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研究成果の概要（和文）：人工関節や骨接合プレートなど、様々な骨設置型の医療用インプラントが使用されて
いる。生体内骨留置インプラントでは、その周囲に起こる骨吸収がゆるみ等の原因となるが、インプラント周囲
の骨吸収のメカニズムは明らかになっていない。本研究では、CTLA4- CD80/86シグナルを抑制するCTLA4-Fcが、
インプラント周囲の骨吸収を担う破骨細胞分化に必須のサイトカインであるRANKLによるカルシウムオシレーシ
ョンと破骨細胞分化に必須の転写因子であるNFATc1の発現を抑制し、破骨細胞分化を直接抑制することを見出し
た。また、このCTLA4の作用はITAMの１つである、FcRγを介していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Various bone-placed medical implants, such as artificial joints and 
bone-joint plates, are in use. Bone resorption around such in vivo bone implants causes loosening 
and other problems, but the mechanism underlying bone resorption around implants was not clear. In 
this study, we found that CTLA4-Fc, which suppresses CTLA4-CD80/86 signaling, directly inhibits 
osteoclast differentiation by suppressing calcium oscillation and NFATc1 expression induced by 
RANKL, a cytokine essential for osteoclast differentiation that is responsible for bone resorption 
around implants. We also found that this action of CTLA4 is mediated by FcRγ, one of the ITAMs.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 整形外科

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人工関節などの骨設置型の医療用インプラントは、今日の医療に欠かせない。しかし、骨設置型の医療用インプ
ラントの周囲で骨吸収が起こると、インプラントの抜去や再設置など、患者にとって極めて負担の大きな事態を
余儀なくされることもしばしばであり、その対策は重要である。インプラント周囲の骨吸収は破骨細胞によって
誘導されるが、本研究ではインプラントに反応して誘導される破骨細胞分化において、CTLA4がFcRγを介して
RANKLによる破骨細胞分化を直接抑制することを見出しており学術的意義がある。また今後のインプラントのゆ
るみ対策の一助となるなど、社会的意義もあると考えている。

※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 
研究開始当初、関節軟骨変性などによる変形性関節症患者に設置される人工関節や、骨折の観血
的治療に用いられる骨接合プレートやスクリュー、ネイルなど、様々な骨に設置される医療用イ
ンプラントを用いた医療が数多く実施される状況になっており、その増加傾向は今日も継続さ
れている。この骨インプラントは骨という硬組織に強力に固定させることができるが、時にそれ
が緩むインプラントルースニングが問題となっていた。インプラントルースニングが生じると、
人工関節の場合は入れ替えなどの再手術が必要となるほか、骨折治療の場合にも固定性不良か
らやはり再手術が必要となることが、今日においても課題である。このような骨設置型生体内留
置インプラントのルースニングは、その周囲に起こる骨吸収がルースニングの原因となるが、こ
のインプラント周囲の骨吸収のメカニズムは明らかではなかった。骨吸収を担う生体唯一の細
胞としては、破骨細胞がその役割を担うことが知られていた。破骨細胞は造血幹細胞由来の単
球・マクロファージ系の細胞で、骨吸収を担う専門の細胞である。破骨細胞分化には macrophage 
colony stimulating factor (M-CSF)と receptor activator of nuclear factor kappa B ligand 
(RANKL)という２つのサイトカインが必
須であり、破骨細胞は前駆細胞の段階か
ら、それぞれの受容体である c-Fms と
RANKL によりその刺激を受けて、分化のみ
ならず、生存や骨吸収を活性化させるこ
とが知られていた。しかし、このような生
理的な破骨細胞分化とは異なり、インプ
ラントのルースニングに関与する破骨細
胞形成には、インプラント特有の他の要
素が関与することが考えられた。そこで、
我 々 は Immuno-tyrosine based 
activation motif (ITAM)シグナルに着目
することとした。ITAM シグナルはインプ
ラントなどの異物や寄生虫などを感知す
る受容体タンパク質のアダプターとして
機能することが知られている他、破骨細
胞分化にも Fc receptor gamma (FcRγ)や
DNAX activation protein 12 (DAP12)が
破骨細胞分化に必須の役割を担うことが
報告されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では骨設置型生体内留置イ
ンプラントのルースニングの原因
である破骨細胞について、M-CSF と
RANKL に加えて、ITAM シグナルに
も着目し、インプラントのルース
ニングにおける破骨細胞分化機構
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
破骨細胞分化に関与する可能性が
あるものとして、Cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4 (CTLA4)に
も注目し、解析を行うこととした。
CTLA4 は CD80/86 共受容体に結合
することで、T細胞を活性化させる
ことが知られていたが、この際、T
細胞内で T 細胞受容体からのカル
シウムシグナルや転写因子である
nuclear factor activate T cells 
(NFAT)の活性化に寄与することが
知られていた。この T 細胞におけ
るカルシウムシグナルやNFATの活
性化が、破骨細胞分化における
RANK の下流におけるカルシウムシ



