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研究成果の概要（和文）：生体内で骨を溶かす働きを持つ破骨細胞は、単核の破骨細胞前駆体同士が細胞融合す
ることにより形成される。我々は、破骨細胞が融合する際に、リン脂質の一種であるホスファチジルエタノール
アミン(PE)の生合成が増え、さらにPEが細胞表面に露出するようになることを見出した。細胞表面のPEの働きを
止めると破骨細胞融合が阻害されたことから、PEの局在が細胞融合に重要であることがわかった。PEの量的・質
的な変化を引き起こす分子を探したところ、LPEAT2とABCB4、ABCG1がその作用を担っていることを見出した。こ
れらの結果から、PEの量的・質的変化が破骨細胞融合に重要な働きを持つことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Osteoclasts, responsible for bone resorption, are formed by cell-cell fusion
 of mononuclear pre-osteoclasts. We found that the cellular content of phospholipids, 
phosphatidylethanolamine (PE) in particular, was increased during osteoclast differentiation. 
Furthermore, PE was greatly increased in the cell surface of the osteoclast precursors. 
Immobilisation of the cell surface PE blocked osteoclast fusion, revealing the importance of PE 
abundance and distribution. To identify the molecules responsible for these PE dynamics, we screened
 a wide array of lipid-related genes and found that LPEAT2, ABCB4 and ABCG1 are key players for PE 
biosynthesis and redistribution. Taken together, our findings demonstrate that the PE dynamics play 
an essential role in osteoclast fusion.

研究分野：生化学

キーワード： 破骨細胞　リン脂質
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１．研究開始当初の背景 
骨の新陳代謝は、骨芽細胞による骨形成と
破骨細胞による骨吸収により厳密に制御さ
れており、このバランスの破綻は大理石骨病
や骨粗鬆症の原因となる。破骨細胞は、分化
の最終段階において単核の破骨細胞前駆細
胞同士が細胞融合することによって、多核の
成熟破骨細胞が形成される。近年、破骨細胞
分化に関わる分子が次々に同定され、受容体
や細胞内情報伝達機構の概要が明らかにさ
れつつあった。しかし、分化最終段階である
破骨細胞前駆体同士の細胞融合に関しては、
幾つかの関連分子の報告はあるものの、メカ
ニズムの殆どの部分が未解明な状態で残さ
れていた。 
 
 
２．研究の目的 
細胞融合は、２つの細胞の細胞膜脂質二重
層が１つの細胞膜二重層になる現象であり、
細胞膜脂質の組成変化や局在変化を伴う脂
質の動的変化が不可欠と予想される。このよ
うに脂質は細胞融合現象における重要な構
成要素であるにも関わらず、従来の破骨細胞
融合の研究はタンパク性分子の解析に偏っ
ており、膜脂質の動態に視点を置いた研究が
なされていなかった。本研究は、破骨細胞分
化における膜脂質動態に焦点を当て、破骨細
胞形成における脂質と脂質関連分子の役割
を明らかにすることにより、脂質研究の視点
から破骨細胞の融合機構を解明することを
目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
マウスより単離した骨髄細胞を M-CSF と
TGF-存在下３日間培養して破骨細胞前駆体
を得た。この細胞を RANKL と M-CSF 存在下３
日間培養し、成熟破骨細胞を得た。 
 
(2) TRAP 染色 
破骨細胞形成は、破骨細胞分化マーカーで
ある酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ
(TRAP)活性を用いて、細胞を染色することに
より解析した。 
 
(3) リン脂質組成解析 
Bligh & Dyer 法を用いて細胞からリン脂
質を単離した後、２次元薄層クロマトグラフ
ィーによりリン脂質分子種を分離した。各々
のリン脂質のリン酸基を定量することによ
り組成を決定した。 
 
