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研究成果の概要（和文）：酸性条件下で活性を発揮するアスパラギン酸プロテアーゼの破骨細胞

分化における役割を探った。カテプシンＥ欠損マウス由来骨髄細胞における破骨細胞形成抑制

はアポトーシス亢進により生じ、我々が以前報告したアスパラギン酸プロテアーゼ阻害剤によ

る破骨細胞分化抑制時に観察された RANKL下流のシグナリング抑制とは別の分子機構によるこ

とが示唆された。また、新規プロテアーゼであるナプシンの比較遺伝学的分析と生化学的解析

を行い、破骨細胞分化への関与が示唆された。 
研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of aspartic proteinase family in mouse 
in vitro osteoclast differentiation model. Osteoclastogenesis in bone marrow macrophage 
culture from cathepsin E-knockout mice were significantly suppressed, probably through 
elevating the RANKL-induced caspase 3 activation. We also studied the comparative genetic 
and biochemical analyses of napsins. Napsin A is endogenously expressed in mouse bone 
marrow cells and recombinant proteins possess pepstatin-A sensitive activities against 
several synthetic aspartic proteinase substrates. 
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１．研究開始当初の背景 
破骨細胞は造血幹細胞由来のマクロファ

ージ系前駆細胞が融合して形成される多核
巨細胞であり、骨吸収を担う唯一の細胞であ
る。アスパラギン酸プロテアーゼの阻害剤で
あるペプスタチンＡを破骨細胞に添加した
ところ、破骨細胞分化及び骨吸収が非常に抑
制される。破骨細胞にはアスパラギン酸プロ
テアーゼとしてカテプシンＤとカテプシン

Ｅが存在するが、両酵素の関与する分子メカ
ニズムは不明のままであった。 
２．研究の目的 
カテプシンＤおよびカテプシンＥ欠損マ

ウスを用いて、カテプシンＤおよびＥの破骨
細胞分化及び骨吸収に寄与する分子基盤を
明らかにすること、具体的には両酵素がコラ
ーゲンなどの骨基質タンパク質を単に分解
する酵素でなく、RANKなどの破骨細胞の分化
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や生存、骨吸収能制御に必須な受容体の分解
に関与する重要な酵素ではないかとの仮説
を立て、それを検証することを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）カテプシンＥ欠損マウス由来骨髄細胞
の in vitro 破骨細胞形成能 
カテプシンＥ欠損マウス由来骨髄細胞を

macrophage colony-stimulating factor
（M-CSF）存在下で３日間培養し、マクロフ
ァージ様細胞を得た。破骨細胞分化のために
はマクロファージ様細胞をさらに M-CSFと
RANKL 存在下で培養した。培養プレート上の
細胞を固定後、酒石酸耐性酸性ホスファター
ゼ（TRAP）染色を行い顕微鏡観察下にて多核
の TRAP陽性細胞を計数することにより破骨
細胞形成の評価を行った。 
(２) 細胞表面受容体の発現量の比較 
チオグリコレートにて誘導した腹腔マク

ロファージ（MAC-2 陽性率 95%以上）と蛍光
標識した各種抗体を混合、放置の後よく洗浄
してフローサイトメトリーにより細胞表面
受容体発現量を計測した。 
(３) RANKL 刺激による破骨細胞分化、細胞
融合に関与する遺伝子群発現の異常の有無 
リアルタイム RT-PCR 法により破骨細胞分

化並びに細胞融合に関連する各種遺伝子（産
物）の変動をカテプシン E欠損の有無で比較
を行った。 
(４) アポトーシスの亢進の有無 
 骨髄細胞に RANKLを作用させて破骨細胞に
分化させたときのアポトーシスをみるため
には、細胞抽出液中の活性型カスパーゼ分子
を抗カスパーゼ３抗体を用いてウエスタン
ブロットにて検出した。 
(５) マウス骨髄細胞の in vitro 破骨細胞
分化に伴うカテプシンＥ発現の変動 
 破骨細胞分化に伴うカテプシンＥ発現の
変動をウエスタンブロット法ならびにリア
ルタイム RT-PCR法にて観察した 
(６) アスパラギン酸プロテアーゼナプシ
ンの比較遺伝学的分析と生化学的解析 
NCBI の核酸データベース上にてナプシン

の EST 解析、SNP 解析ならびにヒトナプシン
Ｂオルソログ検索を行った。ナプシン A・ナ
プシンＢの全長を含む ESTクローンより哺乳
類細胞発現プラスミドを作成し、HEK293 細胞
に発現させ、生化学的解析を行った。 
４．研究成果 
(１)骨髄細胞の in vitro 破骨細胞形成能の
異常 
カテプシンＥ欠損マウス由来骨髄細胞の破
骨細胞形成能は野生型マウス由来骨髄細胞
と比較して低下していた。 
(２) 細胞表面受容体の発現量の比較 
破骨細胞前駆細胞は造血幹細胞由来であ

るが、多核巨細胞であり、大きさもまちまち
なためフローサイトメトリーによる解析が

困難である。そこでまず同細胞と起源を同じ
くするマクロファージについて細胞表面受
容体発現量の比較を行った。カテプシンＥ欠
損マウス由来の腹腔マクロファージでは細
胞遊走能および細胞接着能の低下がみられ
た。またケモカイン受容体（CCR-2）やイン
テグリン（CD18、CD29）などの発現量が低下
していた（図１、図２ 論文⑤より引用）。 