グナルや NFAT の活
性化（図 1）と共通
していると考えた。
そこで、in vitro の
破骨細胞の培養系
においては、M-CSF
と RANKL に加えて、
CTLA4-CD80/86 共受
容体シグナルをブ
ロックする CTLA4-
Fc を添加した実験
を行うこととした。 
破骨細胞分化はマ
ウス骨髄細胞を M-
CSF で 3日間処理し
て誘導した前駆細
胞を、M-CSFとRANKL
でさらに３〜4 日ほ
ど培養した。M-CSF
と RANKL で培養す
るタイミングで CTLA4-Fc の添加を行った。破骨細胞分化は tartrate-resistant acid 
phosphatase (TRAP)染色を行い、破骨細胞が細胞融合により多核化することが知られているこ
とから、TRAP 陽性の３核以上の細胞を破骨細胞として評価を行った。また ITAMシグナルがカル
シウムシグナルに関与することが知られていたため、カルシウム振動についても評価を行った。 
また、ITAM シグナルの破骨細胞分化やカルシウムシグナルへの関与を明らかにするため、ITAM
シグナル分子の１つである FcRγの遺伝子欠損マウスを用いた解析を行った。 
 
４．研究成果 
まず in vitro における M-CSF と RANKL による破骨細胞分化系に CTLA4-Fc を添加したところ、
TRAP 陽性で３核以上の破骨細胞の形成が、CTLA4-Fc の容量依存性に抑制されることが明らかと
なった（図 2）。この際、CTLA4-Fc が RANKL-RANK によるカルシウムシグナルへ干渉したとする
と、その下流にある破骨細胞分化のマスター転写因子である NFATc1の発現が低下することが考
えられる。はたして、破骨細胞において M-CSF と RANKL によって誘導される NFATc1 の mRNA の
発現が、CTLA4-Fc により有意に抑制されることを見出した（図 3A）。CTLA4-Fc による NFATc1の
発現抑制は、realtime PCR で評価する mRNA レベルだけではなく、western blot や蛍光免疫染色
で評価するタンパク質レベルでも確認することができた（図 3B, 4C）。イムノグロブリンである
Fc部分は、Fc 受容体を介して破骨細胞分化に作用してしまう可能性があるため、CTLA4-Fc の Fc
部分を His tag に変えた CTLA4-His、あるいは逆に CTLA4 部分を外した Human IgG1-Fc を CTLA4-
Fc に変えて添加してみると、CTLA4-His添加時には破骨細胞分化と NFATc1の発現の有意な低下
が見られるのに対し（図 4A）、Human IgG1-Fc添加時にはこのような抑制は認めなかったことか
ら（図 4B）、CTLA4は破骨細胞分化を直接抑制することが明らかになった。 
CTLA4-Fc の作用により NFATc1の発現が有意に抑制されたことから、細胞内でカルシウムシグナ
ルが抑制されているかを検証することとした。RANKL 刺激により誘導されるカルシウム振動を
calcium indicator である fura-2を添加し、蛍光顕微鏡で観察することで検出した。RANKL 刺激
によるカルシウム振動は Human IgG1-
Fc では抑制されなかったが、CTLA4-Fc
により抑制されたことから（図 5）、
CTLA4-Fc は RANKL によるカルシウム
シグナルに干渉することで、破骨細胞
分化を有意に抑制することが明らか
となった。CT  LA4-Fc は CTLA4-
CD80/86 共受容体シグナルの阻害薬で
あることから、CTLA4-CD80/86 共受容
体シグナルはカルシウムシグナルを
活性化することで破骨細胞を活性化
することを明らかにすることができ
た。 
最後に、FcRγ遺伝子欠損（FcRγ KO）
マウス由来の骨髄細胞を用いて、in 
vitro において CTLA4-Fc 添加時の破
骨細胞分化への影響を評価した。する
と、野生型マウス由来の骨髄細胞を用
いた培養では CTLA4-Fc により有意に



抑制された破骨細胞分化は、FcRγ KOマウス由来の骨髄細胞を用いた解析では CTLA4-Fc による
抑制がキャンセルされ、NFATc1 の発現抑制も起こらず、さらにカルシウム振動の抑制もなかっ
た（図 6）。これらの結果から、CTLA4-CD80/86 共受容体シグナルは、さらに FcRγを介して破骨
細胞前駆細胞内のカルシウムシグナルを活性化することで、破骨細胞を活性化することが明ら
かとなった（図 7）。 
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