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研究成果の概要（和文）：　破骨細胞前駆細胞に恒常発現している糖鎖認識受容体dectin-1と特異的な結合能を有する
シゾフィランと核酸の複合体を用いて、破骨細胞に対する選択性の高いドラッグデリバリーシステムの構築が可能であ
ることを明らかにした。
　一方、糖鎖であるcurdlanはdectin-1を介して、破骨細胞の分化および骨吸収活性を負に制御することを見出した。
さらに、抑制メカニズムとしてSykのタンパクの発現抑制を介した破骨細胞分化のマスター因子NFATc1の負の制御が関
与していることを証明した。
　本研究で得られた知見は、骨代謝疾患に対する新たな治療戦略確立に向けての展開に寄与するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）： Several immune system cell surface receptors are reported to be associated with 
osteoclastogenesis. Dectin 1, a lectin receptor for β-glucan, is found predominantly on cells of the 
myeloid lineage. In this study we have developed a delivery system for oligonucleotides using 
schizophyllan (SPG), a polysaccharide that belongs to the β-glucan family. Application of complex 
consisting SPG and TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) specific siRNA to osteoclast progenitor cells 
inhibited the osteoclast formation in vitro.
 On the other hand, we also demonstrated that the dectin-1 agonist curdlan potentially inhibits 
osteoclast differentiation, especially nuclear factor of activated T cell cytoplasmic 1 (NFATc1) 
expression, and that Syk kinase plays a crucial role in the transcriptional pathways.
 These data suggest that application of this new complex and curdlan administration could be potential 
candidates for the treatment of osteoclast-related diseases such as osteoporosis.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 破骨細胞　シゾフィラン　dectin-1　ドラッグデリバリー　カードラン

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ビスフォスフォネート製剤（BP 製剤）は、
石灰化抑制作用を有する生体内物質である
ピロリン酸をより安定な構造に変えた化合
物で、投与経路にかかわらず骨に沈着して骨
ミネラルと強固に結合することで、破骨細胞
に選択的に取り込まれ、アポトーシスを誘導
し、骨吸収を抑制する。骨に吸着した BP が
破骨細胞に特異的に作用することは骨粗鬆
症や悪性腫瘍にみられる高カルシウム血症
などの骨吸収病変の治療薬として極めて重
要な特徴である。さらに BP は骨折防止効果
を発揮することから、わが国における骨粗鬆
症治療薬の第一選択薬となっている。 
 しかし、2003 年に Marx が BP 製剤の投与
により発生した難治性の顎骨壊死（ビスフォ
スフォネート関連顎骨壊死：bisphosphonate 
-related osteonecrosis of the jaws: BRONJ）
を報告して以来、相次いで同様の報告がなさ
れるようになり、歯科臨床上の大きな問題と
なっている。BRONJ の発症機序については
いくつかの説があるのみで、統一見解が得ら
れておらず、この疾患の爆発的な増大が懸念
されている。こうした契機からより特異性が
高く、かつ副作用の少ない骨吸収抑制薬の開
発が急務である。 
 近年の骨代謝研究の成果から、単球-マクロ
ファージ系の細胞は破骨細胞へと分化し、骨
吸収に強く関与していること、そしてこの分
化機構に関連する分子が次々に同定されて
きた。その一方で、細胞外マトリックスの構
成成分であるグリコサミノグリカンと呼ば
れる多糖は動物の結合組織を中心にあらゆ
る組織に普遍的に存在し、足場としての役割
のほかに、細胞シグナル伝達を介し、接触す
る細胞の発生、増殖、移動、形態形成、代謝
機能等に影響を及ぼしていることが証明さ
れ、臨床においても、創傷治癒や炎症反応と
の関連が指摘されている。このような背景か
ら申請者は、糖鎖が破骨細胞の分化・骨吸収
活性に及ぼす影響について研究を継続して
きた。 
 一連の研究結果から、細胞には糖鎖に特異
的な認識機構と代謝機構が具備されている
ことが証明され、ドラッグデリバリーシステ
ム（DDS）への応用の可能性が示唆された。
そこで、抗原提示細胞上に特異的に発現する
糖鎖認識タンパクであるパターン認識受容
体 dectin-1 に注目した。dectin-1 は、多糖の
1 つであるβ1-3 グルカンを認識することが
知られている。そこで、β1-3 グルカンであ
る SPG の３重らせん構造を１本の鎖を核酸
によって置換した複合体を作製して、破骨細
胞に特異的に遺伝子を導入する新しい選択
的デリバリーシステムを構築することが極
めて有効であると考えて、今回の研究に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
 今回、破骨細胞前駆細胞において、恒常的

