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研究成果の概要（和文）：破骨細胞は前駆細胞どうしの細胞膜融合により形成されるが、基本的な「膜修復分子」によ
る膜修復機構の裏打ちがあってはじめてスムーズな融合が起るものと考えられる。本研究では膜修復制御分子の破骨細
胞分化における動態を蛍光イメージング法を用いて可視化するとともに、破骨細胞分化において発現する膜修復制御分
子MG53等を同定し、前駆細胞間の「膜融合」に「膜修復」機構が関与する可能性について検討した。無刺激状態の破骨
前駆細胞には本分子の発現が認められたが、RANKL等による分化刺激により本分子の発現は著しく低下ないしは消失し
た。膜修復分子は破骨細胞分化の進行において負の制御分子であることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：When the muscle cell membrane was subjected to the damage, the membrane was immedi
ately repaired by the action of "membrane repairing molecules". Osteoclasts are formed by fusion of mononu
clear osteoclast precursors, and this process is postulated to be guarranteed by the action of "membrane r
eparing mechanisms". The purpose of this research is to identify MG53 or its analogue and involvement of m
embrane repairing mechanism" during the process of osteoclast differentiation. Unstimulated osteoclast pre
cursors expressed MG53. However, its expression was dramatically suppressed after being stimulated to form
 osteoclasts. Our data suggested that the "membrane repairing molecule" could act as the negative regulato
r for osteoclast differentiation.  
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１．研究開始当初の背景 

破骨細胞は造血幹細胞に由来する単核の

前駆細胞が融合することにより形成される

多核細胞である。その融合過程は形態学的に

大きな変化を伴うダイナミックなプロセス

であることから、以前より多くの研究者によ

って研究されているが、いまだに不明の点が

多い。ところで細胞融合により大型の多核細

胞になる細胞として、筋線維・筋管（多核）

の元となる筋芽細胞が知られている。また、

筋は特有の膜修復機構を持っていることが

知られている。筋細胞がダメージを受けると、

Mitsugumin 53（MG53）という蛋白質が小胞

状の脂質二重膜を傷害部位に運んでくる（下

図上）。細胞膜に小孔が形成されると、細胞

質が局所的に酸化状態になり、酸化された

MG53 分子どうしが結合することにより物理

的に接近した小胞どうしの膜融合が起こり、

「Membrane Patch」という構造体の形成を経

て（下図 中・下）、傷ついた細胞膜が修復

されることがわかってきた（Cai C. et al. 

Nat. Cell Biol. 2009）。この MG53 は筋芽

細胞の融合による筋管形成にも制御的な役

割を担っていることも示された（Cai C. et al 

J.Biol.Chem. 2009）。破骨細胞分化におい

ても融合過程は細胞にとって極めて厳しい

環境変化であり細胞膜の障害を伴う可能性

が高いと考えられ、「膜修復機構」による補

償があって初めてスムーズな融合が進行す

るものと推定される。  

 
２．研究の目的 

 本研究では破骨細胞分化における前駆細

胞融合過程に「膜修復分子」が関与すること

を実証し、前駆細胞融合過程における膜修復

分子の動態を蛍光イメージング法等により

可視化することを目的とした。更に膜修復分

子の発現を抑制することにより炎症性骨破

壊の制御を行なうことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

蛍光色素を標識した前駆細胞の破骨細胞分

化に伴う膜修復の動的解析 

 膜脂質結合性蛍光色素 DiD（DiI,DiO）を用

いて破骨前駆細胞の膜表面を標識し、破骨細

胞分化因子を添加後、経時的に観察し、融合

が盛んになる培養 2日目からタイムラプス解

析を行ない、蛍光標識された細胞膜表面及び

細胞膜直下に集積した小胞の動態を詳細に

観測し、破骨細胞分化に伴う膜修復機構の存

在の確認を試みた。 

 

膜融合に伴う膜修復の電子顕微鏡による形

態学的解析  

 上記蛍光色素による解析で膜修復が高頻

度で検出された条件下で破骨前駆細胞を培

養し、凍結置換法後金粒子によるコーティン

グを行ない SEM の試料を作成した。また、グ

ルタルアルデヒドによる固定の後、エポンに

包埋し TEM の試料を作成した。 

 

膜修復分子 MG53 蛋白質の破骨細胞分化での

発現解析 

 膜修復分子 MG53 蛋白質の破骨細胞分化に

伴うｍRNAと蛋白質の発現変動をRT-PCR法と

ウエスタンブロッティング法により解析し

た。破骨細胞分化に伴う発現解析を同様に行

なった。 

 

