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研究成果の概要（和文）：骨リモデリングにおいて骨吸収を担う破骨細胞が、古い骨をどうやって認識するの
か、未だ解明されていない。私たちはパターン認識受容体に着目し、破骨細胞に複数のパターン認識受容体が特
異的に発現していることを発見していた。本研究では、古い骨の認識分子を、これらパターン認識受容体の中か
ら、同定することを目指した。そして、ゲノム編集により複数の候補分子ノックアウトマウスの作製に成功し
た。予想に反して、パターン認識受容体A遺伝子の破壊は、破骨細胞の分化を強く促進した。本研究成果は、破
骨細胞の骨認識を標的とした、骨粗鬆症治療薬の開発につながるものである。

研究成果の概要（英文）：How osteoclasts recognize old bone remains to be elucidated. We focused on 
pattern recognition receptors and found that some pattern recognition receptors are specifically 
expressed on osteoclasts. In this study, we aimed to identify old bone recognition molecules from 
these pattern recognition receptors. We then generated some knockout mice of candidate molecules in 
mice by genome editing. Contrary to expectations, disruption of the pattern recognition receptor A 
gene strongly promoted osteoclast differentiation. This result showed that gene A might contribute 
to the recognition of new bone.

研究分野： 骨代謝、ゲノム編集

キーワード： 破骨細胞　ゲノム編集　マウス　発生工学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、遺伝子Aが新しい骨を認識して破骨細胞の形成を抑え、骨吸収を避ける分子である可能性を、世
界に先駆けて発見した。このような分子の報告はほとんどなく、この分子を活性化させるような新たな骨粗鬆症
治療薬の開発につながる可能性がある。

※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 

超高齢化社会の到来により、骨粗鬆症の患者が急速に増加している。これは大きな
社会問題となっており、骨リモデリングの異常が原因であることが明らかである。骨リモデ
リングは、破骨細胞と骨芽細胞が協調して、古くなった骨を新しい骨に置き換える現象であ
る。しかし、古い骨をどうやって認識し、骨吸収をしているか、その分子メカニズムは十分
に解明されていない。古い骨の認識すなわち骨の鮮度を判別する分子の発見が待たれている。 

パターン認識受容体は、外来の生物の侵入や、ダメージを受けた組織の認識を行な
っている。私たちは、古くなっている骨にはダメージを受けた印があり、それを破骨細胞が
発現するパターン認識受容体により認識して、破骨細胞が分化する部位や骨吸収部位の決定
を行なっている可能性を考えた。 

 
２．研究の目的 

以上の背景より、本課題では、古い骨の認識を担う分子を、パターン認識受容体から探
索し、破骨細胞の分化と機能への寄与を明らかにすることを目的とした。そのために、CRISPR-
Cas9 システムを用いて、候補遺伝子の変異マウスの樹立と解析をおこなった。 

 
３．研究の方法 

候補分子の 3遺伝子に対するターゲット配列を CRISPRdirect software を用いて決
定した。ターゲット配列を含む crRNA と tracrRNA をアニーリングして、gRNA を作製した。
これと Cas9 protein と室温で 15分反応させ、Cas9/gRNA 複合体を作製した。 

C57BL6 マウスより、in vitro fertilization にて受精卵を作製した。Cas9/gRNA 複
合体を含む Opti-MEM を電極液とし、受精卵を電極中に並べ、エレクトロポレーターNEPA21 に
より導入した。電気条件は 30 V (3 msec ON + 97 msec OFF) x 5 であった。洗浄後、２細胞
期まで発生させ、これを偽妊娠マウスに移植して、仔マウスを得た。 

仔マウス尾のゲノム DNA よりジェノタイピングし、変異マウス個体を同定した。WT
マウスと変異マウスから骨髄マクロファージを取得し、RANKL と M-CSF により破骨細胞の分
化誘導を行なった。酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性による酵素化学的な細胞染色法に
より破骨細胞の検出を行なった。また、多核の細胞を破骨細胞と定義して、破骨細胞数を定
量化した。 

 
４．研究成果 

In silico 解析により、破骨細胞特異的に発現しているパターン認識受容体 A、B、
C 遺伝子を、古い骨を認識する受容体候補分子とした。これら 3 遺伝子を同時に CRISPR-Cas9
システムによりノックアウトすることを試みた。残念ながら、3 遺伝子同時に破壊された仔
マウスを得ることはできなかった。しかし、A 遺伝子と B 遺伝子の 2 遺伝子が同時に破壊さ
れた仔マウスや A、B遺伝子をそれぞれ単独に破壊された仔マウスを得ることに成功した。現
在、系統樹立を進めている。 

また、A遺伝子が破壊された F0 マウスより骨髄を採取し、骨髄マクロファージを誘
導後、破骨細胞の分化を誘導した結果、下の図に示すように、予想に反して分化が強く促進
された。加えて、A遺伝子と
B遺伝子を同時に破壊した骨
髄マクロファージからの破
骨細胞も、A遺伝子破壊骨髄
マクロファージからの分化
とおよそ同じ結果であった。
このことから遺伝子 A は破
骨細胞の分化を抑制してい
る分子であることが示唆さ
れた。現在、系統樹立後のマ
ウスを用いて解析を進めて
いる。 

本研究成果は、古
くない骨を認識する分子、す
なわち新しい骨を認識して
破骨細胞の形成を抑え、骨吸
収を避ける分子を、世界に先
駆けて発見した可能性を示
す。このような分子の報告は
ほとんどなく、この分子を活性化させることをコンセプトとした、新たな骨粗鬆症治療薬の



開発につながる可能性がある。 
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