に発現している糖鎖認識タンパク dectin-1
に注目し、dectin-1 と特異的な結合能を有す
るシゾフィラン（SPG）の一部を核酸と置換
した複合体を用いて、破骨細胞に選択的な
DDS を構築することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1)SPG による破骨細胞に対する DDS の構築 
 ①SPG 複合体形成 
  破骨細胞分化抑制に関するノックダウ 
 ンの候補分子として、TNFα受容体ファミ 
 リーのシグナル分子である TNF receptor  
 associated factor 6 (TRAF6)を選択した。 
 データベースを参考に 3 種の TRAF6siRNA 
 を合成し、発現抑制が最も顕著であった配 
 列を SPG との複合体形成に使用した。 
 ②細胞培養 
   in vitroにおける破骨細胞分化誘導系と 
 して、破骨細胞前駆細胞株である RAW264.7 
 細胞（RAW）とマウス骨髄細胞を使用した。 
 RAW 細胞については、dectin-1 過剰発現株 
 を樹立し（d-RAW）、併せて研究に用いた。 
  同培養系に対し、SPG-TRAF6si 複合体を 
 添加し、破骨細胞分化誘導因子（RANKL） 
 およびマクロファージコロニー刺激因子  
 （M-CSF）存在下に培養を行った。培養後の 
 細胞よりサンプルを回収し、生化学的分 
 析に用いた。 
 ③生化学的分析 
 a. Real-time RT-PCR 分析 
  培養後の細胞より、mRNA を回収し、TRAF6 
 遺伝子レベルの発現を定量した。 
  b. 酒石酸耐性酸ホスファターゼ染色 
  培養後の細胞を破骨細胞の代表的マー 
 カーである酒石酸耐性酸ホスファター 
 ゼ（TRAP）染色キットを用いて染色し、 
 TRAP 陽性多核細胞を破骨細胞として計測 
 した。 
 
(2)curdlan による破骨細胞分化抑制 
 ①細胞培養 
  上述の RAW264.7 細胞とマウス骨髄細胞 
 を用いた破骨細胞分化誘導系に対して、 
 dectin-1のリガンドであるcurdlanを添加 
 して、培養を行った。培養後の細胞より、 
 サンプルを回収し、生化学的分析に用いた。 
 ②生化学的分析 
 a. 酒石酸耐性酸ホスファターゼ染色 
  上述と同様、培養後の細胞に TRAP 染色 
 を行い、破骨細胞数の計測を行った。 
  b. 骨吸収活性分析 
  ①の培養をリン酸カルシウムプレート 
 上で行った。培養後、細胞を除去し、形成 
 された骨吸収窩数を光学顕微鏡下に観察、 
 計測した。 
  c.アクチンリング染色 
  培養後の細胞に対し、ファロイジン染色 
 を行い、活性化破骨細胞が骨吸収時に形成 
 するアクチンリングを観察した。 
  d.Real-time RT-PCR 分析 



  培養後の細胞より、mRNA を回収し、破骨 
 細胞分化マーカーの遺伝子レベルの発現 
 を定量した。 
 e. Western blotting 分析 
   培養後の細胞より、タンパクを抽出し、 
 破骨細胞分化への関与が報告されている 
 細胞内分子の発現および活性化について 
 評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) SPG による破骨細胞に対する DDS の構築 
 ①SPG-TRAF6siRNA 複合体による TRAF6 の遺 
 伝子発現抑制 
  d-RAW 細胞に対し、SPG-TRAF6siRNA 複合 
 体を添加したところ、複合体添加後 24 時 
 間で、45.1%の TRAF6 遺伝子の発現抑制が 
 観察された（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②SPG-TRAF6siRNA 複合体による破骨細胞分
化抑制 
 d-RAWをRANKL存在下にSPG-TRAF6siRNA複
合体を添加して 7日間培養し、TRAP 染色を行
ったところ、RANKL に誘導される破骨細胞形
成は SPG-TRAF6siRNA 複合体の添加により、
抑制された（data not shown）。 
 一方、マウス骨髄細胞においても、RANKL 
および M-CSF存在下に誘導される破骨細胞形
成は、SPG-TRAF6siRNA 複合体の添加により、
有意に抑制された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、SPG-核酸複合体は、破骨
細胞に対する選択性の高いDDSとして有用で
あることが示唆された。 
 
