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研究成果の概要（和文）：関節リウマチや骨髄炎に伴う骨破壊は、運動機能障害に発展することが少なくなく患者のQO
Lを著しく損なう。骨髄間葉系幹細胞は強力な炎症抑制作用を持つことがこれまでに明らかとなっている。本課題は、
炎症性骨破壊における破骨細胞の分化と活性化を制御する分子を、ヒト骨髄間葉系幹細胞(hMSC)の分泌分子から探索す
ることを目的とした。私たちの結果は、hMSCの培養上清に破骨細胞の分化を抑制するタンパク質があることを示した。
また、タンパク質分離精製システムとハイスルーブットスクリーニングを組み合わせ破骨細胞分化を制御する候補分子
を質量分析により複数同定することができた。

研究成果の概要（英文）：We searched for the novel osteoclast regulatory factor produced by human bone 
marrow mesenchymal stem cell(hMSC) on inflammatory cytokine-induced osteoclast differentiation. Our 
findings showed that osteoclast differentiation by TNF-alpha was suppressed by conditioned medium of hMSC 
and we identified some candidate molecules of osteoclast regulatory factor using high-throughput 
screening and mass spectrometry.

研究分野： 骨代謝学、細胞組織学
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１．研究開始当初の背景 
 炎症性疾患の関節リウマチや骨粗鬆症治
療薬ビスフォスフォネートの副作用である
顎骨壊死では、炎症性の骨破壊が引き起こさ
れ、患者の QOL は著しく低下する。近年、
これらの病態は、破骨細胞による過剰な骨吸
収が原因であることが明らかとなってきた。
骨疾患の治療において、破骨細胞の分化・活
性化を調節することは、最も重要な課題の一
つである。そのため破骨細胞分化を調節する
機構の解明が求められている。 
 破骨細胞は、造血幹細胞由来の単球・マク
ロファージ系細胞が融合、分化して形成され
る巨大な多核細胞である。破骨細胞は、主に
リン酸カルシウム結晶や細胞外マトリクス
タンパク質で構成される骨基質を、酸やカテ
プシン K などのプロテアーゼの分泌を介し
て分解する。この破骨細胞の分化を誘導する
サイトカインとして、Receptor activator of 
NFκB ligand (RANKL)や炎症性サイトカ
インである TNFαや IL-1 が同定されている。
また、RANKL による分化を抑制する分子と
して Osteoprotegerin (OPG)が同定されてい
る。 
 骨髄間葉系幹細胞は、骨芽細胞、軟骨細胞、
脂肪細胞などへ分化する多分化能を持つ。近
年、骨髄間葉系幹細胞は、骨髄造血幹細胞を
未分化な状態で維持・増殖させる微小環境
（幹細胞ニッチ）の構成メンバーとして働く
ことが明らかとなった。すなわち造血幹細胞
の分化を制御する細胞であることが解明さ
れ、注目を集めている。 
 血中に投与された間葉系幹細胞は、マクロ
ファージに作用して重篤な敗血症モデルマ
ウスの炎症と多臓器不全を、抑制する
(Nemeth K et. al, Nat Med, 2009)。このこと
は、間葉系幹細胞は、マクロファージの活性
化を強く抑制する機能を持つことを示す。ま
た、炎症性骨破壊の原因分子である TNFαは、
骨髄マクロファージ細胞をRANKL非依存的
に破骨細胞へ分化させる(Kobayashi K ら, J 
Exp Med, 2000)。以上の研究背景より、申請
者らは、骨髄間葉系幹細胞は、マクロファー
ジ細胞の不要な活性化を抑制する役割を持
ち、これと同様に、炎症性サイトカインによ
る骨髄マクロファージの破骨細胞分化も、骨
髄間葉系幹細胞が強く抑制する、という仮説
を立てた。これに関して、破骨細胞形成に対
する間葉系幹細胞による抑制は、OPG だけ
では説明できない事が報告された(Ohshita 
K ら、Arthritis Rheum. 2011)。このように、
炎症による破骨細胞形成を抑制する分子の
同定は、未だ十分でない。 
 
２．研究の目的 
本研究の第一のゴールは、骨髄間葉系幹細胞
の培地上清に含まれる分子をクロマトグラ
フィーにより精製し、破骨細胞分化抑制作用
を示す分子を、細胞イメージ解析装置で検索
し、LC-MS/MS にて同定することである。 

３．研究の方法 
単離したヒト骨髄間葉系幹細胞の培養上清
を回収し、各種カラムクロマトグラフィーを
組あわせ、分離する。そして、分離した精製
分画を、TNFαによる破骨細胞分化系に加え
て、分化を抑制する分画を検索する。検索は、
ArrayScan High Content Screening system
と NFATc1 の免疫細胞化学を用いて、ハイス
ループットスクリーニングを行う。活性分画
を電気泳動にて更に分離後、質量分析機で解
析する。 
 
４．研究成果 
私たちは、炎症性サイトカイン TNFαにより
破骨細胞形成を効率よく誘導できる実験系
を確立した。この破骨細胞は強い骨吸収活性
を持つ事を Pit formation assay にて確認し
た。さらに、ヒト骨髄間葉系幹細胞株 hMCS12
細胞が、破骨細胞形成を抑制する結果を確か
なものにした。この抑制効果は骨髄マクロフ
ァージと hMSC12 の細胞比が 100:1 以下でも
認められた。さらに hMSC12 の培養上清を硫
安分画にて分離し、Q カラムにて分離を行っ
た。この分離画分をハイスループットスクリ
ーニングシステムArrayScanにて、分析して、
複数の活性化区分を得た。さらに SDS-PAGE
と質量分析にて破骨細胞分化抑制候補分子
を同定した。 
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