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研究成果の概要（和文）：F-spondinは破骨先駆細胞の遊走および分化を抑制しており，その一部は破骨細胞前駆細胞
に発現するLDL受容体ファミリーのLrp8を介していることが明らかとなった．また，破骨細胞前駆細胞のLDL受容体ファ
ミリー自体が外因性のF-spondinの経路とは独立した別の経路で破骨細胞の遊走・分化を調節していることも示唆され
た．
一方、F-spondin発現細胞は，F-spondin分泌およびそれ以外の機能で硬組織破壊の調節に関わっていることが明らかと
なった．また，F-spondinを発現することで発現細胞のLDL受容体ファミリー発現も影響を受けることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that F-spondin downregulated migration and differentiation of prec
ursor osteoclasts partially via one of LDL receptor family, Lrp8. Moreover, our data suggested that LDL re
ceptor family members on precursor osteoclasts, themselves regulated migration and differentiation of prec
ursor osteoclasts independently of F-spondin. 
F-spondin-expressed cells maintained osteoclastogenesis by secretory F-spondin and other factors. Also, F-
spondin expression on cells affected the expression level of LDL receptor family members on it.
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１．研究開始当初の背景 
歯周組織において，歯根周囲に特異的に発

現するF-spondinは硬組織形成細胞の分化に
関与している．その一方，硬組織破壊に及ぼ
すF-spondinの影響に関する報告はほとんど
なかった．歯周組織の炎症性疾患である歯周
炎では歯槽骨破壊が認められるが，歯根吸収
が生じることは稀である．このことから、歯
根周囲の特異的な細胞あるいはタンパク等
による特異的な炎症性組織破壊の制御機構
の存在が示唆されていた．申請者らは予備実
験から，F-spondin が低密度リポタンパク
（LDL）受容体ファミリーを介して破骨細胞
による硬組織破壊を調節しているという可
能性を見出していた．Lrp4 は，歯の形態形成
に関与することが報告され，Lrp4 のノックア
ウトマウスでは過剰歯や癒合歯が出現する
ことが報告されていた．また，Megalin/Lrp2
はビタミンD結合タンパク受容体としても知
られ，活性化ビタミン Dの代謝に関与してい
る．己抗体が発現していることが報告されて
いる．このように，F-spondin および LDL 受
容体ファミリーが「形成」と「破壊」の両面
で硬組織代謝の制御において重要な役割を
担っていることが示唆されていた．これらの
ことから，歯根周囲の細胞が分泌する
F-spondin の LDL 受容体ファミリーを介した
硬組織破壊制御が歯周組織特異的な炎症性
組織破壊に関与している可能性が示唆され
ていた． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は，LDL 受容体ファミリーに属する
各受容体に注目し，下記の点を明らかにして，
F-spondin と LDL 受容体を介した硬組織破壊
制御の機構を解明することを目的とした． 
 
1. 組織破壊に関与する細胞における

F-spondin の結合する LDL 受容体ファミ
リーの発現の有無 
 

2. 正常歯周組織および炎症刺激を受けた歯
周組織における LDL 受容体ファミリーの
発現分布 

 
3. 硬組織破壊に関与する細胞に及ぼす

F-spondin の影響とその経路 
 
 
３．研究の方法 
培養細胞を用いて骨芽細胞系細胞の破骨

細胞誘導能における F-spondin の役割と
F-spondin の LDL 受容体ファミリーを介した
破骨細胞系への影響の経路に関して以下の
検討を行った． 
 

1. 硬組織破壊に関与する細胞における LDL
受容体ファミリーの発現の有無 

F-spondin を構成する TSR ドメインのうち

TSR1-4 は LDL 受容体ファミリーに属する
Lrp8，Lrp2/ megalin，Lrp4 および VLDL 受容
体に結合する．申請者らは歯周組織を構成・
維持していると考えられるいくつかの細胞
の培養系および破骨細胞前駆細胞において，
Lrp8 の発現を確認していた。RT-PCR 法によ
り，硬組織破壊細胞への分化能を有するマウ
ス骨髄由来マクロファージおよび，RAW264 細
胞におけるF-spondinとの結合が知られてい
る そ の 他 の LDL 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
(megalin/Lrp2，Lrp4，VLDL 受容体)の発現
mRNA 発現を検討した． 

