体(mGluR8)に作用して、トラ

ンスサイトーシスと骨吸収を抑制する。（５）

VGLUT1 を欠損したマウス（VGLUT1 KO
マウス）は骨粗鬆症様の形質を示す。 

 

２．研究の目的 
研究の背景に示した（１）から（５）の

結果は、トランスサイトーシスにより破骨

細胞から分泌されるL-グルタミン酸が、オ

ートクライン的な負の制御因子として機能

していることを示している。しかしながら、

L-グルタミン酸分泌（トランスサイトーシ

ス）のメカニズム及び骨組織におけるグル

タミン酸の詳細な役割については不明であ

る。それらを解明することは、L-グルタミ

ン酸シグナルによる骨代謝制御を明らかに

する上で解決するべき課題であると考えた。

そこで、（1）破骨細胞からのL-グルタミン

酸分泌を指標としてトランスサイトーシス

の分子機構を明らかにすること、（２）

VGLUT1 KOマウスの形質をより詳細に

検討し、L-グルタミン酸シグナルの生理的

な役割を明らかにすること、の２点を本研

究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）破骨細胞からの L-グルタミン酸分泌 
 １～２日齢 ddY マウスの頭蓋冠から骨芽

細胞を調製し、６週齢 ddY マウスの骨髄細胞

と活性型ビタミン D3 存在下で７日間共存培

養し、多核の破骨細胞が形成された時点でト

リプシン処理により骨芽細胞を除去した。６

時間後、リンガー液に置換し、50 mM 塩化

カリウムまたは 1 mM ATP を含むリンガー

液により刺激した。阻害剤は、刺激の 30 分

前から添加した。 
 
（２）骨形態計測 
 8 週齢及び 16 週齢のマウスに、テトラサイ

クリンを腹腔投与した。8 週齢の場合は 2 日

後、16 週齢の場合は 3 日後にカルセインを腹

腔投与し、その 2 日後に屠殺した。腰椎、大

腿骨及び脛骨を採取した。計測は、伊藤骨形

態計測研究所に依頼した。 
 
（３）マイクロ CT による骨量測定。 
 8 週齢及び 16 週齢のマウスから大腿骨を

採取し、遠心側の成長板から、1 mm 下を基

点として、そこから 1.5 mm の範囲の CT 像

をコンピューターで解析し、骨組織量に対す

る骨量の比を算出した。 
 
（４）血清骨代謝パラメーターの測定 
 8 週齢のマウスから得た血清中に含まれる

骨形成マーカーであるアルカリホスファタ

ーゼ(ALP)の活性を測定キットにより定量し

た。骨吸収マーカーである TRACP5b 量につ

いては、ELISA キットにより定量した。 
 

（５）炎症モデルマウス 

 関節に炎症を起こすモデルである、Tumor  
Necrosis Factor (TNF)-αトランスジェニッ 
ク (Tg)マウスを購入し、VGLUT1 へテロ欠

損マウスと掛け合わせた。VGLUT1 へテロ

欠損でかつTNF-α Tgであるマウス同士を掛

け合わせ、VGLUT1 KO TNF-α Tg マウスを

得た。炎症の程度を評価するため、四肢の腫

脹部の幅を測定し、TNF-α Tg ではないマウ

スと比較した。 
  
（６）L-グルタミン酸不含培地を用いた骨吸

収活性測定系 
 骨吸収活性を測定する際に用いられる培

地（α-MEM）には、高濃度（約 500 μM）の

L-グルタミン酸が含まれている。また、そこ

に添加するウシ血清（FBS）にも L-グルタミ

ン酸が約 100 μM 含まれている。そのため、 



L-グルタミン酸の骨吸収抑制効果は、L-グル

タミン酸受容体の阻害剤を用いた間接的な

知見であった。 
 骨器官培養に用いられる BGJb 培地には、

L-グルタミン酸が含まれていない。この培地

単独では、破骨細胞の生存を維持できず、骨

吸収活性を測定できなかった。そこで、0.5 %
ウシアルブミンを添加することで、破骨細胞

の生存が維持され、L-グルタミン酸を含まな

い培地を用いて骨吸収活性を評価する系を

確立できた。 
 
４．研究成果 

（１）トランスサイトーシスの分子基盤の

解明 

トランスサイトーシスによるL-グルタミン

酸分泌にたいするおけるcAMP依存性プロテ

インキナーゼ(PKA)及びカルシウム依存性プ

ロテインキナーゼ(PKC)の関与を調べた。高

カリウムまたはATP刺激による破骨細胞から

のL-グルタミン酸分泌は、PKC阻害剤である

カルフォスチンCにより濃度依存的に阻害さ

れ、500 nMで完全に阻害された。しかし、PKA
阻害剤であるKT5720は、1 μMでもほとんど

阻害効果を示さなかった。このことから、ト

ランスサイトーシスは、カルシウム、PKC、

cAMPに依存的でPKAに非依存的な経路によ

り起こることが示唆された。 

 

（２）VGLUT1 KOマウスの骨及び骨代謝

についての解析 

8 週齢及び 16 週齢の野生型及び VGLUT1 
KO マウスについて骨形態計測、マイクロ CT
による骨量測定を行った。8 週齢マウスにつ

いては血清骨代謝パラメーターについても

測定した。8 週齢マウスでは、骨吸収パラメ

ーターであるTRACP5bと骨形成パラメータ

ーである ALP 活性が VGLUT1 KO マウスで

共に上昇していた。骨形態計測でも 8 週齢で

は、骨形成速度、骨吸収速度ともに VGLUT1 
KO マウスで増加しており、骨代謝回転が亢

進していることが明らかになった。しかし、

16 週齢においては、骨吸収速度、骨形成速度

共に野生型及び VGLUT1 KO マウスで有意

差が認められなかった。骨量については、8
週齢では有意差がなく、16 週齢では、

VGLUT1 KO マウスで 10～15％程度低下し

ていた。個体数を増やした解析により、これ

は、有意な差であることを確認した。     
 
（３）炎症性モデルにおけるVGLUT1 KO

マウスの骨及び骨代謝についての解析 
 炎症とそれに伴う骨破壊に対する 
VGLUT1の影響を調べた。TNF-α Tgマウス 
は、12週齢頃から、関節の腫脹が見られ、16 
週齢では関節の変形も認められた。VGLUT1  
KOでかつTNF-α Tgであるマウスでも、関節 
の腫脹と変形は同程度に認められ、VGLUT1 
の有無は、炎症による腫脹には影響を与えな 
いことが示唆された。現在、これらのマウス 
の骨を解析中である。 
  
（４）L-グルタミン酸による骨吸収抑制効果

の直接的評価 
 L-グルタミン酸を含まない培地を用いた

骨吸収活性評価系を確立した。その系を用い

て、L-グルタミン酸に、骨吸収活性を40％程

度抑制する作用があることを明らかにした。 
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