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研究成果の概要（和文）：ヒト破骨細胞のin vitro分化系として、末梢血由来古典的単球を(i)M-CSF (ii)
GM-CSF (iii)GM-CSF + IL-4 (iv)GM-CSF + TNFの存在下で培養した細胞を前駆細胞として用い、M-CS+RANKL存在
下で培養した。その際にGM-CSF, IL-4, TNFを添加し破骨細胞分化能に対する影響を調べた。TNFやGM-CSFが存在
していても多核細胞の分化は観察されたがIL-4は破骨細胞分化を協力に阻害した。従ってIL-4が破骨細胞前駆細
胞の分化に関わっている場合、前駆細胞の分化環境と破骨細胞の分化環境とは完全に独立している必要があるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：As an in vitro differentiation system for human osteoclasts, peripheral 
blood-derived classical monocytes were cultured in the presence of (i) M-CSF (ii) GM-CSF (iii) 
GM-CSF + IL-4 (iv) GM-CSF + TNF as progenitor cells and further cultured in the presence of M-CS+
RANKL. By adding GM-CSF, IL-4, and TNF to the second step, the effects of these cytokines on 
osteoclastogenesis were also examined.
Although multinuclear cell differentiation was observed in the presence of TNF and GM-CSF, IL-4 
strongly inhibited osteoclastogenesis. This suggests that if IL-4 is involved in the differentiation
 of osteoclast progenitor cells, the environment must be completely independent of that of 
osteoclast differentiation.

研究分野： 臨床免疫学

キーワード： 破骨細胞　RANKL　TNF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチ(RA)の病態において観察される破骨細胞分化はいくつかの点で生理的な破骨細胞分化と異なると考
えられる。RAの治療にパラダイム・シフトをもたらしたTNF阻害薬が破骨細胞分化においてどのような役割を果
たしているのかについては不明な点が多い。RAの病態において、GM-CSFが注目されている一方、GM-CSFはin 
vitroで破骨細胞分化を阻害することが報告されている。IL-4もまた破骨細胞分化を強力に阻害するが、破骨細
胞前駆細胞の分化に関わっているという報告もある。今回の解析はそれらの臨床的な疑問点に一定の解答を提示
する点で、学術的のみならず臨床的な意義も持っている。

※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 
 
本研究着想の契機は、既に確立している骨芽細胞と、骨髄細胞の共存培養による破骨細胞分化系に
おいて、骨芽細胞の代わりに滑膜線維芽細胞を用いても破骨細胞分化が誘導できなかったという我々
の経験である。この系においては、従来破骨細胞とその前駆細胞の生存に必須と考えられていた M-
CSF が培養上清にほとんど検出できなかった。おそらくそのために、破骨細胞前駆細胞が培養中に消
失してしまう。のみならず、培養上清中には可溶性 RANKL が検出できず、更に RANKL の機能を阻害
する囮受容体である OPG が大量に産生されていることが明らかとなった。一方、2010 年に報告された
滑膜線維芽細胞の３次元培養系の報告(Kiener et al., Arthritis Rheum)では、滑膜線維芽細胞は球体
の表面に単層をなして分布する。しかもこの系に単球を添加した場合、前述のように３週間後にも単球/
マクロファージ系の細胞の存在が確認できる。この細胞は線維芽細胞の直下に、線維芽細胞と接する
形で分布しており、相互作用していることが示唆される。２次元の培養系では消失する単球/マクロファ
ージ系の細胞が３次元培養系であれば生存できる点が興味深いが、更にこの系は、RANKL や TNF な
どのサイトカインや各種中和抗体を添加することで破骨細胞の分化研究に応用しうる実験系であると着
想した。 
 
２．研究の目的 
 
マウスの破骨細胞の場合は骨髄細胞を M-CSF 存在下で培養し、その後 RANKL を添加する系が確立
している。これは元々、破骨細胞前駆細胞と骨芽細胞（あるいは骨髄ストローマ細胞）との共存培養によ
り破骨細胞が in vitro で分化したという実験系から生み出されたものである。本研究の目的は、これらの
マウスの培養系を応用し、特に関節リウマチの病態を反映するようなヒト破骨細胞の培養条件を定めるこ
とである。 
 