(4) 質量分析 
細胞から単離したリン脂質を液体クロマ
トグラフィーにて分離し、四重極型質量分析
装置を用いてリン脂質分子種を定量した。 
 
(5) 蛍光顕微鏡観察 

細胞表面上のホスファチジルエタノール
アミン(PE)は、PE 結合性ペプチド Ro09-0198
を ス トレプトアビジン - ビ オチン化
(SA-Bio-Ro09-0198)した後に細胞に添加し、
細胞を固定化後、FITC 標識化抗 SA 抗体を用
いて可視化し、蛍光強度を定量した。 
 
(6) 細胞融合阻害実験 
破骨細胞前駆体に SA-Bio-Ro09-0198 を処
理した後、培養を継続し、破骨細胞融合に対
する影響を解析した。 
 
(7) shRNA ノックダウン 
shRNA 発現ベクターを作製し、エンベロー
プ発現ベクターとともにレトロウイルスパ
ッケージング細胞に遺伝子導入し、shRNA 発
現レトロウイルスを産生させた。このウイル
スを破骨細胞前駆細胞に感染させ、RANKL と
M-CSF 存在下培養して、機能的な解析に用い
た。 
 
(8) 定量的 PCR 
細胞から全 RNA を単離し、逆転写酵素によ
り cDNA を合成した。これを鋳型にして、定
量的 PCR を行い、遺伝子発現量を定量した。 
 
４．研究成果 
(1)「破骨細胞分化にしたがって PE の組成が
増加する」 
破骨細胞分化過程において、分化前後の細
胞から脂質を抽出し、分化前後のリン脂質組
成を比較したところ、分化後の破骨細胞にお
いて、PE の組成が増加していた。次に、質量
分析を用いて、分化前後のホスファチジルコ
リン(PC)と PE の分子種を定量した。その結
果、分化した後の細胞においては、アラキド
ン酸やドコサヘキサエン酸といった高度不
飽和脂肪酸を含有する PE が特に増加してい
た。 
 
(2)「破骨細胞が分化するにつれて細胞表面
の PE が増加する」 
SA-Bio-Ro09-0198 を用いて細胞表面の PE
を可視化したところ、未分化の細胞において
は、細胞表面に PE はほとんど観察されなか
った。一方、分化した破骨細胞においては、
細胞表面に強い PE の可視化シグナルが検出
された。一般的な細胞において PE は、細胞
膜脂質二重層において細胞膜内層に偏在し
ており、細胞膜外層（即ち細胞表面）にはあ
まり存在しないことが知られており、分化し
た破骨細胞における PE の局在は極めてユニ
ークなものである。次に、分化途中の細胞融
合期の破骨細胞前駆体における PE の局在を
解析した。融合期の前駆細胞は、偽足様突起
を伸長し、隣り合う細胞同士の偽足様突起が
接触することによって細胞融合が起こるが、
この偽足様突起表面に PE は強く偏在するこ
とが明らかとなった。 
 



(3)「細胞表面の PE は破骨細胞融合に必須で
ある」 
SA-Bio-Ro09-0198はPEに対する結合が非
常に強いので、細胞に添加すると細胞膜にお
ける PE の動きをブロックすることが知られ
ている。未分化の単核破骨細胞前駆体に
SA-Bio-Ro09-0198 を添加した後、培養を継続
したところ、破骨細胞の多核化が阻害され、
成熟破骨細胞が形成されなかった。この時、
TRAP の酵素活性や、各種破骨細胞分化マーカ
ーの遺伝子発現はあまり阻害されなかった
ことから、SA-Bio-Ro09-0198 処理した細胞は
破骨細胞としての性質は持っているものの、
細胞融合のみが阻害されたものと推察され
る。即ち破骨細胞融合には、細胞表面の PE
が極めて重要であることが明らかとなった。 
 
