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研究成果の概要（和文）：各種ビスホスホネートの添加により分化過程の破骨細胞前駆細胞の接着強度

に変化があったため、破骨細胞分化過程に接着分子が関与するかどうかを検討した。中和抗体添加により

破骨細胞分化に変化が見られたため、そのメカニズムを検討するため細胞内シグナル伝達分子を検索した。

破骨細胞分化と関連が示されているチロシンキナーゼ Syk、Fyn が免疫沈降によりインテグリンと共沈し

たため破骨細胞分化過程においてインテグリンからの outside-in シグナルにこれらのキナーゼが関与し

ている可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this experiment bisphosphonates reduced the adherent strength of 

osteoclast precursors which are in the process of osteoclast differentiation. Because antibody 

against adhesion molecules altered osteoclastgenesis, I tried to find the signaling molecules which 

integrate adhesion molecules and osteoclastgenesis. Syk and Fyn, tyrosine kinases known to be 

important for osteoclastgenesis, were co-immunoprecipitated with integrins in the process of 

osteoclastgenesis. These results suggest that outside-in signals from integrins are important for 

osteoclast-precursor function and differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 Chang MK らは，マクロファージ特異的なマ



ーカーを用いた詳細な実験で，骨芽細胞と接
して骨表面に存在するマクロファージの存在
を明らかにした． 

ビスホスホネート（BP）関連顎骨壊死は，
多発性骨髄腫や乳癌，骨粗鬆症などの治療と
してBP を投与されている患者に，抜歯や歯内
治療などの歯科治療をきっかけとして生じる
疾患として，2003 年に初めて取り上げられた．
顎骨壊死はBP を中心として，局所性，全身性
の因子の複合の結果として生じるものと考え
られる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lane 1,2: NFATc1A 
Lane 3,4: NFATc1B 
Lane 5,6: NFATc1C このような背景の下、骨における破骨細胞

前駆細胞としてのマクロファージの役割とそ
の機能の解明が求められている。 

Lane 7,8: TRAP 
Lane 9,10: cSrc 

 Lane 11,12: ATP6v0d2 
２．研究の目的 Lane 13,14: DC-STAMP 

Lane 15,16: Catepsin K ビスホスホネート製剤は破骨細胞を抑制し
て骨粗鬆症の進行を抑制する。この破骨細胞
の抑制は骨吸収抑制作用が主であり、破骨細
胞数にはあまり影響がないと考えられてい
る。近年、ビスホスホネートの経口投与と巨
大破骨細胞形成の関連を示唆する結果が報
告された（N Engl J Med 2009）。この報告で
はアレンドロネートの長期間投与により破
骨細胞数が増加し、骨面から遊離した巨大な
破骨細胞が観察された。この報告により顎骨
壊死とビスホスホネート投与による破骨細
胞数への影響および骨面に接着していない
破骨細胞形成との関連を検討すべく、本年度
は以下の研究を行った。 

Lane1,3,5,7,9,11,13,15: RANKL,ctrl IgG 
Lane2,4,6,8,10,12,14,16:RANKL, anti-CD18 
 
(２)ビスホスホネート添加による破骨細胞
前駆細胞の形態的変化 
 
コントロール 
 
 
 
 
 
 
  

３．研究の方法  
 （１）ビスホスホネート添加の破骨細胞前駆

細胞への影響：各種ビスホスホネート添加に
よる破骨細胞前駆細胞の増殖、形態的変化、
破骨細胞への分化の影響を検討した。 

 
 
 
  
 （２）破骨細胞分化に及ぼす細胞接着分子の

影響：接着分子への中和抗体および遺伝子ノ
ックダウンによる破骨細胞分化への影響を
検討した。 

 
アレンドロネート添加 
 
  
 （３）ビスホスホネートおよび抗細胞接着分

子抗体が破骨細胞前駆細胞のシグナル伝達
に及ぼす影響を検討した：ビスホスホネート
添加および中和抗体、遺伝子ノックダウンを
用いて破骨細胞分化過程におけるシグナル
伝達を検討した。 

 
 
 
 
 
  
 ４．研究成果 
  
 （１） 接着分子中和抗体による破骨細胞関

連遺伝子のmRNA発現には変化が見ら
れなかった。 
 

 
 
 
（２） 抗接着分子抗体による破骨細胞分化

への影響は中和抗体のクローンによ
 
 



 り異なる結果が得られた。 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３） 破骨細胞分化の写真を示す 

 
抗体 clone2 添加: TRAP 陽性単核細
胞が多くみられ、多核細胞は少ない 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
抗体 clone1添加: TRAP陽性多核細
胞が多く形成され、また大きさ・核
の数も多い 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４） またNFATc1の発現も同様にクローン
により異なる結果が得られた。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

NFATc1 

 

 

b-actin 

RANKL(-),  抗体(-),   Iso IgG,  clone1, clone2,  clone3 

 
（５） 細胞接着分子の発現の変化 

分化過程で細胞表面での発現が増加
する分子と、減少する分子があるこ
とが明らかとなった 

抗体（－）,  Iso IgG,  clone1,      clone2,    clone3 

 
 
 
 増加した分子  減少した分子 
 
RANKL 
(0h) 
 
 
 
RANKL 
(24h) 
 
 
RANKL 
(48h) 
 
 
 
RANKL 
(72h) 
 
 
（５）抗 CD18 抗体による免疫沈降により、
Syk と Fyn が共沈した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RANKL （-）（＋） 

Syk 

（５）以上の結果よりビスホスホネートが破
骨細胞前駆細胞の接着へ影響を及ぼすこと、
および、破骨細胞分化と関連が示されている
チロシンキナーゼ Syk、Fyn が免疫沈降によ
りインテグリンと共沈することなどから、破
骨細胞分化過程においてインテグリンから



の outside-in シグナルにこれらのキナーゼ
が何らかの関与している可能性が示された。
またビスホスホネートがこれらの過程に影
響を及ぼすことが示唆された。 
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