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研究成果の概要（和文）：本研究では、牛由来(bLF)および好中球由来ラクトフェリン(nLF)の骨代謝におよぼす作用を
検討した。培養実験において、bLFは、骨髄マクロファージ(BMMφ)の破骨細胞分化を抑制し、未分化間葉系細胞の骨芽
細胞分化を促進した。また、これらの細胞に対して、好中球のconditioned mediumを用いた培養、および、nLFを添加
した実験においても、同様な結果が得られた。また、LFの受容体であるLipoprotein receptor-related protein 1の発
現は、間葉系細胞およびRANKL刺激後のBMMφに認められた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the roles of lactoferrin for the bone metabolism, we examined the 
effects of bovine- (bLF) and neutrophil-derived lactoferrin (nLF) on osteoblast and osteoclast 
differentiation. In vitro studies using mesenchymal stromal cells (MSCs) showed that bLF and nLF promoted 
the mRNA expressions of osteoblast markers and increased a number of ALPase-positive cells. On the other 
hand, formation of TRAP-positive cell from bone marrow macrophages (BMMφ) and the mRNA expressions of 
osteoclast markers in BMMφ were inhibited by these LF. In addition, neutrophil-cultured conditioned 
medium accelerated osteoblast differentiation of MSCs and inhibited osteoclast differentiation of BMMφ. 
Lipoprotein receptor related protein 1 as a receptor of lactoferrin expressed in BMMφ with the 
stimulation of RANKL and MSCs.

研究分野：口腔解剖学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 骨粗鬆症モデルマウスへの牛ラクトフ
ェリン(bLF)の経口投与は、骨量低下を抑制
し、骨質を高める。 

(2) bLF は、抗原提示細胞や T 細胞に作用
し、TNF-や RANKL 産生を低下させ、破骨
細胞分化を抑制する。 

(3) 好中球は、ラクトフェリン(LF)を産生し、
血中に分泌する。 

(4) これまでに、骨代謝を支持する好中球の
機能に関する報告はない。 
 
２．研究の目的 

好中球の骨代謝制御機構を解明し、歯槽骨
維持法を確立するため、以下の点を明らかに
する。 
(1) LF の標的細胞の同定：LF の受容体とし
て、LRP-1 が知られている。骨髄細胞（間葉
系細胞および血球系細胞）における LRP-1
受容体をもつ細胞を同定する。 

(2) LF による骨髄細胞分化調節メカニズム
の解明：骨髄細胞から分化する際の LF の作
用を遺伝子解析により検索する。 

(3) 好中球による細胞分化調節機能の解
析：好中球が骨芽細胞分化および破骨細胞
分化に関与することを明らかにする。 
 
３．研究の方法 

(1) 骨粗鬆症モデル動物に対するbLFの作用 
外科手術により卵巣を摘出(OVX)した SDラッ
ト(7 週齢、雌)に対して、bLF (10, 100 mg/kg 
body weight)の経口投与を 3週間行った。ラ
ットの長管骨を骨形態計測学的および組織
化学的に評価した。また、未分化間葉系株化
細胞やマウス由来骨髄マクロファージ
(BMM)を用いて、骨芽細胞分化および破骨細
胞分化におよぼす bLF の作用を検討した。 

(2) bLF 標的細胞の同定 
① 未分化間葉系細胞と BMMにおける LRP-1
タンパク発現および mRNA 発現を Western- 
blotting と RT-PCR により検索した。 
② BMMの破骨細胞分化過程における LRP-1
発現を Westernblotting により検索した。 

(3) 好中球による細胞分化調節機能 
① 間葉系細胞の骨芽細胞分化に対する好中
球の作用を明らかにするため、未分化間葉系
株化細胞であるC3H10T1/2細胞と好中球の共
存培養、 transwell に入れた好中球と
C3H10T1/2 細胞の培養、好中球を培養した培
地（conditioned medium）を用いた C3H10T1/2
細胞の培養、以上の培養系で骨芽細胞分化を
評価した。 
② BMMの破骨細胞分化に対する好中球の作
用を明らかにするため、RANKL を用いた BMM
の破骨細胞分化誘導系に、好中球を共存培養、
また、好中球の conditioned medium を用い

て培養した実験系において、破骨細胞分化の
評価を行った。 
③ ヒト好中球由来 LF を培地に添加し、骨芽
細胞分化および破骨細胞分化を評価した。 
 
４．研究成果 

(1) OVX ラットに対する bLF の作用 
bLF を経口投与して 3 週間後の bLF 投与群の
海綿骨量は、Sham 群よりも減少していたが、
OVX 群よりも多く、残っていた（図 1）。また、
この骨量および骨梁幅は、OVX 群と比し、bLF
投与群は、有意な増加が認められた。 
骨組織形態計測学的評価においては、bLF 投
与群で、bone formation rate(BFR)が増加し、
破骨細胞数(Oc.N/TA)の減少が認められた
（図 2）。 
培養実験においては、C3H10T1/2 細胞の培地
に bLF(1 g/ml)を添加すると、骨芽細胞分化
マーカー(osterix, runx2, osteocalcin)の
mRNA 発現は増加した。一方、BMMの培地に
bLF(1 g/ml)を添加すると、破骨細胞分化マ
ーカー(cathepsin K, calcitonin receptor, 
NFATc1)の mRNA 発現は抑制された。これらの
結果より、bLF は、骨芽細胞分化および破骨
細胞分化を調節することが示唆された。 
 

 

 
（2）標的細胞の同定 
骨髄由来間葉細胞(BMSC)や未分化間葉系株
化細胞(C2C12, C3H10T1/2, ST2)において、
LF のタンパク発現は見られなかったが、その
受容体であるLRP-1のタンパク発現が認めら
れた（図 3）。一方、骨髄から採取した直後の
BMMでは、LRP-1 は、発現していないが、RANKL
を添加することで、発現が認められた（図 3）。
また、BMMは、LF を発現しているが、RANKL
の添加により LF の発現は、消失した（図 3）。
RT-PCR による mRNA 発現解析は、タンパク発
現と同様な結果となった。これらの結果より、



bLFのターゲット細胞は、間葉系細胞とRANKL
刺激後の BMMであることが示された。 
 

 
（3）好中球による細胞分化調節機能 
C3H10T1/2 細胞と好中球(1x105 cells 以上)と
共存培養することで、ALPase 陽性 C3H10T1/2
細胞が増加し、骨芽細胞分化が促進された
（図 4）。また、transwell および conditioned 
medium の実験においても、同様に C3H10T1/2
細胞の骨芽細胞分化が促進された(図 4)。 
 

 
破骨細胞分化において、好中球(1x106 cells)
と共存培養することで、BMMの破骨細胞分化
が抑制された（図 5）。また、conditioned 
medium の実験においても、同様に BMMの破
骨細胞分化が抑制された(図 5)。 
市販の好中球由来 LF を添加した実験におい
ても、同様な結果が得られた。 
これらの結果より、好中球の分泌物に含まれ
る LF が、骨芽細胞および破骨細胞の分化調
節に関与していることが示唆された。 
 

以上、本研究により、LF は、間葉系細胞と破
骨細胞分化前の BMMをターゲットとして、骨
芽細胞分化を誘導し、破骨細胞分化を阻害す
る。その結果、骨形成を促進し、骨吸収を抑
制することで、骨粗鬆症による骨量低下を抑
制することが示された。また、LF を含有する
好中球による分泌物もまた、骨芽細胞分化お
よび破骨細胞分化調節において、同様な機能
を有することが明らかになった。 
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