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研究成果の概要（和文）：マウス頭蓋骨より、軟組織を取り除いた後、コラゲナーゼ等で酵素処理を行い、骨表面の細
胞を取り除いた骨を調整し、その後キレート剤を用いて脱灰することにより純度の高い骨細胞の単離を試みた。それぞ
れのフラクションで骨細胞特異的因子であるDMP-1をリアルタイムPCRにて解析したところ、作用５回目のフラクション
に骨細胞は多く含まれている事がわかった。このフラクションをα-MEM培養液中でTNF-αを作用させ、細胞を回収し、
Total RNAを精製し、破骨細胞分化関連因子を解析した。破骨細胞関連因子であるRANKLの増加傾向が確認された。

研究成果の概要（英文）：We purified osteocytes from mouse carvariae by using collagenase and EDTA after 
removing soft tissues. We analyzed the purification of osteocyte by quantified expression level of DMP-1 
with real-time PCR. We found that fraction 5 maximally included osteocytes. We cultured the cells in 
fraction 5 as osteocyte with TNF-α in α-MEM. Total RNA was isolated from adherent cells. We quantified 
expression level of osteoclast related genes. We found that expression of RANKL was increased in 
osteocytes cultured with TNF-α.

研究分野：矯正歯科
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１．研究開始当初の背景 
 破骨細胞分化の必須誘導因子として骨芽細
胞が発現する RANKLが発見され、破骨細胞
の分化・活性化機構の解明が進歩した。また、
近年、同じように炎症性のサイトカインであ
る TNF-α でも破骨細胞が誘導されることが
わかった。このことから一般的に骨のリモデ
リングを含む生理的骨吸収は、RANKL が主
に働いており、リウマチや感染などによる病
的骨吸収は、TNF-αが主に働いているものだ
と考えられている。それらのことより TNF-α
での破骨細胞形成のメカニズムの解明する
ことは、重要な課題となっている。骨細胞特
異的に RANKL遺伝子が破壊されるトランス
ジェニックマウスにおいて、生理的な破骨細
胞形成が抑えられ、骨硬化症を呈することが
示された。これより、骨細胞が RANKLを分
泌し生理的骨吸収をコントロールしている
ということがわかった。また、骨細胞に特異
的 Dentin Matrix Protein 1（DMP1）プロモー
ターを使用し、ジフテリアトキシンレセプタ
ーを発現させるトランスジェニックマウス
をもちいて、骨細胞をマウスより除去し、尾
部懸垂を施し、非荷重にしたところ、通常
RANKL の発現が増加するが、この反応が抑
制され、メカニカルストレスでの破骨細胞形
成に関与することが示唆されている。これら
のことから、骨細胞の破骨細胞形成への関与
は、研究途上であり非常に注目されている研
究分野である。また、病的骨吸収を誘導する
TNF-αと骨細胞の関与を調べた研究はまだな
いことから、破骨細胞形成に関与している細
胞である骨細胞の in vivoでのTNF-αによる破
骨細胞形成への関与を検討しそのメカニズ
ムを解明することは重要な研究テーマと考
えた。 
 
２．研究の目的 
  近年、炎症性のサイトカインである TNF-α
で破骨細胞が誘導されることが発見され、リ
ウマチや感染などによる病的骨吸収は、
TNF-αが主に働いているものだと考えられて
いる。また、矯正学的歯の移動においても、
TNF-αによる破骨細胞形成が重要であること
もわかっている。最近、骨細胞が RANKLを
発現し、in vivoにおける生理的な破骨細胞形
成に関与していることがわかった。これまで
の我々の研究で in vivoでTNF-αによる破骨細
胞形成では、間質系細胞が重要な働きをして
いるを見いだしている。しかしながら、TNF-α
の骨細胞への影響を調べた報告はまだない。
本研究では、骨細胞の TNF-αによる破骨細胞
形成への関与を in vitroおよび in vivoで検討
しそのメカニズムを解明することを目的と
している。 
 
３．研究の方法 
  研究の目的のためにマウス頭蓋骨より、軟
組織を取り除いた後、コラゲナーゼ等で酵素
処理を行い、骨表面の細胞を取り除いた骨を

調整し、その後キレート剤を用いて脱灰する
ことにより純度の高い骨細胞を単離する。そ
の骨細胞を利用して、骨髄細胞との共培養を
TNF-α存在下で行い、破骨細胞形成を in vitro
で評価する。また、骨細胞を TNF-α存在下で
培養し、破骨細胞形成因子の発現を Real-time 
PCR 等の生化学的検討およびシグナル伝達
を評価する。骨細胞の単離および TNF-αによ
る骨細胞の破骨細胞形成のために生後 1-2 日
齢マウスより、頭蓋骨を取り出し、付着した
軟組織と骨膜の除去を行い、小片化する。小
片化した頭蓋骨は、始めに 37℃で 30 分間コ
ラゲナーゼ処理を行い、骨芽細胞層を除去す
る。次に、37℃で 15分間 EDTA処理を行い、
類骨層を除去する。さらに 37℃で 15 分間
EDTA 処理を行い、骨基質を脱灰する。最後
に 37℃で 30 分間コラゲナーゼ処理を行い、
処理液を回収する。回収した処理液中には骨
細胞及び他の細胞が遊離されている。これら
の細胞を遠心により回収し、培地に懸濁し、
孔径 8mm のメンブレンフィルターでろ過す
ることにより、高純度の骨細胞を回収するこ
とができる。TNF-αによる骨細胞の破骨細胞
形成因子の発現を単離した骨細胞を α-MEM
培養液中で TNF-αを作用させ、細胞を回収し、
Total RNAを精製し、破骨細胞分化関連因子
であるRANKL等のmRNAの発現を real-time 
PCR法を用いて定量的に解析した。 
 
４．研究成果 
 破骨細胞分化の必須誘導因子として骨芽
細胞が発現する RANKLが発見され、破骨細
胞の分化・活性化機構の解明が進歩した。ま
た、近年、同じように炎症性のサイトカイン
である TNF-α でも破骨細胞が誘導されるこ
とがわかった。このことから一般的に骨のリ
モデリングを含む生理的骨吸収は、RANKL
が主に働いており、リウマチや感染などによ
る病的骨吸収は、TNF-αが主に働いているも
のだと考えられている。それらのことより
TNF-αでの破骨細胞形成のメカニズムの解明
することは、重要な課題となっている。本研
究では、破骨細胞形成に関与している細胞で
ある骨細胞の in vivoでのTNF-αによる破骨細
胞形成への関与を検討しそのメカニズムを
解明することを目的として研究を開始した。
まず、骨細胞の単離から行った。マウス頭蓋
骨より、軟組織を取り除いた後、コラゲナー
ゼ等で酵素処理を行い、骨表面の細胞を取り
除いた骨を調整し、その後キレート剤を用い
て脱灰することにより純度の高い骨細胞の
単離を試みた。採取した細胞を顕微鏡下で観
察したところ樹状様の突起物がある骨細胞
様の細胞が単離されたことが確認された。単
離した骨細胞を α-MEM培養液中で TNF-αを
作用させ、細胞を回収し、Total RNAを精製
し、破骨細胞分化関連因子である RANKLの
mRNA の発現を real-time PCR 法を用いて解
析した。骨細胞に炎症性のサイトカインであ
る TNF-αが骨細胞に作用した際にRANKLの



発現が増加したことから、炎症時に起こる病
的な破骨細胞形成および骨吸収は、骨細胞の
関与も示唆された。 
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