以上の結果は、カテプシンＥ欠損により細
胞遊走や接着にかかわる細胞表面受容体発
現量の低下が生じることでマクロファージ
の機能低下が引き起こされることを強く示
唆している。 
(３) RANKL 刺激による破骨細胞分化、細胞
融合に関与する遺伝子群発現の異常の有無 
 カテプシンＥ欠損マウス由来骨髄細胞培
養下における破骨細胞分化が低下していた
ことについて、さらに詳細な解析を行った。
カテプシンＥ欠損マウス由来骨髄細胞より
RANKL で分化させた細胞の酒石酸耐性酸性ホ
スファターゼ（TRAP）活性染色を行うと、破
骨細胞と計数される３核以上の TRAP 陽性細
胞は有意に少ないが、２核以下の小型の細胞
は多く存在していた。リアルタイム RT-PCR
法による TRAP 遺伝子の発現を野生型マウス
由来骨髄細胞と比較すると顕著な差は認め
られず、破骨細胞前駆細胞同士の細胞融合が
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抑制されている可能性を考えた。そこで、細
胞融合に重要な役割を持つことが知られて
いる DC-STAMP、OC-STAMP 両遺伝子の発現を
リアルタイム RT-PCR 法にて観察したところ
RANKL 添加後増加するが、その増加傾向は野
生型細胞と顕著な差は認められなかった。 

図２ 
(４) アポトーシスの亢進の有無 
 培養下における破骨細胞分化が低下して
いる理由のひとつに前駆細胞ならびに成熟
破骨細胞のアポトーシスが亢進している可
能性が考えられた。RANKL は破骨細胞への分
化を促すが、無血清培養下では破骨細胞前駆
細胞にアポトーシスを引き起こすことが報
告されている。カテプシンＥ欠損マウス由来
骨髄細胞では血清存在培養下においても
RANKL 刺激によりカスパーゼ３の活性化亢進
が観察された。破骨細胞と起源を同じくする
カテプシンＥ欠損マクロファージでは(２)
で示したように細胞接着能の低下、インテグ
リン（CD18、CD29）などの発現量が低下して
いたことを考え合わせると、カテプシンＥ欠
損により接着にかかわる細胞表面受容体タ
ンパク発現量の低下が生じることでアポト
ーシスが生じやすい細胞内環境に陥ってい
る可能性を示唆している。 
(５) マウス骨髄細胞の in vitro 破骨細胞
分化に伴うカテプシンＥ発現の変動 
 破骨細胞分化に伴うカテプシンＥ発現の

変動をウエスタンブロット法ならびにリア
ルタイム RT-PCR 法にて観察したところ、
RANKL 添加による分化誘導の初期の段階で発
現量が著しく低下することが明らかとなっ
た。このことより、我々が以前報告したアス
パラギン酸プロテアーゼ阻害剤ペプスタチ
ン Aによる破骨細胞分化抑制が初期段階で特
に 顕 著 で あ っ た 結 果 (Yoshida et al. 
J.Biochem.139, 583-590, 2006）は、カテプ
シンＥを阻害することで生じた効果ではな
いかと考えられた。しかし、ペプスタチン A
添加で観察された RANKL下流の ERKや NFATc1
などの活性化の抑制はカテプシンＥ欠損マ
ウス由来骨髄細胞では観察されなかった。 
(６) アスパラギン酸プロテアーゼナプシ
ンの比較遺伝学的分析と生化学的解析 
 カテプシンＥ欠損とペプスタチンＡによ
る破骨細胞分化抑制はそれぞれ別の分子メ
カニズムで生じることが推察された。そこで、
破骨細胞においてカテプシンＥやカテプシ
ン Dとは異なる未同定のアスパラギン酸プロ
テアーゼが分化に重要な役割を担っている
という仮説のもとにナプシンの比較遺伝学
的分析と生化学的解析を行った。ナプシンは

哺乳類に存在するアスパラギン酸プロテア
ーゼである。ヒトのナプシンにはＡ（NAPSA）
およびＢ（NAPSB）があり、前者は 420 アミ
ノ酸をコードするが、後者は NAPSA の終止コ
ドンに相当する核酸配列が TGCであることか
ら偽遺伝子であるとされていた。NCBIの核酸
データベース上にてナプシンの EST解析、SNP
解析ならびに NAPSBオルソログ検索を行った
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ところヒト NAPSBの終止コドン相当位置には
TGC/Aの２種の対立遺伝子が存在し（NCBI SNP 
## rs=11879785）（図３）、 チンパンジーNAPSB

オルソログ（NCBI Gene symbol: LOC456226） 
や、他の霊長類のオルソログには終止コドン
が存在していた。マウスには NAPSＡオルソロ
グ（MGI:109365）のみがあり、骨髄や脾臓な
ど破骨細胞前駆細胞を含む臓器に分布して
いた（図４）。従ってナプシン遺伝子は霊長
類進化の過程で重複が生じ、ヒトでは NAPSB
において偽遺伝子化が進んでいると考えら
れた。NPASA・NAPSB の全長を含む ESTクロー
ンより哺乳類細胞発現プラスミドを作成し、
HEK293細胞に発現させ、既存のアスパラギン
酸プロテアーゼ基質を用いて活性を計測し
たところ NAPSBは既存のアスパラギン酸プロ

テアーゼの基質を分解する活性を検出でき
なかったが、NAPSA はペプシン、カテプシン
Ｄ、カテプシンＥ及びＢＡＣＥの基質を分解
する幅広い活性を有しており、その活性はペ
プスタチンＡにて阻害された。 
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