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研究成果の概要（和文）：骨を分解する破骨細胞の活性化と制御に関わる分子を探索し、ATP が

受容体 P2X7を介して骨分解開始因子として機能する事を見いだした。さらに、ATP/P2X7シグナ

ルが、アクチン細胞骨格の再構成によるシーリングゾーンの形成と骨分解顆粒の輸送と放出を

誘導する事、この一連の反応において、チロシンキナーゼ Syk が微小管のアセチル化/脱アセチ

ル化の制御を介して骨の溶解に必須の役割を果たしている事を示した。 

 

研究成果の概要（英文）：Osteoclasts are bone-degrading cells playing an exclusive role 

in bone remodeling but molecular mechanism of osteolysis is poorly understood. Here we 

established a traceable and reproducible in vitro analyzing system for osteolysis using 

human osteoclasts because we found that an energy molecule ATP acts as a specific 

osteolysis initiator via P2X7-nucleotide receptor. We further show that deacetylation 

of α-tubulin is a critical reaction for osteolysis. Pharmacological inhibition of 

α-tubulin deacetylation resulted in defective bone resorption, accompanied by (1) 

failure of sealing-zone formation and (2) ceased secretion of osteolytic granules. 

Furthermore, kinetics of deacetylation was found to be regulated by Syk. These data 

suggest a novel P2X7-Syk-acetylation/deacetylation pathway for therapeutic targets in 

osteolytic diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

 骨は、その硬質なイメージとは異なり、ダ

イナミックに再構築されている（骨リモデリ

ング）。すなわち、骨内部（骨髄）では、破

骨細胞という強力な骨分解能を有する細胞

が骨を分解し（骨吸収）、それを補うべく骨

芽細胞が再形成をおこなっている。正常な骨

はこのバランスにより維持されておりその

破綻は重篤な疾患や病態をもたらす。中でも、

骨破壊が亢進した骨粗鬆症や関節リウマチ、

がんの骨髄転移は、骨痛や骨折、脊髄圧迫な

ど患者に多大な苦痛と Quality of Life(QOL)

の低下を招く。加えて、閉経後の骨粗鬆症が、

エストロゲンの減少により破骨細胞の生存

期間が延長した結果であると報告されて、破

骨細胞の機能を制御する治療の重要性が再

認識されている。 

 

２．研究の目的 

 骨を分解する破骨細胞の活性化と制御の

分子機構の解明をめざす。破骨細胞が骨分解

開始シグナルを受けると、骨上に環状の接着

帯(シーリングゾーン)を形成してその内側

の空間を外部から隔絶する。この空間はプロ

トンポンプにより酸性に維持されており、破

骨細胞は骨分解酵素を含むリソソームを細

胞直下へ放出して骨を分解する。これらの過

程の中で以下の 3点に焦点を絞り研究を進め

る。 

(1) 骨分解誘導開始因子とその受容体の

探索、 

(2) シーリングゾーンを形成するための

細胞骨格再構成機構の解明、 

(3) リソソームの放出に至る細胞内輸送

とこの輸送を支える微小管ダイナミ

クスの解明、 

これらの研究を通して、骨破壊性疾患の新規

治療法の分子基盤の確立に貢献する。 

 

３．研究の方法 

 まず、(1)ヒト末梢血由来の単球およびヒ

ト白血病細胞株を分化成熟させて破骨細胞

とし、象牙質切片や、骨基質を塗布したグラ

ス上で骨分解過程を再現する in vitroの実験

系を確立した。引き続いて、(2)破骨細胞に

骨分解を開始させる刺激因子とその受容体

を探索した。本研究では、申請者らが骨分解

の誘導活性を見いだした候補分子として

ATPを利用した。具体的には、ATP刺激後

の変化を○1 シーリングゾーンの形成に必須

のアクチンの再構成、○2 カテプシン Kなど骨

分解酵素を含むリソソームの細胞内輸送と

放出機構、さらに ○3 その輸送を支える微小

管のダイナミクスに着目して、共焦点レーザ

ー顕微鏡を用いた可視的手法、生化学的手法

により経時的に解析した。各段階について鍵

となる化学反応と標的分子を探索し、候補分

子について、その発現抑制型（shRNA の導入）、

および変異型-破骨細胞を作成してその機能

領域と下流分子を探索した。 

 

４．研究成果 

 骨を分解する破骨細胞の活性化と制御の

分子機構を明らかにするため、(1)骨分解を

誘導する開始因子とその受容体の探索、(2) 

シーリングゾーンの形成に関わる細胞骨格

再構築のメカニズムの解析、 (3)骨分解酵素

の放出に至る骨分解顆粒の細胞内輸送とこ

の輸送を支える微小管ダイナミクスの制御

機構に焦点をあてて研究に取り組んだ。 

 

 破骨細胞としては、ヒト末梢血由来の単球

およびヒト白血病細胞株 HL60 を、分化誘導

因子存在下に培養して用い、in vitro に骨溶

解実験をおこなった。その結果、 

(1)ATP が破骨細胞の活性化刺激リガンド

としてはたらく事、 

 ATP刺激依存性に 

(2)既存のアクチン細胞骨格は一旦崩壊し、

環状の接着帯であるシーリングゾーンが再

構築される事、 

 (3)カテプシンKなどの骨分解酵素を含む

酸性顆粒の輸送が加速して骨上かつ環状構

造内部に放出される事、 



 さらに、ATP刺激依存性に誘導される上

記(1)、(2)の反応は、 

(4)イオンチャンネル型核酸受容体P2X7を

介している事、 

(5)αチューブリンの脱アセチル化阻害剤

により可逆的に停止する事、を見いだした。 

 加えて、 

(6)チロシンキナーゼ Syk の発現を抑制す

ると、αチューブリンの脱アセチル化の反

応速度の減少とともに、ATP刺激依存性の

骨溶解が阻害される事を確認した。 

 

 上記、（1)〜（6)の結果より、ATP が受容

体 P２X７を介して骨吸収開始因子として機

能し、ATP/P2X7 シグナルが、アクチン細胞

骨格の再構成によるシーリングゾーンの形

成と骨分解顆粒の輸送と放出を誘導し、さら

に、この一連の反応の上流において、Sykが、

微小管のアセチル化/脱アセチル化の制御を

介して骨分解に必須の役割を果たしている

事が示唆された。 

 

本研究の総括を下図に示す。 
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