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研究成果の概要（和文）：破骨細胞は生体内で唯一骨吸収能を有する細胞である。生体内の骨代謝は骨形成と骨吸収の
バランスによって保たれているが、このバランスが崩れることで骨粗鬆症、炎症性疾患における関節破壊、人工関節の
緩みなどが引き起こされる。これまでに破骨細胞の生存・骨吸収にはアポトーシスのミトコンドリア経路に関与する B
cl-2 ファミリーが重要な働きをしていることが報告されている。今回申請者は、Bcl-2 ファミリー蛋白の１つである 
Mcl-1 の破骨細胞における働きについて研究を行った。 Mcl-1 は破骨細胞の細胞生存能の延長に強く働いている一方
、骨吸収能には抑制の働きを持つことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Osteoclast is a multinuclear, bone eating cell. The metabolism of bone is 
maintained by a subtle balance of bone formation and resorption. The collapse of this bone metabolism 
causes osteoporosis, arthritis and then joint destruction. It's known that Bcl-2 family which has a 
function of mitochondria process in apoptosis makes essential effect on osteoclast. We examined the 
unknown function of Mcl-1 in osteoclast which is one of Bcl-2 family protein. We elucidated that Mcl-1 
has functions of positive effect on survival rate of osteoclast and negative effect on the resorption.

