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研究成果の概要（和文）： 
マクロファージ（BMMs）から分化する破骨細胞は RANKL と M-CSF というサイトカインによっ

て分化が厳密に制御されている。この他にも分化に必須な因子が存在すると考えられており、
なかでも、細胞接着は骨組織にのみ存在する破骨細胞にとって重要な役割を果たしていると考
えられているが、詳細なメカニズムは不明である。そこで本研究では、破骨細胞分化における
細胞接着の生理的機能を解明することとした。BMMs の培養条件を浮遊状態から接着状態に、あ
るいは接着状態から浮遊状態に移すことで、BMMs の RANKL 受容体である RANK の発現がそれぞ
れ上昇、あるいは低下することがわかった。また、BMMs に RANK を強制させると浮遊状態でも
破骨細胞へ分化したことから、細胞接着シグナルは BMMs の RANK の発現を制御していることが
示唆される。今後、破骨細胞分化に特異的な接着シグナルを抑制すれば関節リウマチなどの異
常に活性化した破骨細胞形成を阻止できると示唆される。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
     The cells of monocyte/macrophage lineage differentiated into osteoclasts following 
the stimulation of cells with RANKL. It has been reported that cell adhesion signals are 
required for osteoclast differentiation from their precursors. However, details of the 
mechanism by which cell adhesion signals induce osteoclast differentiation have not been 
examined yet. In the present study, we investigated that cell adhesion signals participate 
in RANK expression in osteoclast precursors. Mouse bone marrow-derived macrophages (BMMs) 
were cultured on the culture dishes (the adherent condition) or on the methylcellulose 
gel (the non-adherent condition), and then examined osteoclast differentiation, 
activation of intracellular signals, and changes in gene expression. When BMMs were 
cultured under adherent condition, almost all BMMs differentiated into osteoclasts in 
response to RANKL stimulation. However, under non-adherent condition, the efficiency of 
osteoclast differentiation was markedly reduced even in the presence of RANKL. Although 
LPS or TNF-alpha activated the NF-kappa B-mediated signaling pathways under both 
conditions, RANKL failed to activate these pathways under non-adherent condition. We 
elucidated that mRNA and protein of RANK are highly expressed under adherent condition, 
and then accelerated by stimulation of RANKL. The inhibition of differentiation under 
non-adherent condition was recovered by overexpression of RANK or TRAF6. These results 
suggest that cell adhesion signals play an important role in regulating RANK expression 
in osteoclast precursors. 
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１．研究開始当初の背景 

破骨細胞は免疫応答能を持つマクロファ
ージから分化することが知られている。破骨
細胞の分化誘導には RANKL と M-CSF というサ
イトカインが必須であるが、この他にも分化
に必須な因子が存在することが知られてい
るが、詳細は不明である。マクロファージは
骨髄中だけでなく、生体内のあらゆる組織に
存在する。しかし破骨細胞が骨組織にのみ存
在するのは、骨表面に存在する破骨細胞分化
に必須な何らかのシグナルがマクロファー
ジを破骨細胞へ分化させていると推察され
る。歯周病や関節リウマチなどの病的骨破壊
のメカニズムを解明するためには破骨細胞
分化のメカニズムを詳細に解明することが
急務である。そこで申請者は、「マクロファ
ージは骨表面に接着することで破骨細胞へ
の分化を開始する」という仮説を立て、破骨
細胞分化における細胞接着の生理的機能を
解明することにした。 
 
２．研究の目的 
これまでに破骨細胞分化と細胞接着に関

する研究がいくつか報告されている。 
(1)M-CSF は RANKL の受容体である RANK の発

現に重要である［Arai F et al. J Exp Med. 
20; 190(12): 1741-1754 (1999)］。 

(2)インテグリンは破骨細胞の骨基質への接
着と骨吸収能にとって重要である
［ McHugh KP et al. J Clin Invest. 
105(4):433-440 (2000)］。 

(3)破骨細胞分化には細胞接着が必須である
［ Miyamoto T et al. Blood 96(13): 
4335-4343 (2000)］。 

破骨細胞の分化誘導には RANKL や M-CSF の
ほかに細胞の接着シグナルが重要であるこ
とが報告されている。骨表面にのみ存在する
破骨細胞の分化にとって、細胞接着シグナル

はなんらかの重要な役割を担っていると考
えられているが、不明な点が多く残されてい
る。そこで、破骨細胞分化と細胞接着をより
詳細に解析することとした。 
 
３．研究の方法 

マウスの骨髄細胞をM-CSFと TGF-betaで 3
日間処理し、マクロファージ様の前駆細胞
(BMMs)を誘導した。この BMMs を細胞培養用
のプラスチックプレート上（接着状態）およ
びメチルセルロース培地上（非接着状態）で
RANKL 存在下で培養し、破骨細胞形成効率、
細胞内シグナル、RANK を含む各種遺伝子の発
現変化を mRNA レベル、タンパクレベルで検
討した。さらに、BMMs に RANK を強制発現さ
せ、浮遊状態で培養させたときの破骨細胞形
成効率を検討した。 
 
４．研究成果 
BMMsを接着状態で培養するとRANKL刺激に

よって効率よく破骨細胞に分化した。しかし、
非接着状態では破骨細胞への分化効率が著
しく低下した。接着状態にある BMMs を RANKL
で刺激すると、NF-kappa B 経路が活性化され
たが、非接着状態ではそれが起こらなかった。
なお、TLR4 のリガンドである LPS で刺激した
ときは接着、非接着状態に関係なく、細胞内
シグナルが活性化され、TNF-alpha mRNA の発
現が誘導された。接着状態にある BMMs は一
定レベルの RANK mRNA を発現していたが、非
接着状態に移行すると、速やかにその発現レ
ベルが低下した。逆に非接着状態にあった
BMMs がプレートに接着すると RANK の発現が
急速に回復した。また、接着状態では RANKL
の刺激によって RANK mRNA の発現レベルがさ
らに上昇し、その後は非接着状態に移行して
も分化・融合して球状の破骨細胞を形成した。
そこで、BMMs に RANK を強制発現させ、浮遊



状態で破骨細胞へ分化するのか検討した。
RANK を発現している BMMs を浮遊状態で
RANKL で刺激すると、多核化した破骨細胞へ
分化し、破骨細胞の特徴的は機能の 1つであ
る、骨吸収能も持っていることがわかった。
以上の結果から、接着シグナルは分化前の
RANK の発現誘導に必要と思われる。しかし、
非接着状態に移行すると RANK の発現が低下
し、破骨細胞への分化が困難になると予想さ
れる。また、いったん RANK からのシグナル
が入ると RANK自身の発現が誘導されるため、
非接着状態でも分化が可能になるのではな
いかと推察される。 

本研究によって得られた実験結果は、破骨
細胞分化についての基礎的知見を充実させ
るだけでなく、今後の骨代謝疾患に対する新
薬や治療法の開発に役立つ可能性がある。接
着シグナルが破骨細胞分化にとって必須で
あることから、破骨細胞分化に特異的な接着
シグナルを抑制すれば歯周病や関節リウマ
チなどで異常に増殖した破骨細胞形成を阻
止できることが強く示唆される。 
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