３．研究の方法 
 
ヒトの場合は骨髄細胞の取得が困難であることから、ヒト末梢血由来の単核球から AutoMACS を用いて
古典的単球(classical monocytes)を調整した。近年ヒト破骨細胞の前駆細胞として樹状細胞系の性質を
持つ細胞がいくつかの論文で報告されている。この中で M-CSF ではなく GM-CSF および IL-4 の存在
下で培養し破骨細胞前駆細胞として用いる方法が報告されていたため、 
(i)M-CSF (ii)GM-CSF (iii)GM-CSF + IL-4 (iv)GM-CSF + TNF の存在下で培養した細胞などを前駆細
胞として利用した。その後細胞を回収し、播種し直した後に M-CSF と RANKL 存在下で培養する 2-
step の培養で TRAP 陽性多核細胞が得られるかを検証した。また骨吸収活性評価プレート上で培養す
ることにより骨吸収能を評価した。その後ヒト由来滑膜線維芽細胞とヒト単核球の共存培養系の解析に
取り掛かっている。 
 
４．研究成果 
 
ヒト TRAP 陽性多核細胞はマウス破骨細胞と異なる点として、TRAP の染色が弱いこと、および多核化に
要する培養期間が長いこと（生存時間も長いこと）が観察された。上記(i)-(iv)のいずれの条件において
も M-CSF + RANKL 刺激下で培養すると TRAP 染色陽性多核細胞がえられ、骨吸収活性評価プレート
により骨吸収能を示した。ただし(iii)の条件においては M-CSF + RANKL の環境に移行する前に M-
CSF単独の存在下で培養することが必要であった。すなわちこの前駆細胞の場合は他の条件と異なり、
２ step ではなく 3 step の培養法が必要であった。またいずれの条件でも 3 step の培養で最後の段階
において IL-4 が低濃度であっても存在すると破骨細胞分化が阻害されることが明らかとなった。このこ
とから、GM-CSF+IL-4 により誘導される前駆細胞が炎症性破骨細胞に分化する条件として、前駆細胞
の分化環境と破骨細胞の分化環境とは完全に独立している必要があることが示唆される。一方で低濃
度の TNF や GM-CSF が存在していても多核細胞の分化は観察されたため、病変局所で TNF や GM-
CSF が存在していても破骨細胞は分化しうることが確認された。 
 並行して進めた研究として、転写因子 Nfatc1 の short form 特異的ノックアウト(KO)マウスの解析が挙
げられる。これは破骨細胞分化に必須である転写因子 Nfatc1 のアイソフォームの内、破骨細胞分化の
過程で発現が著増するアイソフォームが最も短い mRNA を持つことからこれのみをノックアウトして破骨
細胞分化を調べたものであり、この KO マウスは胎性致死であった。胎仔より造血幹細胞を in vitro で増
殖させ、それを破骨細胞前駆細胞へ分化させて M-CSF + RANKL 存在下で培養したところ、対照（野
生型）では TRAP 陽性多核細胞に分化したのに対して KO 細胞では多核細胞が得られなかった。トラン
スクリプトーム解析により Nfatc1 short form 特異的な転写標的を網羅的に探索したところ、KO 細胞でも
Acp5, Ocstamp, Dcstamp, Ctsk などの破骨細胞のマーカー分子は著増を示していることが確認された。
野生型と差が最も差があったのは Oscar や Calcr などのマーカーであった。KO 細胞が融合を示さなか
った点については Ablim1 や Myo1d, インテグリンなどの発現が KO 細胞で落ちていることが原因である



可能性が示唆された。 
 更に解析中のヒト破骨細胞の共存培養系の実験では、ヒト単球を関節滑膜由来線維芽細胞と共存培
養し、ビタミン D などを加える培養を行ったところ、単球由来の多核細胞は TRAP 染色にごく僅かに染ま
るのみであり、骨吸収能も非常に乏しいことが確認された。２次元培養ではヒト破骨細胞を分化させるこ
とは困難であることが確認され、現在３次元培養に移行している。 
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