研究分野：骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
当研究室では破骨細胞に関しての研究を

行っており、特に破骨細胞のアポトーシスに

おける Bcl-2 ファミリー蛋白の制御機構に

関してこれまでいくつかの報告を行ってい

る。秋山らは Bcl-2 ファミリーの中で BH-3

グループに属する Bim の破骨細胞における

働きについて研究を行い、Bim は破骨細胞の

細胞生存能を負に制御しているにもかかわ

らず、破骨細胞の骨吸収能に対しては正に制

御を行っていることを明らかとした。永瀬ら

は Bcl-2 ファミリーのうち anti-apoptotic 

グループに属する Bcl-2 の破骨細胞におけ

る働きについて研究を行い、Bcl-2 は破骨細

胞の細胞生存能・骨吸収能を両方とも正に制

御していることを報告している。岩澤らは同

じグループの Bcl-XL が破骨細胞生存能は正

に、破骨細胞骨吸収能は負に制御することを

報告している。Mcl-1 は、Bcl-2 や Bcl-XL 

と同様に Bcl-2 ファミリーの中で 

anti-apoptotic な作用を持つグループに属

する。他の細胞における Mcl-1 の働きに

関する研究が継続的に報告され、その働き

の重要性も明らかになってきているにもか

かわらず、破骨細胞における Mcl-1 に関

する報告は非常に少ないのが現状で、本研

究においてその機能について明らかにする

ことを目的とした。 

 
２．研究の目的 

Mcl-1 は他の Bcl-2 ファミリーと同様に

様々な細胞で発現を確認されているが、上皮

組織においては同じ  anti-apoptotic Bcl-2 

ファミリーに属する Bcl-2 や Bcl-XL が分

化の少ない基底層側の細胞に多く発現して

いるのに対し、Mcl-1 はより分化の進んだ表

層側の細胞に強く発現が見られるという発

現局在の相違がみられる。この発現局在の相

違や、他の anti-apoptotic Bcl-2 ファミリー

と比べて短い半減期を持つということより、

Mcl-1 が他の anti-apoptotic Bcl-2 ファミ

リーとは異なった特有の働きを持つ可能性

が示唆されている。 

さまざまな細胞種において Mcl-1 の働き

が非常に重要であることが報告されている。

Bcl-2 ノックアウトマウスとは異なり、

Mcl-1 ノックアウトマウスは胎生致死であ

ることからも生体の発生・分化・維持に 

Mcl-1 が重要であることが明らかとなって

いる。 

破骨細胞における Mcl-1 の働きについて

言及している報告は、渉猟しえる範囲では 2 

編のみであった。いずれも破骨細胞における 

Mcl-1 発現量と 破骨細胞のアポトーシス抑

制が相関していることを報告しているが、実

際に Mcl-1 発現がどのように制御され、い

かなるメカニズムで破骨細胞の生存能を調

節しているかについては言及されておらず、

破骨細胞における Mcl-1 の働きはいまだ明

確であるとは言えない。 

本研究の目的は破骨細胞における 

anti-apoptotic Bcl-2 ファミリー蛋白 Mcl-1 

の動態、および Mcl-1 の破骨細胞生存・骨

吸収能への関与について調べることである。 
 
３．研究の方法 
破骨細胞分化過程における Mcl-1 mRNA 

発現量の推移の評価を行った。DDY マウス

より骨髄細胞を採取し、M-CSF/RANKL 系

培養において成熟破骨細胞形成を誘導した。

RANKL を添加してから  24 時間ごとに 

mRNA を採取し、それぞれにおいて  RT 

PCR  を行い Mcl-1 mRNA 量の定量を行

った。続いて破骨細胞における蛋白発現量の

経時的変化の評価を行った。DDY マウスよ

り骨髄細胞を採取し、共存培養によって成熟

破骨細胞を得たところでコラゲナーゼ＋デ

ィスパーゼ処理を行い、骨芽細胞を除去し破

骨細胞を純化した。培養中 2 時間毎に蛋白を

回収し、western blotting を行うことで破骨

細胞における蛋白発現量の経時的変化を評

価した。さらに遺伝子導入によって Mcl-1 



over-expression, knockdown された破骨細

胞の細胞分化、細胞骨格、細胞生存能、骨吸

収能の評価を行った。RxMcl-1 を感染させた

破骨細胞から蛋白を回収し、 western 

blotting にて Mcl-1 強制発現の成否をはじ

めに確認した。RANKL を加えてから 3 日

目、4 日目の時点で TRAP 染色を行い、

Mcl-1 強制発現による破骨細胞分化への影

響を評価した。4 日目において細胞骨格形成

を検討するためにアクチン骨格染色である 

rhodamine phalloidin 染色を行った。Mcl-1 

over-expression が破骨細胞生存能へ与える

影響を評価するために、経時的に細胞を固定

し TRAP 染色を行い、生存破骨細胞数を計

算した。破骨細胞の骨吸収能検査  (pit 

formation assay) はその手技から、コラーゲ

ンゲル上での破骨細胞培養が必須である。コ

ラーゲンゲル上で培養した破骨細胞へのレ

トロウイルス感染は非常に困難であり、アデ

ノウイルスを用いた遺伝子導入が必要であ

る。成熟破骨細胞となる  24 時間前に 

AxMcl-1 を感染させることで Mcl-1 強制発

現破骨細胞を作製し、western blotting にて

強制発現の成否の確認を行った。このように

して作製された破骨細胞をデンチン上に移

し、pit formation assay を行い骨吸収能の評

価を行った。次にMcl-1 ノックアウト破骨細

胞の細胞分化、細胞生存能、骨吸収能の評価

を行った。Mcl-1 ノックアウトマウスは胎生

致死であるため、生体における Mcl-1 の役

割を解明するためには、組織特異的ノックア

ウトマウスが必要となる。Mcl-1 flox マウス

より骨髄細胞を採取し、RxCre を用いて 

Cre 遺伝子の導入を行うことで  Cre-loxP 

システムを作動させ、Mcl-1 遺伝子をノック

アウトした破骨細胞を作製し実験に用いた。

このようにして作製された Mcl-1 ノックア

ウト破骨細胞の細胞分化、細胞生存能を上記

と同様の方法で評価した。 
 
 

