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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、研究代表者が世界に先駆けて立ち上げた骨組織内の多光子励起生体イメージン

グ系を活用して、関節リウマチで骨破壊に関与する破骨細胞の遊走・分化・機能をライブで可
視化することに成功し、破骨細胞の骨破壊動態を実体的かつ統合的に解明した。また生体骨イ
メージング系の改良により、高精度・高感度の可視化法を確立した。また、これらの研究成果
を元に、新しい作用機序をもった次世代の骨破壊抑制薬の開発に取り組んだ。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 The main subject of this study is to reveal the cellular dynamics in various kinds of 
tissues and organs in vivo, by using advanced imaging techniques, especially focusing 
on the dynamic phenomenon within bone marrow cavity. By improving the optical technology, 
we developed an intravital bone imaging system that enabled elucidation of control 
mechanisms for dynamic behaviors of bone-resorbing osteoclasts in vivo. We also developed 
novel anti-bone resorptive treatments based on our findings. 
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチでは全身の関節に炎症が生
じる頻度の高い自己免疫疾患であるが、その
最も重篤な症状として、炎症関節の骨破壊が
挙げられる。この骨破壊に関与する細胞が、
破骨細胞と呼ばれる、単球系の前駆細胞から
特殊に機能分化したマクロファージである。

これまでの国内外の多くの研究により、破骨
細胞の分化誘導因子である M-CSFや RANKLの
同定や、それらの刺激によって差破骨細胞分
化に至る細胞内シグナル伝達などについて、
詳細な解析が行われてきた。その一方で、破
骨細胞が生体内（骨組織内）でどのように遊
走し、分化・機能するのかについては不明な
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ままであった。特に、生体内で最も硬度の高
い組織である骨関節組織の解析は、これまで
固定して脱灰（キレート剤に浸しリン酸カル
シウム結晶を溶出させる作業）した標本を薄
切して解析するしかなく、生きた骨組織内で
破骨細胞がいかにして形成され、骨吸収機能
を発揮するかについては謎のままで残され
ていた。 
本研究代表者は２光子励起顕微鏡を利用

して、生きた個体内での骨組織内部をライブ
イメージングで可視化することに世界に先
駆けて成功してきた。しかしながら、本研究
開始前の時点では、可視化で解析できる現象
は、細胞の大まかな動態や位置関係のみであ
り、破骨細胞の骨吸収機能や動態・分化の詳
細を解析できるものではなかった。本研究で
は最新の光学イメージング技術をさらに活
用させることにより、破骨細胞機能の解析す
る新たな方法論の開発に取り組んだ。 

 
２．研究の目的 

破骨細胞は単球系の血液細胞から分化す
る、骨を融解・吸収する生体内で唯一の細胞
種である。国内外の多くの研究により、破骨
細胞の分化・機能に関与する多くの分子機構
がこれまで明らかにされてきたが、実際の骨
組織内での破骨細胞の動態については依然
不明な点が数多く残されている。本研究では
申請者が最近、世界に先駆けて立ち上げた、
２光子励起顕微鏡を駆使した生体骨イメー
ジングの方法論を活用して、破骨細胞の遊
走・分化・機能を実体的かつ動的に解析する。
さらに、イメージングにより得られた定量的
データの数理解析により、破骨細胞の「in 
vivo作用様式」をシステムとして理解し、骨
ホメオスターシスの生理機序および炎症性
骨破壊の病態形成メカニズムの詳細かつ統
合的な解明を目指した。 
特に本研究では、それまで本研究者が精力

的に行ってきた骨組織内での破骨前駆細胞
の遊走・位置決めの制御機構についての全体
像を明らかにするとともに、その統合的理解
を目的とした。さらには、破骨細胞の骨表面
での分化・機能についても生体イメージング
を駆使した解明を目指し、特に①分化過程に
おける骨芽細胞との細胞間相互作用や②機
能分化に伴う遺伝子発現のイメージング 
を行い、生きた骨組織における破骨細胞分
化・機能を、実体的かつ統合的に解明した。
これらの成果は、生理的な骨代謝調節のみな
らず、関節リウマチや骨粗鬆症など骨吸収疾
患の病態生理を理解し、新規の骨吸収抑制薬
の創薬や薬効評価システムの開発へとつな
がることが強く期待されるものとなった。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、生体骨イメージングを用いて、

破骨細胞とその前駆細胞であるマクロファ
ージの動態を制御する種々のケモカイン・脂
質メディエーター、および受容体の機能につ
いて、生体骨イメージング系を用いて解析し
た。より具体的には本研究者がそれまでに破
骨細胞動態を制御する重要な因子として同
定してきた脂質メディエーターであるスフ
ィンゴシン１リン酸（S1P）やその２つの受
容体 S1PR1や S1PR2に注目し、生体骨イメー
ジング系を駆使して、ノックアウトマウスや
各種の阻害剤を活用することで、S1P による
破骨細胞前駆細胞の遊走制御機構について
統合的に解明した。またこれを標的とする新
規骨破壊抑制薬の開発も行った。また、個体
レベルでの破骨前駆細胞の遊走動態を解析
するために、光照射により色調を変換させる
ことのできる蛍光タンパク質（Kaede）を活
用し、破骨前駆細胞に Kaedeを発現させたリ
ポーターマウスを作成し、生体内での細胞ト
ラッキング系を立ち上げた。 
 また、遊走・位置決めに加えて、破骨細胞
の分化・機能を生きた骨髄内で生体２光子励
起イメージングで可視化するために、破骨細
胞の機能分化・骨吸収機能を可視化する蛍光
レポーターマウスの作成を行った。具体的に
は、破骨細胞が骨吸収を行う際に用いる酸を
放出するプロトンポンプ（V-type H+ ATPase）
に注目し、これを GFPで標識させたリポータ
ーマウスでイメージングを行った。この際、
GFP 標識されたプロトンポンプの破骨細胞内
局在を可視化するために、蛍光生体骨イメー
ジング系の高感度・高解像度化を行った。 
 また、本イメージング系を用いて新規の骨
吸収抑制薬の検索システムを開発した。これ
を用いて、既存の薬剤の薬効評価を行うとと
もに、細胞動態を制御する種々の分子を標的
とする阻害薬等についてスクリーニングを
行った。 
 