破骨細胞で発現する膜修復分子 MG53 ホモロ

ーグの検索及び同定 

特異的プライマーを用いた PCRクローニング

を行なうことにより MG53 ホモローグのクロ

ーニングを試みた。 
 

膜修復制御分子・蛍光蛋白質融合蛋白質の破

骨細胞分化に伴う蛍光イメージング解析 

 MG53-GFP 或いは MG53 ホモローグ-GFP を破



骨前駆細胞株で過剰発現させ、分化刺激後、

共焦点レーザー顕微鏡を用いたタイムラプ

ス解析を行なう。破骨細胞分化に伴う MG53

分子及び MG53 ホモローグ分子の発現（緑色

の蛍光）を蛍光イメージングするとともに、

赤色の蛍光で標識した細胞膜から生じる小

胞との結合、更には Membrane Patch の形成、

そして膜修復、という一連の過程の動画を作

成し、膜修復機構の時間空間的なイメージン

グを試みた。 

 

新生仔マウスの顎骨に於ける正常破骨細胞

の分化及び炎症性骨破壊モデルに伴う膜修

復制御分子 MG5 の発現解析 

 膜修復分子 MG53 分子及び MG53 ホモローグ

の正常破骨細胞の分化に於ける発現を解析

する。新生仔マウス切歯の唇側面（エナメル

質側）に面した下顎骨表面には多数の破骨細

胞が観察されるので正常破骨細胞の分化を

解析するのに適した組織である。In situ ハ

イブリダイゼーション法により破骨細胞及

び前駆細胞における膜修復分子の遺伝子発

現解析を行なうこととした。 

 

 

４．研究成果 

 

 本研究では膜修復制御分子の破骨細胞分化

における動態を蛍光イメージング法を用いて

可視化するとともに、破骨細胞分化において

発現する膜修復制御分子MG53のアナローグを

同定し、前駆細胞間の「膜融合」に「膜修復」

制御分子が関わっていることを明らかにする

ことを目的とした。 

 リアルタイムPCR法により破骨前駆細胞で

あるRAW-D細胞を用いて破骨細胞分化に伴う

MG53の発現について検討した。RANKL刺激前で

もMG53の発現が低レベルではあるが認められ

た。破骨細胞分化因子であるRNAKL,TNFα等で

破骨細胞分化刺激を加えると発現が劇的に低

下する傾向が認められた。尚、分化刺激が無

い条件下でも培養を続けると発現が低下する

傾向があった。少なくともRANKL刺激後24時間

後ではRANKL無刺激のRAW-D細胞ではかなりの

膜修復分子MG53の発現を認めたがRANKL刺激

下ではMG53の著しい発現抑制が認められた。

RANKL刺激24時間というのは、破骨細胞分化の

初期の段階で単核の破骨前駆細胞が形成され

る段階であるが、融合に先駆けて本膜修復分

子の発現が抑制されることが分かった。おそ

らく、膜融合に必要な分子群の働きをスムー

ズにする為にMG53蛋白の発現が融合に先立っ

て抑制されるのではないか、と考えている。

RANKLにより誘導される破骨細胞に特有のア

ナログ分子が膜修復を制御する可能性がある

ので、PCRクローニング法によるMG53アナログ

分子の検索を行った。しかしながら、MG53の

破骨前駆細胞における発現レベルが低いこと

から、破骨細胞に特有の膜修復分子の同定は

できなかった。一方、膜融合に伴う膜修復過

程の電子顕微鏡による形態学的解析により、

膜ナノチューブを介した前駆細胞間の活発な

相互作用が認められた。膜ナノチューブの迅

速な形成と消失にも膜修復関連分子が関与す

るものと考えられる。 

 研究計画の段階では膜修復分子MG53のアナ

ローグ分子を容易に得ることができると予測

していたが、上述のように分化刺激により本

分子が著しい発現低下を呈した（下図：「破

骨細胞分化に伴う膜修復分子MG53の発現変

動」を参照）為、実験的に破骨細胞特有のホ

モローグを検出することが困難となったため、

新規ホモローグを得ることは断念した。そこ

で、MG53の破骨細胞分化刺激による発現抑制

について共焦点レーザ顕微鏡を用いた解析を

行い、経時的に本分子の発現が消失する可能

性を形態学的に示唆する結果を得ている。膜

修復に関する所見を見出すことはできなかっ

たが、電顕レベルでの解析を継続して検討し

ている。 

 

  

尚、膜ナノチューブを介する融合関連分子

DC-STAMP の細胞間移動に関する重要な所見

を得ることができた。膜構造体である膜ナノ

チューブは構造体の出現・消失に於いて基本



的な膜修復機構と関連していることが推定

されるので、膜ナノチューブの形成に必須の

分子である M-Sec 蛋白質と膜修復分子 MG53

との相互作用が破骨細胞分化に先立って行

われているものと思われる。研究期間が終了

した現在でも運営校費等を用いて継続研究

を行っているところである。この点に関して

少しずつではあるが、興味深い知見が得られ

つつある。 
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