
 
様式Ｃ－１９ 
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年  ４月 １６日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 抗 NHA2モノクローナル抗体を用いて破骨細胞における NHA2の機能解析を行った。その結
果、NHA2 は未成熟な破骨細胞同士の融合に深く関与していることを見いだした。また、顎骨
は咬合力をはじめとした様々な外的刺激を受けることから、メカニカルストレスを負荷した状
況をシミュレートし、この刺激下での抗ＮＨＡ2 モノクローナル抗体の破骨細胞と骨芽細胞へ
の影響について検討したが、結論に至るまでの十分なデータを得ることはできなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The functions of NHA2 during osteoclast differentiation were investigated using the 
monoclonal antibodies (anti-NHA2 mAb). The data suggest that NHA2 is involved in cell-cell 
fusion during osteoclast differentiation. On the other hand, mechanical loading conditions result 
in alveolar bone resorption. Therefore, we investigated the effects of anti-NHA2 mAb on 
osteoblast and osteoclast differentiation under mechanical loading. However, the data was not 
enough for conclusion. 
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１．研究開始当初の背景 
 義歯床下の顎堤骨を保全することはより
よい予後を長期間得る上で非常に重要であ
る. 無歯顎など歯による骨組織への生理学的
負荷が消失した場合には顎堤吸収などが起
こる.逆に荷重が大きい場合にも骨吸収を引
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き起こすことがある(図 1-1). また, 歯周病や
インプラント周囲炎による歯槽骨吸収, 抜歯
後の歯槽骨レベルの低下, 骨移植後の骨吸収
を抑制することは補綴処置を長期間成功す
る上で同様に重要である(図 1-2). このよう
な外来刺激(荷重, 細菌など)による骨吸収や
炎症性骨吸収では, 破骨細胞が活性化され骨
吸収が促進されていると考えられている. こ
の破骨細胞を主に活性化する因子が
Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)
である(図 2). RANKL は破骨細胞前駆体細胞
膜上の RANK 分子に結合し破骨細胞の分化
を促進する . RANKL-RANK のシグナルは
TNF-α Associated Factor (TRAF)2, TRAF5, 

TRAF6 などを介して核内に伝達される. な
かでも TRAF6 がその中心的役割を果たして
いる. 我々は TRAF1 が負の調節因子である
ことを明らかにしている.  RANKL シグナル
は破骨細胞前駆体上の RANK に結合し , 
TRAF 6 などを介して核内に伝達される. こ
の RANK をコードする遺伝子が先天的に変
異する場合があり, 遺伝子の変異部位によっ
て, 広範性骨格性高ホスファターゼ症, 家族
性広汎性骨溶解症（ Familial Expansile 
Osteolysis, FEO）, あるいは骨パジェット病
（Paget's Disease of Bone, PDB）と呼ばれ
る骨の疾患が見られる. その他にも難聴，歯
の喪失，高カルシウム血症などが見られる. 
このように歯科, 医科領域で骨吸収の解明と
その対応が重要である.  
 近年,荷重や張力などのメカニカルストレ
スによる骨芽細胞や破骨細胞への分子レベ
ルでの影響が検討され始めている.我々は,微
小重力環境を作り出すことができる 3次元ク
リノスタット培養装置(以下クリノスタット)
を利用して,微小重力環境が骨芽細胞および
破骨細胞の分化に与える影響および骨吸収
に関連したマーカー遺伝子の発現変化を検
討し報告してきた. また, インプラント周囲
の骨吸収に, 破骨細胞が深く関与し RANKL
と OPG という分子が重要な役割を果たして
いるデータを得ている. これらの骨吸収の問

題解決には, RANKLという分子に注目し, 破
骨細胞をコントロールすることが一つの有
効な手段だと考えられている.  
 
２．研究の目的 
 本研究では, 通常培養, 過大な負荷および
微小な負荷(微小重力)をシミュレートした培

養環境下で, 我々の作製した抗NHA2モノ
クローナル抗体が, 破骨細胞の分化を抑制す
るかを検討する(図2). その抑制作用に関連
したメカニズムの検討も含めて行う. 将来的
に本抗体の技術を薬へと発展させるために
必要な基礎的知見を得る.  
 まず平成２１年度については, NHA2 の破
骨細胞における機能解明および過大な負荷
をシミュレートした培養環境下での破骨細
胞の動態を検証する. さらに２２年度以降に
関しては, 過大な負荷, 微小な負荷をシミュ
レートした培養環境で我々の抗NHA2モノク
ローナル抗体が, 破骨細胞の分化にどのよう
な影響を与えるか, またその詳細なメカニズ
ムについて検討を行う.  
 
３．研究の方法 (図 3) 
(平成２１年度) 
(1)通常の培養下で破骨細胞におけるHNA2の

機能解析および抗NHA2モノクローナル抗体
の効果を検証 
 抗NHA2モノクローナル抗体の破骨細胞分



 

 

化抑制効果は, 特許申請でもわかるようにそ
の十分な知見は得ている. しかしながら, 
NHA2自体の破骨細胞における機能について
は, 世界でも我々と数名の研究者しか研究に
着手していないため詳細は不明である. 本研
究の中心となすNHA2の機能解明をRNAi, 過
剰発現などをはじめとした最新の分子生物
学的手法を用いて明らかにしていく.  
 
