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研究成果の概要（和文）：　β1-3グルカンであるcurdlanを単球・マクロファージ系細胞であるRAW264.7細胞のdectin
-1過剰発現株に添加し、破骨細胞分化因子（RANKL）存在下に培養を行った。RANKLにより誘導される破骨細胞形成およ
び骨吸収活性はcurdlanにより、著しく抑制された。この抑制効果は野生株のRAW264.7細胞では軽微であった。また、
破骨細胞分化に関わる分子であるNFATc1についても、RANKLによる発現亢進がcurdlanの添加により有意に抑制された。
　以上から、curdlanはdectin-1を介して単球・マクロファージ系細胞の破骨細胞への分化を負に制御することが示唆
された。

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 beta-glucan, is found predominantly on cells of the my
eloid lineage. In the present study, we examined the effect of dectin-1 agonist, curdlan, on osteoclastoge
nesis. In dectin-1 over-expressing RAW 264.7 cells (d-RAW), curdlan suppressed receptor activator of nucle
ar factor-kappaB (NF-kappaB) ligand (RANKL)-induced osteoclast differentiation, bone resorption and actin-
ring formation. Furthermore, curdlan inhibited RANKL-induced nuclear factor of activated T-cell cytoplasmi
c 1 (NFATc1) expression. 
   In conclusion, our results demonstrate that curdlan potentially inhibits osteoclast differentiation, es
pecially NFATc1 expression. This suggests activation of curdlan-dectin-1 interaction critically regulates 
the genes required for osteoclastogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 糖鎖は核酸やタンパク質に次ぐ第 3の“生
体高分子”であり、生体内での分子認識の機
能に注目が集まっている。また、糖鎖は炎症
部位へのリンパ球のホーミングや細胞の増
殖・分化・接着の際の細胞の認識信号物質と 
して重要な役割を果たしている。Gordon ら
は、マクロファージや樹状細胞などの抗原提
示細胞上のdectin-1とよばれるβ-1,3グルカ
ン受容体が発現していることを報告した。β
-1,3グルカンは真菌の細胞壁に多く存在して 
おり、自然免疫の活性化に関する報告がなさ
れているが、その詳細な生物学的機能は解明
されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、β-1,3グルカンが自然免疫に
及ぼす影響について、マクロファージを対象
に解析を行った。β-1,3グルカンは真菌の細
胞壁に存在し、マクロファージによる貪食や
活性酸素産生、サイトカイン産生などの生体
防御機構に関与することが示唆されている
が、dectin-1を介するこのパターン認識機構
はβ-1,3グルカンの構造多様性等の理由から
不明な点が多い。このため、種々のβ-1,3グ
ルカンのマクロファージ細胞との親和性、そ
してマクロファージの phenotype や機能に
およぼす影響について分子生物学的手法を
用いて解析した。 
 
３．研究の方法 
 平成 24 年度から 25 年度にかけて、マクロ
ファージを用いて dectin-1 と自然免疫にお
ける役割を解析していくなかで、破骨細胞分
化という観点で興味深い知見が得られた。そ
こで、最終年度において、マクロファージ系
細胞で、破骨細胞分化因子（RANKL）存在下
で破骨細胞に分化する RAW264.7 細胞を用い
た分子レベルで検証を加えた。 
  
４．研究成果 
 RAW264.7 細胞の dectin-1 過剰発現株
（d-RAW）に、RANKL およびβ1-3 グルカンの
1 つ curdlan を添加して培養を行った。培養
後の細胞に対して、酒石酸耐性酸ホスファタ
ーゼ（TRAP）染色を行い、形成された破骨細
胞数を計測した。図 1に示すように、curdlan
の添加により、d-RAW の破骨細胞への分化は
有意に抑制された。しかしながら、dectin-1
を過剰発現していない control 細胞（c-RAW）
ではその抑制効果がほとんど観察されなか
った。 
 以上のことからcurdlanによる破骨細胞分
化抑制作用は特異的な受容体である
dectin-1 との相互作用を介して誘導される
ことが示唆された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 また、d-RAW に対して、同様の培養をリン
酸カルシウム被覆プレート上で行い、骨吸収
活性について、観察を行ったところ、RANKL
により誘導される骨吸収窩の形成は、
curdlan の併用添加により、抑制されること
が示された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 成熟した破骨細胞はアクチンリングと呼
ばれる特異な構造を形成し、骨吸収能を増強
することが知られている。curdlan の添加に
より、RANKL により誘導されるアクチンリン
グの形成の抑制も観察された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この curdlanによる破骨細胞の負の制御の
メカニズムの解明のため、破骨細胞分化のマ
スター分子である NFATc1 の発現について
Western blot 法を用いて検討した。RANKL に
より、c-RAW、d-RAW ともに NFATc1 のタンパ
ル発現は著しく亢進した。この亢進は d-RAW
において、curdlan の添加により抑制される
一方で、c-RAWでは抑制されなかった（図4）。 

 

図 1. RAW264.7 細胞の破骨細胞分化に対する
curdlanの影響 
 RANKL刺激により、c-RAW、d-RAWともに TRAP
陽性多核細胞である破骨細胞への分化が誘導された。
curdlanの添加により、dectin-1過剰発現株において、
破骨細胞の形成の著明な減少が観察された。 

 

図 2. RAW264.7 細胞由来
の破骨細胞の骨吸収活性
に対する curdlanの影響 
 d-RAW に 対 す る
RANKL刺激により、分化
した破骨細胞の骨吸収活
性は、curdlan の添加によ
り、有意に抑制された。 

 

図 3. RAW264.7 細胞由来
の破骨細胞のアクチンリ
ング形成に対する curdlan
の影響 
 蛍光免疫染色胞法にて
細胞を観察したところ、
RANKLにより誘導される
アクチンリングの形成は、
curdlan の添加により限弱
した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、curdlan が破骨細胞前駆
細胞上の dectin-1 との相互作用により、破
骨細胞の分化および、骨吸収活性を負に制御
することが明らかとなった。またその抑制メ
カニズムとして、NFATc1 の発現抑制が関与し
ていることが明らかとなった。現在その詳細
な分子メカニズムについて、検討中であるが、
これらのことが、明らかになることにより、
歯科医学における生体分子の知見が集積さ
れ、炎症学のさらなる発展につながると考え
ている。 
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