 
2. 正常歯周組織および炎症刺激を受けた歯

周組織における LDL 受容体ファミリーの
発現分布 

RT-PCR 法により，マウス骨髄由来マクロファ
ージおよび，RAW264 細胞の RANKL 刺激による
LDL受容体ファミリーmRNA発現変化を検討し
た． 
 
3. 破骨細胞前駆細胞の遊走・分化に及ぼす

F-spondin の影響とその経路(Lrp8，
megalin/Lrp2，Lrp4，VLDL 受容体，その
他) 

a. 破骨細胞前駆細胞の遊走能に及ぼす影
響： 

F-spondin と培養チャンバー法を用い，上層
に各 LDL 受容体ファミリー特異的な阻害
（siRNA）を処理した RAW264 細胞を播種し，
下層にマクロファージコロニー刺激因子
(M-CSF)用いて下層側に移動した細胞数を計
測した． 
 
b. 破骨細胞前駆細胞の分化能に及ぼす影

響： 
マウス骨髄由来マクロファージおよび
RAW264 細胞に，各 LDL 受容体ファミリー特異
的な阻害（siRNA）を処理した後，破骨細胞
分化誘導因子としてRANKLを用いて破骨細胞
前駆細胞の破骨細胞への分化に及ぼす
F-spondin の作用の経路を検討した． 
 
4. 骨芽細胞の破骨細胞誘導能に及ぼす

F-spondin の影響 
破骨細胞の誘導には骨芽細胞系細胞の発現
する RANKL および OPG（オステオプロテジェ
リン）が大きく関与している．プライマリー
細胞あるいは細胞株への遺伝子導入の準備
が完結しなかったため，これに代えて
F-spondin 過剰発現トランスジェニック(Tg)
マウスのカルバリア由来の骨芽細胞系細胞
を用いて検討を行った．RT-PCR 法により LDL
受容体ファミリーの発現およびLPS刺激時の
RANKL および OPG mRNA の発現を検討した． 
 
5. 破骨細胞誘導と硬組織破壊に及ぼす

F-spondin/受容体経路の役割  
実験 4 では，F-spondin を過剰に発現する骨
芽細胞系細胞自体の破骨細胞分化誘導能



(RANKL および OPG)における F-spondin 発現
の影響を明らかにできなかった．そこで，過
剰発現細胞の分泌因子に注目し，破骨細胞誘
導培養系にチャンバーを応用（図 1）し，
F-spondin 過剰発現細胞が分泌する因子の
RANKL が誘導する破骨前駆細胞の分化に与え
る影響と，それに対する F-spondin/受容体経
路の影響を検討した．分泌因子の同定には
F-spondin の中和抗体を用いた。受容体経路
の検討には、事前に受容体の siRNA 処理を行
った破骨細胞前駆細胞を用いた． 
 
 
図１ 

 
 

４．研究成果 
硬組織破壊に関与する細胞におけるLDL受容
体ファミリーの発現の有無と発現変化 
RT-PCR を用いて，硬組織破壊細胞への分化能
を有するマウス骨髄由来マクロファージに
VLDLR，Lrp2，Lrp4，Lrp8 の発現を，RAW264
細胞に Lrp2，Lrp4，Lrp8 の発現を認めた． 
破骨細胞への分化を誘導する RANKL 刺激後、
RAW264 細胞における Lrp2，Lrp8 の mRNA 発現
はコントロール群に対して有意な差を認め
なかった．一方で，Lrp4 mRNA は RANKL 刺激
により有意に発現が増強された．また，コン
トロール群の Lrp2，Lrp8 の mRNA 発現は時間
の経過とともに減少した． 
 
