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研究成果の概要（和文）：骨は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成が常に行われることによって維持され
ている動的な組織である。本研究では、破骨細胞形成・機能にcholesterolが重要であること，cholesterolの阻害によ
って細胞の多核化・機能の発現が障害されること、破骨細胞の癒合タンパク質の１つであるAtp6v0d2の細胞膜への輸送
（trafficking）が低下することによって，破骨細胞の細胞融合が障害されること、この機構とlipid raftの関連を示
唆する結果が得られた。この結果は、骨代謝と脂質代謝が密接に関連することを示すと共に，新しい破骨細胞形成機構
を示すものである．

研究成果の概要（英文）：Disruption of the balance between osteoblastic bone formation and osteoclastic 
bone resorption causes various bone disorders.This study indicate that osteoclast differentiation is 
highly dependent of exogenous cholesterol and that the decrease in intracellular cholesterol level due to 
LDLR deficiency results in the reduction of cell-cell-fusion of preosteoclasts due to the impaired 
trafficking of osteoclast fusion proteins such as DC-STAMP and Atp6v0d2 into the plasma membrane. The 
study presented here demonstrates the close relationship between bone and lipid metabolisms and a novel 
mechanism for osteoclast differentiation.
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１.研究開始当初の背景 
骨は，破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞に
よる骨形成が常に行われることによって維
持されている動的な組織であり，この骨吸収
と骨形成のバランスが崩れると，骨粗鬆症な
どの疾患が引き起こされる.一方で矯正歯科
治療は，圧迫側における骨吸収と牽引側にお
ける骨形成により成立する.歯の移動に必須
な歯槽骨吸収で主役を担う破骨細胞の分化
制御には，まだ多くの不明な点がある. 
一方，タンパク質は細胞内で合成され，細
胞外に分泌されて働く物と細胞表層の細胞
膜に局在しているタンパク質がある.後者の
細胞膜に局在しているタンパク質は，細胞内
外とシグナル伝達やエネルギーのやりとり
をする役割を担っており，しばしば創薬のタ
ーゲットとされる.タンパク質が正しく機能
するためには，それがあるべき場所に正しく
輸送され，その場所に留まることが必要であ
るが，タンパク質の細胞膜への局在化に重要
な役割を果たしているもののひとつとして，
細胞膜マイクロドメインがあげられる.細胞
表層の膜は決して均一な構造ではなく，そこ
には細胞膜マイクロドメインと呼ばれる，物
性が異なる領域が存在している.近年，
cholesterol と sphingolipids の豊富な細胞膜
マイクロドメインである caveolae/lipid rafts
の破骨細胞の機能と分化における役割に興
味が持たれているが，ほとんど明らかにされ
ていない. 

 
 
２.研究の目的 
本研究は，破骨細胞の分化と機能に対する
細胞膜マイクロドメインの役割を解明し，今
まで明らかにされていなかった骨代謝と細
胞膜マイクロドメインの関連性を明確にし，
新規歯科矯正治療法開発へ向けた基礎的検
討を行うことを目的とする. 

 
３.研究の方法 

ICRマウスおよびC57BL/6マウスを遺伝的
背景に持つ低比重リポ蛋白レセプター
（LDLR）欠損(KO)マウスとその littermate
の野生型(WT)マウスを用いて以下の実験を
行った. 

 
（１）マウスの骨髄細胞をM-CSF存在下で 3
日間培養し，これを破骨細胞前駆細胞とし，
各種培養ディッシュおよびマイクロプレー
トまたは dentin slice 上に播種し，M-CSF / 
RANKLによる破骨細胞形成系に用いた.任意

時間培養後，プレートまたは dentin slice上の
細胞を酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ
(TRAP)にて染色し，破骨細胞形成を検討した.
また，破骨細胞による骨吸収活性は，dentin 
slice 上で破骨細胞形成を任意時間行った後
に形成された吸収窩の面積より算定した. 

 
（２）細胞内シグナリング関連タンパクの活
性化は，Immuno-blot 法，遺伝子の発現状況
はRT-PCR法を用いてそれぞれ解析を行った. 
細胞膜中の cholesterol rich なマイクロドメ
インである Lipid raftの特定は，RANKL存
在もしくは非存在下で 2日間培養した破骨細
胞前駆細胞を 0.5％Brij58 で可溶化し，ショ
糖密度勾配超遠心分離法によって不溶画分
(lipid raft)を分離，Immuno-blot法を用いて
行った. 

 
 
４.研究成果 
（１）マイクロドメインに多く含まれる
Cholesterol の主要な carrier protein である
lipprotein を除去した血清 (LR－FBS)を用い
て，破骨細胞前駆細胞に RANKL，MCSF を
添加して破骨細胞分化を誘導すると破骨細
胞形成は大きく抑制されたが，この減少は培
地への low density lipoprotein (LDL)または
oxidized low density lipoprotein (OxLDL)の添
加によって回復し，かつ LDLおよび OxLDL
の添加は付加的に破骨細胞形成を促進した. 
また LDL と oxLDL のそれぞれの receptor
の発現は RANKL非依存的であった. 
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（２）そこで，低比重リポ蛋白レセプター
（LDLR）欠損(KO)マウスの検討を行ったと
ころ，LDLR-KOマウスの骨髄細胞由来の破
骨細胞形成は，野生型マウスの骨髄細胞由
来のそれと比較して，小型であった. 

 

 
 
（３）破骨細胞分化の情報伝達経路の中で 
RANKL 刺激により分化初期に発現される
Erk と Akt の活性化と，分化過程で誘導さ
れる c-fos や NFATc1，機能タンパク質の
TRAPと cathepsin Kの遺伝子とタンパク質
の発現は，野生型と LDLR-KO マウス由来
の細胞間で差がなかった. 
 
（４）一方，細胞融合に関与する単核の前
破骨細胞の数を表す fusion index に関して
は，KO マウスは野生型マウスの 2 割程度
であり，前者における融合障害が示唆され
た .また細胞融合タンパク質である
Atp6v0d2 と DC-STAMP の mRNA 発現は，
両マウス間で差がなかった.しかしながら，
細胞膜と cholesterol-rich な lipid raft 中の
Atp6v0d2タンパク質量は，KOマウス由来
の破骨細胞で少なかった.  

 
以上の結果から、破骨細胞形成・機能に

cholesterolが重要であること，cholesterolの阻
害によって細胞の多核化・機能の発現が障害
されること，破骨細胞の癒合タンパク質の細
胞膜への Atp6v0d2 の細胞膜への輸送
（trafficking）が低下すること、その機構と
lipid raftの関連を示唆する結果が得られた. 
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