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研究成果の概要： 

細胞周期が停止した破骨細胞前駆細胞（pOCP; post-mitotic osteoclast precursors）は、破骨細胞

ニッチを形成する。pOCP の存在部位（すなわち破骨細胞ニッチ）を同定するため、pOCP を GFP 標

識できるトランスジェニック（Tg）マウスを開発するため、DNA コンストラクトを作製した。また本研究によ

り M-CSF 受容体の新しいリガンド IL-34 が、破骨細胞ニッチからの破骨細胞供給に関与することを示

唆するデータを得た。 
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１．研究開始当初の背景 
破骨細胞への分化は、骨芽細胞により厳密に調

節されている。骨芽細胞は破骨細胞分化に必

要なM-CSF（マクロファージコロニー刺激因子)と

RANKL（receptor activator of NF-κB ligand）を

発現し、単球/マクロファージ系列の細胞から破

骨細胞の形成を誘導する。破骨細胞は細胞周

期が停止した細胞である。申請者らのグループ

は、前駆細胞から破骨細胞に分化する過程で、

細胞周期の進行と停止が連続して起こることを

見出した。そしてこの細胞周期の停止した破骨

細胞前駆細胞をpOCP（post-mitotic osteoclast 

precursors, 増殖後-前駆細胞）と命名した(第 23

回日本骨代謝学会、演題番号O-079、2005 年)。



次 い で 、 RANKL 欠 損 マ ウ ス と M-CSF 欠 損

（M-CSFop/opマウス）に、それぞれRANKLおよび

M-CSFを投与した時の破骨細胞形成過程を解

析した。この時RANKLおよびM-CSF刺激は，細

胞周期の進行を経ずに前駆細胞から破骨細胞

への分化を誘導することを見出した（2006 年度 

米国骨代謝学会 演題番号F259））。さらに我々

はM-CSFop/opマウスにおいて、活性型ビタミンD3

アナログ（2MD）などの骨吸収促進因子投与す

ると、4 日間で破骨細胞が誘導されることを見出

した(2007 年 日本骨代謝学会プログラム抄録集 

p.228)。近年、細胞周期が停止した造血幹細胞

は，骨髄に接する骨芽細胞によって支持され、

骨芽細胞が造血ニッチを提供することが報告さ

れた（Nature 425:778, 2003）。そこで我々は、骨

芽細胞は造血幹細胞のみならず、細胞周期が

停止した破骨細胞前駆細胞（pOCP）を支持し，

破骨細胞ニッチを提供しているという仮説をたて

た。本研究は、これまでの破骨細胞分化に関す

る研究を基盤に、破骨細胞ニッチを明らかにす

ることを目的としている。 

 
２．研究の目的 

(1) pOCPは、RANKLもしくはM-CSFのい

ずれか一方が存在すれば形成されるの

か？それともRANKLとM-CSFの双方が

なくてもpOCPは形成されるのか？これ

を明らかにするためにRANKLとM-CSF

の二重欠損マウス

(RANKL-/-M-CSFop/op)を作製し、

RANKL投与後の破骨細胞形成過程を

解析する。 

(2) pOCPの形成過程かそれとも、pOCP

以降の破骨細胞形成過程のどちらに

ITAMシグナルが関与しているか？

pOCPの形成を指標に、RANKLおよび

M-CSFシグナルとITAMシグナルの関

係を明らかにする。 

(3) pOCPの生成部位や定着部位(=破骨細

胞ニッチ)および存在時間を明らかに

する。すなわち、RANK, M-CSF受容

体二重陽性で、かつ細胞分裂をしない

もしくは遅い細胞だけを標識できる

トランスジェニックマウスを開発し、

解析する。 

 

３．研究の方法 

最近、M-CSF 受容体の第二のリガンドとして

IL-34 が 発 見 さ れ た (Science 320:807-11, 
2008)。そこで、RANKL-/-M-CSFop/op マウスの解

析を行う前に、IL-34 の破骨細胞形成に対する

役割を in vitro および in vivo 双方で解明する必

要性が生じた。そこで、以下の実験を行った。 

(1) マウス骨髄造血系細胞を用いて、M-CSF

と IL-34 のマクロファージ誘導活性を比較し

た。 

(2) 骨髄 Mφ培養系に RANKL とともに、

M-CSF あるいは IL-34 を添加し、OC 形成

を解析した。 

(3) 1,25D3の標的組織における IL-34の発現を

解析した。 

(4) IL-34 の発現組織である脾臓における

TRAP 陽性細胞の出現について検討した。 

(5) M-CSFop/op マウスにおいて、脾摘を行った

後 2MD を投与し、骨組織における OC 形

成を解析した。 

(6) 当初の計画通り、pOCP を GFP 標識するト

ランスジェニック（Tg）マウスを開発するため、

DNA コンストラクトを作製した。 

 

４．研究成果 

(1) M-CSF と IL-34 のマクロファージ誘導活性

は、同等であった。 

(2) IL-34 の骨髄 Mφ培養系における OC 誘導

活性は 、M-CSF と同等であった。 

(3) M-CSFop/op マウスおよび野生型マウスの双



方において、IL-34 は脾臓での発現が高く、

2MD 投与 24 時間後に更なる発現上昇が

認められた。骨における IL-34 の発現レベ

ルは低く、2MD による発現上昇は認められ

なかった。 

(4) M-CSFop/op マウスにおいて、骨における OC

形成に先行して 2MD 投与 48 時間後に、

脾臓にて TRAP 陽性単核細胞数の増加が

認められた。96 時間後には TRAP 陽性単

核細胞数は、control レベルまでに低下し、

骨において OC 形成を認めた。この結果よ

り、脾臓で生成された TRAP 陽性単核細胞

は、OC 前駆細胞である可能性が示され

た。 

(5) 脾摘した M-CSFop/op マウスにおいて、2MD

投与による骨における OC 形成を認めなか

った。 

 

以上の結果より M-CSFop/op マウスにおいて、脾

臓は 1,25D3 による OC 形成に必須の組織であ

ることが明らかとなった。また、IL-34 は 1,25D3

の新たな標的遺伝子である可能性が示され

た。 

 

(6) RANK+でかつ細胞分裂をしないもしくは遅

い細胞だけを GFP 標識するための DNA コ

ンストラクトを作製した。 
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