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研究成果の概要：破骨細胞は造血幹細胞に由来し、骨微小環境下に形成された単核の

破骨前駆細胞どうしが融合することにより大型で多核の破骨細胞が形成される。更に

骨芽細胞や骨基質から提供される刺激を受け、骨吸収機能に必須の形態学的超構造で

あるruffled border（刷子縁）が形成される（しばしば｢活性化｣という言葉で表現さ

れる）と、破骨細胞の活発な骨吸収が始まる。破骨細胞分化因子RANKLとその受容体で

あるRANKの発見により、分化シグナルに関する知見は急速に集積されつつあるが大規

模な形態学的変化を伴う破骨細胞の「活性化」とその制御機構に関しては不明の点が

多い。本研究では、破骨細胞の活性化に伴う特異的膜タンパク質の同定と破骨細胞の

機能発現に伴う形態学的な動態解析を行い破骨細胞活性化の制御機構の一端を解明す

ることを目的とする。破骨細胞を認識するモノクローナル抗体の1つを用いた免疫アフ

ィニティークロマトグラフィーにより抗原の精製を行いSDS電気泳動後、LC-MASS を用

いた質量分析を行った。候補蛋白質の1つとしてガレクチン３が検出されたが、ガレク

チン３が抗原そのものであるのか、あるいは抗原に会合した分子であるのか、に関し

ては特定できなかった。ところで、ガレクチン３はMac２抗原として破骨細胞が発現す

ることが報告されているが、その機能は分かっていなかった。特異的siRNAによりガレ

クチン３の遺伝子発現阻止を行い分化における機能を解析したが、破骨細胞分化への

関与は認められなかった。そこでリコンビナントガレクチン３をRANKLに依存した破骨

細胞分化系に添加したところ、破骨細胞の形成が顕著に阻害された。アジュバント関

節炎ラットの系でも関節腔にガレクチン３を投与すると破骨細胞の形成が抑制され骨

吸収が軽減されることがわかった。本研究より、ガレクチン３が破骨細胞の活性化を

制御する重要な制御因子であることが強く示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 

未曾有の高齢化社会を迎えている我国に

於いて、高齢者のQuality of Life (QOL)を

確保することが社会的な重要課題となって

いる。骨粗鬆症等による骨の脆弱化は高齢者

のQOLを著しく低下させる要因となる。大腿

骨頸部の骨折や腰椎の圧迫骨折などの場合、

生涯、寝たきりになるケースも多い。歯科領

域に於いては歯周病に伴う歯槽骨破壊によ

り歯を喪失するケースが多く、また、骨粗鬆

症による歯槽骨の脆弱化により入歯の装着

やインプラント療法に支障をきたすなど、骨

の脆弱化が高齢者のQOLを著しく低下させて

いる。このような骨の脆弱化の主たる要因と

なる細胞が骨吸収細胞である破骨細胞であ

る。また、この細胞は骨の新陳代謝即ち｢骨

改造｣に於いても鍵となる細胞であり

（ Martin T.J.& Sim N.A. TRENDS in 

Mol.Biol.11:76- 81,2005）、この細胞の活

性をどのように制御するかが骨の健康状態

の保持にとり重要なポイントとなる。破骨細

胞は造血幹細胞に由来し、骨微小環境下に形

成された単核の破骨前駆細胞どうしが融合

することにより大型で多核の破骨細胞が形

成される。更に骨芽細胞や骨基質から提供さ

れる刺激を受け、骨吸収機能に必須の形態学

的超構造であるruffled border（刷子縁）が

形成されると、破骨細胞の活発な骨吸収が始

まる（この段階はしばしば）「活性化」とい

う言葉で表現される）。破骨細胞分化因子

RANKLとその受容体であるRANKの発見により、

分化シグナルに関する知見は急速に集積さ

れつつあるが（Koga T. & Takayanagi H. 実

験医学シリーズ「骨研究がわかる」羊土社

WJ26:49-57,2005）、大規模な形態学的変化

を伴う破骨細胞の「活性化」とその制御機構

に関しては不明の点が多い。申請者らは活発

に骨吸収を営む破骨細胞が膜表面上に高発

現する分子（「活性化抗原 Kat1抗原」）を

見出した。Kat1抗原は破骨細胞特異的膜表面

蛋白質であり、その発現量は破骨細胞の活性

（骨吸収能）と正の相関性を示し、吸収活性

を喪失した破骨細胞の膜表面ではKat1抗原

は全く検出されない。また、骨吸収アッセイ

に於いて抗Kat1抗原モノクローナル抗体は

骨吸収を阻害する。このようにKat1抗原は骨

吸収制御能を有するユニークな膜蛋白質で

あ る （ Kukita T. et al. 

J.Immunol.153:5265-5273,1994,Kukita T. 

et al. Calcif.Tissue Int. 