(2)過大な負荷をシミュレートした環境下で
の骨芽細胞と破骨細胞の動態を検証 
 骨芽細胞や破骨細胞, またそれらの共存培
養に過大な負荷をかけ, お互いの動態を検討
している研究は少ない. また過大, 微小な荷
重負荷を交互に繰り返し負荷した検証はな
されていない. 顎堤骨吸収と応力の関係は不
明な点が多く, これまでの我々の微小な負荷
をかけた実験に, 新規にFlex Cell systemを
購入して過大な荷重負荷をかけられる培養
環境を作り出し, これまでのデータと比較検
討する. これによって, 両者からの骨吸収を
解明していく.  
 
(平成２２年度以降) 
(3)過大な負荷荷重および微小な負荷荷重を
シミュレートした環境下での破骨細胞の動
態と抗NHA2モノクローナル抗体の破骨細胞
分化抑制効果の検討 
 様々な荷重を破骨細胞にかけ, 細胞の反応
を解析すると同時に我々の新規抗体が, 細胞
反応をどのように制御するか検討する.  
 
４．研究成果 

  NHA2(NHE10) siRNA 法と,作製し精製し
た抗 NHA2 モノクローナル抗体を利用して, 
破骨細胞におけるNHA2の機能解明を試みた. 
はじめに, NHA2 siRNAで前処理し, NHA2の
発現をウェスタンブロッティングと real time 
RT-PCR法で確認した. NHA2 siRNA#1と#2

は NHE2 の発現を RNA レベルとタンパクレ
ベルで抑制した(図 4). 可溶性 RANKLを添加
した場合, RAW264.7 細胞において破骨細胞
の分化マーカーである cathepsin K mRNAの
発現量は , siRNA の前処理なしで可溶性
RANKL を添加した RAW264.7 細胞による
cathepsin K mRNAの発現量と比較して有意
に低かった(データ示さず). 同様に抗 NHA2
モノクローナル抗体を添加した場合も
RAW264.7細胞において cathepsin K mRNA
の発現抑制が認められた(データ示さず). 図
5に示すようにNHA2(NHE10) siRNA処理は, 
破骨細胞の分化を抑制した, 特に, 破骨細胞
同士の融合を抑制した.  
 以上より, NHA2 と骨基質を分解する酵素
である cathepsin Kとの間には相互作用があ
る可能性が示唆され, また NHA2 は, 破骨細
胞同士の誘導にも関与していることが示唆
された. したがって, NHA2 は歯槽骨吸収に
関与している可能性が示された． 

 次に, 作成した 10 種類以上の抗ＮＨＡ２
(別名 NHE10)モノクローナル抗体の中から
予備実験によって選択した抗 NHA2(別名
NHE10)モノクローナル抗体(6B11)が周期性
伸展刺激の条件下における破骨細胞と骨芽
細胞にどのような影響を与えるかについて
検討した.  
 はじめにストレッチ装置(本研究費で購入)
を用いて周期性伸展刺激を破骨細胞と骨芽細
胞に負荷した. その結果, 5%の周期性伸展刺
激は, 破骨細胞におけるRANKLによって発現
が増強したTRAPおよびDC-STAMP mRNAの
発現を抑制することが示された(図6). 同様に
, 5%の周期性伸展刺激は,骨芽細胞における



 

 

OsterixおよびALPase mRNAの発現を抑制す
ることが示された(図7). したがって, 5%の周
期性伸展刺激は,破骨細胞と骨芽細胞の分化
を抑制することが示唆された(図6, 7).  
 マウス由来の初代培養破骨細胞を用いた実

験で, 初代培養の破骨細胞に関しても
RAW264.7細胞と同様にNHA2のRNAおよび
タンパク質は可溶性RANKL刺激によって増
加することが判明した(図8). したがって, 
NHA2は破骨細胞の分化に重要な役割を果た
している可能性がさらに確かなものとなった

.  
  ストレッチ装置を用いた周期性伸展刺
激の条件下で培養した破骨細胞に対する抗
NHA2モノクローナル抗体(6B11)の影響につ
いて検討した. 予備実験で抗ＮＨＡ2 モノク
ローナル抗体(6B11)は, 周期性伸展刺激によ
る骨芽細胞と破骨細胞の分化抑制的な作用
に対しては, 抑制的に働く可能性が示された
が, 周期性伸展刺激と抗体の濃度などの条件
を変えると再現性がとれなかったことから
結論を出すことはできなかった.  
 以上より, NHA2 は破骨細胞の分化過程で
未成熟な破骨細胞同士の融合に関して重要
な役割を果たしていることを初めて見いだ
すことができた. さらに抗 NHA2モノクロー
ナル抗体のなかでも 6B11 クローンは NHA2

分子をターゲットとした骨吸収抑制剤の１
候補としての可能性が示唆された. また, 顎
骨は咬合力をはじめとした様々な外的刺激
を受けることから, 培養細胞を用いてメカニ
カルストレスを負荷した状況をシミュレー
トし, この刺激下での抗 NHA2モノクローナ
ル抗体(6B11)の破骨細胞と骨芽細胞への影
響について検討したが, 結論に至るまでのデ
ータを得ることはできなかった.  
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