４．研究成果 

破骨細胞の分化過程において  Mcl-1 の 

mRNA 発現量がどのように推移するかの検

討を行った。骨髄細胞が破骨細胞前駆細胞を

経て成熟破骨細胞へと分化するに伴い、破骨

細胞分化マーカーであるカテプシン K の 

mRNA 発現量の増加がみられる一方、Mcl-1 

mRNA 発現量はほぼ一定であり、破骨細胞

の分化過程において Mcl-1 mRNA は恒常的

に発現していることが明らかとなった。破骨

細胞における Mcl-1 蛋白の代謝について検

討したところ、anti-apoptotic Bcl-2 ファミ

リーに属する Bcl-XL の蛋白発現量が長時間

保たれているのに対し、Mcl-1 蛋白の発現は 

減少しており Bcl-XL に比べ Mcl-1 は急速

な蛋白代謝を受けることが明らかとなった。 

破骨細胞における M-CSF シグナル伝達

には PI3K（phosphatidylinositol 3-kinase）

/Akt 経路と Ras/Raf/MEK/Erk 経路の  2 

つの経路が関与している。これまでに 2 つの

シグナル伝達経路のうち PI3K/Akt 経路は

破骨細胞の細胞生存能・骨吸収能・細胞骨格

の構築を制御し、Ras/Raf/MEK/Erk 経路は

細胞生存能を制御していることが報告され

ている。破骨細胞生存能は双方のシグナル伝

達経路から制御を受けているが、より強く制

御を行っているのは Ras/Raf/MEK/Erk 経

路であることも併せて明らかとなっている。

アデノウイルスを用いた遺伝子導入により、

Mcl-1 がこの 2 つのシグナル伝達経路から

どのように制御を受けているかを検討した。

AxMEKCA を感染させた破骨細胞では、感染

させたアデノウイルスの量に従って MEK 

の下流の Erk のリン酸化が確認され、その 

phospho-Erk の蛋白発現量と相関して 

Mcl-1 の蛋白発現が亢進していた。逆に 

AxRasDN を感染させた破骨細胞では、感染さ

せたアデノウイルスの量に従って Ras の下

流の  MEK のリン酸化が抑制された。

phospho-MEK の発現量が減少するのに相



関して Mcl-1 の蛋白発現も減少しており、

Ras/Raf/MEK/Erk 経路が Mcl-1 の発現に

関与していることが明らかとなった。もう一

方のシグナル伝達経路である PI3K/Akt 経

路を活性化するために AxAktCA を感染させ

た破骨細胞では、感染させたアデノウイルス

の量に従って phospho-Akt の発現量が増加

したが、Mcl-1 の発現量は phospho-Akt の

発現量とは全く相関を見せず、PI3K/Akt 経

路に関しては Mcl-1 発現への関与は見られ

なかった。以上のことより、破骨細胞におい

ては Mcl-1 発現は PI3K/Akt 経路ではな

く Ras/Raf/MEK/Erk 経路によって制御さ

れていることが明らかとなった。  

Mcl-1 flox マウスから採取した破骨細胞

に RxCre を感染させることで in vitro に

おいて Cre-loxP システムを作動させるこ

とで Mcl-1 ノックアウト破骨細胞を作製し、

その破骨細胞の細胞分化、細胞生存能の評価

を行った。RxCre 感染に伴う Cre 遺伝子の

発現に伴い Mcl-1 の発現は消失しており、

Mcl-1 を欠損した破骨細胞の作製に成功し

たことが確認された。このようにして作製さ

れた Mcl-1 ノックアウト破骨細胞の分化は 

control のものと有意な差は見られなかった。

Mcl-1 ノックアウト破骨細胞の骨吸収能を

評価するために Mcl-1 flox マウスから採取

した破骨細胞に AxCre を感染させることで 

Mcl-1 ノックアウト破骨細胞を作製し、その

細胞の骨吸収能を評価した。破骨細胞におい

て AxCre 感染から Cre-loxP システムが作

動し、Mcl-1 ノックアウト破骨細胞となるま

で 36-48 時間の培養が必要であることが明

らかとなった。Mcl-1 ノックアウト破骨細胞

はその短い生存期間にもかかわらず control 

破骨細胞より有意に骨吸収能が亢進してい

た。 
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