63:148-153,1998）。最近、申請者らは、活

性化された破骨細胞に対する新たなモノク

ローナル抗体の作成を行ない、ビオチン標識

した抗Kat1抗原モノクローナル抗体の活性

化破骨細胞膜表面への結合を阻害する一連

のモノクローナル抗体シリーズの作成に成

功した。一連の抗体の中にはKat1抗原を認識

するものの他に、異なる分子量の抗原を認識

するものがいくつか得られると予想した。骨

吸収制御能を有するKat1抗原は複数の膜分

子と破骨細胞膜表面で複合体を形成してい

る可能性がある。申請者らは以前にKat1抗原

が破骨細胞機能を負に調節するホルモン・カ

ルシトニンの受容体と相互作用することを

見出している。活性化された破骨細胞の膜表

面にはKat1抗原を中核とする「骨吸収制御膜
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表面分子（BRRM）複合体」が存在することが

推定される。 

 

２．研究の目的 

本研究では、破骨細胞が発現する「BRRM

複合体」を構成する膜蛋白質を分子免疫学的

に同定することにより実体解明を行うとと

もに、破骨細胞の活性化に伴う「BRRM 複合

体」形成過程の形態学的な動態解析を行う。

本研究により、破骨細胞活性化の制御機構が

解明されることとなる。具体的には次の事柄

を行う。新規モノクローナル抗体シリーズが

認識するそれぞれの抗原分子（iKat1 抗原）

について、免疫学的な純化を行った後、質量

分析を用いた同定を行う。抗原分子のアミノ

酸配列情報を基に全長 cDNA を単離する。得

られた cDNA を発現ベクターに組込み哺乳

動物細胞に発現させ、RANK あるいはカルシ

トニン受容体との相互作用を調べる。 申請

者らが既に得ている抗 Kat1 抗原モノクロー

ナル抗体及び新規シリーズモノクローナル

抗体を異なる色の蛍光色素で標識する。破骨

細胞の活性化及び機能喪失過程に於ける

BRRM 複合体構成要素の破骨細胞膜表面に

於ける形態学的動態を共焦点レーザー顕微

鏡を用いて解析する。新生仔ラットや卵巣摘

出ラット等の破骨細胞機能が亢進された状

態の動物における BRRM 複合体構成要素の

発現パターンを解析し、骨形態計測に於ける

活性化破骨細胞の新指標としての応用を検

討する。 新生仔ラットにモノクローナル抗

体 iKat1 シリーズを投与することにより、歯

の萌出への影響を検討する。 代謝性骨疾患

のモデルとして卵巣摘出ラット（骨粗鬆症ラ

ット）を、また炎症性骨破壊のモデルとして

アジュバント関節炎ラット（慢性関節リウマ

チのモデル）を用い、新規モノクローナル抗

体シリーズを投与することによる骨破壊抑

制効果を病理組織学的に解析する。本研究に

より活性化破骨細胞が発現する BRRM 複合

体の全貌が解明され、活性化破骨細胞を標的

とする骨代謝制御が可能になるものと思わ

れる。 

 
３．研究の方法 

ラット骨髄細胞培養系で形成された活性

の高い破骨細胞膜表面を蛍光標識し、穏和な

条件下で可溶化する。申請者が既に得ている

シリーズモノクローナル抗体による免疫沈

降を各々の抗体について行う。SDS-PAGEによ

り分離後、抗原のバンドを切り出し、トリプ

シン消化を行いペプチド断片を調製する。

LC-MASSによる質量分析を行い抗原蛋白質の

同定を行う。免疫沈降法がうまくいかない場

合、方法を切り替え、イムノアフィニティー

クロマトグラフィーによる抗原の純化を行

う。 

 

４．研究成果 

本研究では、破骨細胞の活性化に伴う特異

的膜タンパク質の同定と破骨細胞の機能発

現に伴う形態学的な動態解析を行い破骨細

胞活性化の制御機構の一端を解明すること

を目的とした。破骨細胞を認識するモノクロ

ーナル抗体の1つを用いた免疫アフィニティ

ークロマトグラフィーにより抗原の精製を

試みた。TFAにより溶出後SDS電気泳動により

分離し、銀染色を行った。複数のバンドが得

られたが、強染するバンドのみを切り出した

後、通法によりトリプシン消化によりペプチ

ド断片を得た。LC-MASS を用いた質量分析を

行った結果、候補蛋白質の1つとしてガレク

チン３が検出された。ガレクチン３が抗原そ

のものであるのか、あるいは抗原に会合した

分子であるのかに関しては期間中に特定で

きず、更なる研究が必要である。ところで、



 4

ガレクチン３はMac２抗原として破骨細胞が

発現することが報告されているもののその

機能は分かっていなかった。特異的siRNAに

よりガレクチン３遺伝子発現阻止を行い分

化における機能を解析したが破骨細胞分化

への関与は認められなかった。一方、ウエス

タンブロッティング及び免疫組織学的解析

により、アジュバント関節炎の骨破壊部位に

浸潤した多数の炎症細胞がガレクチン３を

高発現することを見出した。炎症領域におけ

るガレクチン３の役割を検討する為にリコ

ンビナントガレクチン３を破骨細胞分化系

に添加したところ、破骨細胞の形成が顕著に

阻害された（右図Ａ，Ｂ，Ｃ）。ＭＴＴアッ

セイではガレクチン３は細胞増殖に影響を

与えなかったので、ガレクチン３により破骨

細胞の分化が特異的に抑制されることが判

明した。更にガレクチン３の生体内投与実験

でその機能を確認した。実験的関節炎発症系

であるアジュバント関節炎ラットを用いて、

関節腔にガレクチン３を投与すると破骨細

胞の形成が顕著に抑制され関節炎に伴う骨

破壊が軽減されることがわかった。本研究は、

ガレクチン３が破骨細胞の活性化を制御す

る重要な制御因子である可能性を強く示唆

するものである。今後、ガレクチン３そのも

のの「BRRM複合体」への関与についても検

討を進めていく必要がある。 

 

 

図 ガレクチン３は破骨細胞形成を抑制する 

 Ａ及びＢ：ＲＡＷ－Ｄ細胞を用いた破骨細胞形成系 

 Ｃ：ストローマ細胞を除去した骨髄細胞を用いた 

破骨細胞形成系 
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