４．研究成果 
破骨細胞前駆細胞には S1Pに対して遊走を

起こす S1PR1受容体に加えて、これを抑制す
る S1PR2受容体が同時に発現していることを
発見していたが、本研究ではこの２つの受容
体による動態制御機構について統合的な解
明を行った。その結果、破骨細胞前駆細胞は
正の作用をもつ S1PR1と、相反する作用をも
つ S1PR2を巧妙に使い分けることにより、必
要なタイミングで骨組織に出入りしている
ことが分かった。また、この負の受容体であ
る S1PR2を抑制して、結果として S1PR1作用
を強化することにより、骨吸収が抑制できな
いかについても解析した。現在、S1PR2 受容
体のアンタゴニストとして JTE013 が存在す
るが、本研究ではこれを卵巣摘出モデルマウ
スに投与する実験を行った。卵巣摘出骨粗鬆
症モデルマウスにおいて、卵巣摘出と同時に



JTE013を投与し、４週間後に骨組織を解析し
た。この結果、JTE013投与群では有意な骨吸
収抑制効果が認められた（J Exp Med, 2010）。 

さらに、破骨細胞前駆細胞の動態が生体内
で S1Pによって制御されていることを実証す
るために、同細胞に前述の Kaedeを発現させ、
この動態を追跡した。その結果、脾臓に存在
する破骨前駆細胞が、生体内で確かに２日後
に骨組織内で成熟破骨細胞へと分化・成熟す
ることを証明し、これが血中の S1Pによって
動的に制御されていることを明らかにした
（J Immunol, 2013）。 

また、従来より骨吸収治療薬として用いら
れてきた活性型ビタミン D製剤は、臨床的に
も骨破壊を抑制することが示されていたが、
その薬効作用については不明のままであっ
た。本研究では、生体骨イメージング系を用
いて評価することにより、活性型ビタミン D
製剤が、破骨細胞前駆細胞の動態を刺激して、
骨組織内から血管内へ引き戻すことによっ
て薬効を発揮していることを明らかにした
（PNAS, 2013）。この研究成果は、本作用を
利用した新規の骨吸収抑制薬の開発につな
がる重要な知見と考えられる。 

一方、本研究では生体２光子励起イメージ
ングを駆使して、骨組織内部を生きたままで
観察する方法論の開発・改良に取り組んでい
るが、特に、関節リウマチにおける病態形成
において重要な骨破壊過程をリアルタイム
で可視化する系の開発を行った。まずは骨吸
収能を持つ成熟破骨細胞を蛍光標識した遺
伝子改変マウスを作出したが、具体的には、
骨破壊の際に吸収面に向かって大量の酸を
分泌するために必要なプロトンポンプ
（V-type H+ ATPase）に GFPを融合したタン
パク質を発現させたノックインマウス（H+ 
pump-GFPマウス）や、成熟破骨細胞のマーカ
ーである TRAP のプロモーター下に RFP を発
現 さ せ たト ラ ンス ジェ ニ ック マ ウス
（TRAP-RFPマウス）をそれぞれ作成した。こ
れらを用いて、生きた骨組織内での成熟破骨
細胞による骨破壊をリアルタイムで可視化
することに成功した（下図参照）。 

この生体イメージングにより、成熟破骨細
胞のうち、実際に骨破壊を行っているもの
（破壊型：R 型と命名）と、そうでないもの

（非破壊型：N 型）を区別することが可能と
なり、ビスフォスフォネートなどの種々の薬
剤の効果を実際の破骨細胞の活動を観察し
ながら評価することができた。その結果、
RANKL などのより骨破壊を誘導すると、破骨

細胞の総数だけでなく、骨破壊を行う細胞数
が大きく増加した。一方で、ビスフォスフォ
ネートなどで骨破壊を抑制すると、総数の減
少のみならず、残っている細胞も骨破壊には
関与せず、骨破壊には破骨細胞の総数のみな
らず、個別の細胞での骨破壊機能も厳密に制
御されていることが分かった（J Clin Invest, 
2013）。 

さらに本方論を用いて、関節リウマチでの
骨破壊の際に、活性化した免疫細胞が破骨細
胞を活性化させる過程を可視化することに
成功した。この結果、活性化した T細胞のう
ち Th17細胞が、細胞膜上に RANKLを発現し、
これが細胞間直接相互作用によって成熟破
骨細胞を活性化させることが分かった。
RANKL の中和抗体などはこの過程を阻害する
ことにより、成熟破骨細胞の動態・骨破壊を
抑制することが証明できた。本実験系は、生
きた骨組織内で実際に働く破骨細胞の機能
を解析することができ、種々の骨吸収抑制薬
の効果を解析するために極めて強力なツー
ルとなることが期待される。 
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