(2)curdlan による破骨細胞分化抑制 
①curdlan による破骨細胞分化および骨吸収
活性の抑制 

 マウス骨髄細胞に対して、curdlan を添加
して、培養を行ったところ、M-CSF および
RANKLに誘導される破骨細胞形成（図3上段）、
骨吸収窩形成（図 3 中段）、破骨細胞成熟化
を示すアクチンリング形成（図 3下段）のい
ずれも濃度依存的に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 RAW 細胞についても、RANKL に誘導される
破骨細胞形成は、curdlan の添加により、抑
制された。この抑制能は control vector 導
入株（c-RAW）と比較して、dectin-1 過剰発
現株（d-RAW）において、特に顕著であり（図
4）、curdlan の破骨細胞分化抑制が dectin-1
を介して、惹起されていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②curdlanによる転写因子NFATc1の発現抑制 
 NFATc1 は、破骨細胞分化の過程で必須の転
写因子であることが明らかにされている。
Western blotting 分析の結果、RAW 細胞にお
いて、RANKL による NFATc1 タンパクの発現
誘導は、curdlan の添加により、抑制された。
この抑制能は、破骨細胞分化と同様、c-RAW
と比較して、d-RAW において、特に顕著であ
った（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 NFATc1 は破骨細胞の分化過程で起こるダ
イナミックな形態変化や骨吸収能に関与す
る遺伝子の発現を誘導することが報告され
ている。NFATc1 に誘導される破骨細胞分化マ
ーカーとして、TRAP（図 6A）、OC-STAMP（図
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6B）、cathepsin K（図 6C）、MMP9（図 6D）の
遺伝子発現レベルについてReal-time RT-PCR
法を用いて解析した。d-RAW において、RANKL
による破骨細胞分化マーカーの発現誘導は
いずれも curdlan の添加により、有意に抑制
された。 
 このことから、curdlan-dectin-1 シグナリ
ングは、RANKL による NFATc1 の発現誘導を抑
制することにより、破骨細胞分化を負に制御
することが明らかとなった。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ curdlan による転写因子 AP-1 シグナリン
グの抑制 
 RANKLが破骨細胞前駆細胞上の受容体RANK
を介して伝達された破骨細胞分化シグナル
は、さまざまな経路を伝達し、転写因子 AP-1
の発現を誘導することが知られている。AP-1
は 2 量体の転写因子で、典型的なものは Fos
タンパクとJunタンパクなどから構成される
ヘテロダイマーである。また、標的遺伝子の
探索により、NFATc1 が c-Fos 依存的に破骨細
胞で発現されることも報告されている。 
 Western blotting 解析の結果、RAW 細胞に
おいて、RANKL による c-Fos タンパクの発現
誘導は、curdlan の添加により、抑制された。
この抑制能は、c-RAW と比較して d-RAW にお
いて、特に顕著であった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、AP-1 と同様に、RANKL により誘導さ
れ、NFATc1 の発現制御に関与する転写因子
NF-κBについては、curdlan による活性化の
抑制は観察されなかった（data not shown）。
以上の結果から、curdlan は AP-1 の活性化の
抑制を介して、RANKL による NFATc1 の発現誘
導を抑制することが示唆された。 
 
④curdlan による Syk タンパクの分解 
 NFATc1 の活性化には、AP-1 や NF-κBとい
った転写因子を介したシグナル経路に加え
て、ITAM 配列を有する FCRγや DAP12 などの

免疫受容体を介したシグナル伝達系が重要
であることも明らかとされている。 
 RANKL により、これらの免疫受容体の ITAM
モチーフはリン酸化され、非受容体型チロシ
ンキナーゼである Syk がリクルートされる。
Syk が、細胞内 Ca シグナルを誘導する結果、
NFATc1 が活性化され、破骨細胞の分化が促進
する。 
 d-RAW に curdlan を添加したところ、Syk
タンパクの発現レベルの著明な低下が時間
依存的に観察された（図 8）。この curdlan に
よる Syk タンパクの負の制御は、遺伝子の発
現抑制によるものではなく、タンパク分解機
構が関与していることが推測された。この分
解機構については、現在検討中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 今回の研究で、curdlan は破骨細胞前駆細
胞上に発現する dectin-1 を介して、破骨細
胞の分化および骨吸収活性を負に制御する
ことを見出した。さらに、抑制メカニズムと
して非受容体型チロシンキナーゼである Syk
のタンパク発現抑制を介した破骨細胞分化
のマスター因子 NFATc1 の負の制御が関与し
ていることを証明した（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究で得られた知見は、骨代謝疾患に対
する新たな治療戦略確立に向けての展開に
寄与するものであると考えられる。 
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