破骨細胞前駆細胞の遊走・分化に及ぼす
F-spondin の影響とその経路(Lrp8，Lrp2，
Lrp4，VLDLR，その他) 
RAW264 細胞と Lrp8 siRNA を用いた検討で，
F-spondinがLrp8を介してM-CSFが引き起こ
す破骨細胞前駆細胞の遊走に関与すること
が明らかとなった． 
LDL 受容体ファミリーアンタゴニストは，
F-spondin による RANKL 刺激後の破骨細胞分
化抑制作用を一部解消した．Lrp8 siRNA を用
いた検討で，F-spondin が Lrp8 を介して遊走
と同様にRANKLによる破骨細胞分化を抑制し
ていることが明らかとなった．この経路には，
前駆細胞の c-fos および TRAF6 の経路が関与
していた．さらに、LDL 受容体ファミリーア
ンタゴニスト投与自体がRANKL刺激後の破骨
細胞分化を抑制することも明らかとなった．

各受容体の siRNA を用いた検討においても，
各 siRNA 処理自体がコントロール siRNA 処理
群と異なるRANKL誘導性の破骨細胞分化を示
していたことから，LDL 受容体ファミリーの
一部がそれ自体でF-spondinとは別の経路で
破骨細胞分化誘導に関わっている可能性が
示唆された． 
 
骨 芽 細 胞 の 破 骨 細 胞 誘 導 能 に 及 ぼ す
F-spondin の影響 
連携研究者らの研究グループにより，
F-spondin 過剰発現 Tg マウスが確立された．
同マウスのカルバリアから採取した骨芽細
胞系細胞で，F-spondin の過剰発現を確認し
た．また，F-spondin 過剰発現マウスのカル
バリア細胞で LDL 受容体ファミリーの mRNA
発現は野生型に比べて増強傾向を示してい
た．細胞への遺伝子導入実験に代えて，同 Tg
マウスの細胞を用いて,F-spondin 過剰発現
が破骨細胞分化に及ぼす影響の検討を行っ
た．同細胞にLPS刺激を行いRANKLおよびOPG
の発現は確認できた．しかし，過剰発現マウ
スの胎数が少なく，比較実験のための十分な
プライマリー細胞が同時期に準備できなか
ったため，発現変化の検討には至らなかった． 
また、同細胞を用いて、細胞が分泌する
F-spondin とその経路に関しての検討を行っ
た．その結果，同細胞が F-spoｎdin を分泌
しており、分泌された F-spondin が RANKL に
よる破骨細胞誘導を抑制していること，その
経路の一部が Lrp8 を介していること，が明
らかとなった．その一方で，F-spondin 過剰
発現細胞がF-spondin以外の因子も分泌して
おり，その因子も破骨細胞分化誘導機構に影
響を及ぼしていることも明らかとなった． 
 
F-spondin 過剰発現マウスを用いた LPS によ
る炎症モデル組織における破骨細胞の出現 
F-spondin マウスで炎症モデルを作成したと
ころ，炎症巣における多核巨細胞の発現がコ
ントロールマウスの炎症巣よりも抑制され
ていることが明らかとなった．今後，このほ
かの炎症細胞への影響および多核巨細胞の
性質・機能に関しては連携研究者とともに解
明研究を展開する予定である． 
 
その他 
破骨細胞分化に及ぼすF-spondin経路の検討
の中で，RANKL 刺激による破骨細胞前駆細胞
の p190 に影響を及ぼしていることを mRNA お
よびタンパクレベルで検出した．しかしなが
ら，同経路に関わる F-spondin の受容体およ
び下流のシグナル伝達に及ぼす影響は明ら
かにできなかった．F-spondin の直接的な影
響のほかに間接的な影響も考えられ，この経
路の詳細を明らかにするためには，さらなる
の検討が必要と考えられた． 
 
今後の展望 
F-spondin 発現細胞は，F-spondin 分泌およ



びそれ以外の機能で硬組織破壊の調節に関
わっていることが明らかとなった．また，
F-spondin とは独立した経路で LDL 受容体自
体も破骨細胞分化に影響を及ぼしているこ
とが明らかとなった（図２）．本研究は主に
in vitro の実験を展開して検討を行った．本
研究結果を元に今後，過剰発現マウス等を用
いた in vivo での受容体の発現変化と様々な
タイプの炎症状況時の受容体の発現変化の
炎症病変検討が，全身におけるメカニズムの
多様性の解明に寄与すると考えられる． 
 
図２ 
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