(4)「PE 動態に関わる脂質関連分子の探索」 
今までの結果より、破骨細胞の分化過程に
おいて、PEの動態にはPEの生合成の増加と、
細胞表面への PE の移行の２つの要素からな
りたっていることが明らかとなった。そこで
次に PE 動態の責任分子の同定を試みた。脂
質の代謝（生合成、分解）、脂質の輸送とい
った過程に関与する分子の中から130分子を
ピックアップし、定量的 PCR により、破骨細
胞分化過程において発現量が増加する、ある
いは減少することを指標としてスクリーニ
ングを行い、めぼしい分子については、さら
にレトロウイルスを用いたshRNAにより遺伝
子発現をノックダウンし、機能的解析を行っ
た。 
 
(5)「LPEAT2 が PE 生合成と破骨細胞形成に必
要である」 
スクリーニングの結果、脂質生合成と脂質
分解酵素のなかで、リン脂質合成のリモデリ
ング経路の酵素の一種であるアシル CoA:リ
ゾホスファチジルエタノールアミン アシル
転移酵素 2 (LPEAT2)が、破骨細胞分化過程に
おいて、遺伝子発現が上昇することが明らか
となった。そして、この酵素をノックダウン
したところ、破骨細胞形成が著しく阻害され
ることが明らかとなった。この時、リン脂質
分子種を質量分析により定量したところ、PE
分子種が顕著に減少していたのに対し、PC 分
子種は僅かしか減少していなかった。さらに、
細胞表面の PE を定量したところ、LPEAT2 ノ
ックダウンにより減少していた。一方、PE 生
合成の別の経路の律速酵素である CTP: ホス
ファチジルエタノールアミン シチジリル転
移酵素 2 や PS 脱炭酸酵素をノックダウンし
ても細胞表面の PE は減少せず、破骨細胞形
成にも影響がなかった。以上の結果から、破
骨細胞分化過程における PE 生合成の責任分
子は LPEAT2 であることが明らかとなった。 
 
(6)「ABCB4 と ABCG1 が PE の細胞表面への移
行と破骨細胞形成に必要である」 
続いて細胞表面への PE の移行の責任分子

の同定を行った。脂質二重層の内層から外層
へのリン脂質の移行には、ATP-binding 
cassette (ABC)トランスポーターファミリー
に属する分子の幾つかが担っている。ABC ト
ランスポーターのなかでも、ABCB4 と ABCG1
は、破骨細胞分化過程において遺伝子発現が
上昇することがわかった。そして、これらの
分子の遺伝子発現をノックダウンしたとこ
ろ、破骨細胞形成が阻害され、さらに２つの
輸送体を同時にノックダウンしたところ、破
骨細胞形成が著しく阻害された。また、これ
らABCトランスポーターのノックダウンによ
り、細胞表面の PE は減少した。一方、質量
分析によりリン脂質分子種を定量したとこ
ろ、細胞全体の PE の量はあまり変化しなか
ったことから、ABCB4 と ABCG1 のノックダウ
ンによる細胞表面の PE の減少は、脂質二重
層内層から外層への輸送が阻害されたため
であることが明らかとなった。また、他の脂
質輸送体分子である ABCA2 や ATP8B4、
anoctamin 6 も破骨細胞分化にしたがって発
現量が上昇するものの、これら分子の発現を
ノックダウンしても破骨細胞形成には影響
がなかった。以上の結果から、破骨細胞分化
過程において細胞表面に PE が移行する過程
の責任分子は、ABCB4 と ABCG1 であることが
明らかとなった。 
 
(7)「得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト」 
これまでの破骨細胞の研究は、主として整
形外科や歯学部の骨代謝学の研究者によっ
て切り開かれてきた。しかし、これらの領域
の研究者にとって、脂質は研究材料としては
扱いづらいものという認識が強く、研究対象
としては敬遠されてきた。そのために、破骨
細胞分化の最終段階が、細胞融合という、ま
さしく膜脂質が中心的役割を担う現象であ
るにもかかわらず、従来の破骨細胞融合の研
究はタンパク性分子の解析に偏っており、脂
質を研究ターゲットとして破骨細胞融合を
解明する試みは、現状では国内外を通じて皆
無であった。本研究成果は、従来までのタン
パク性分子の研究のみでは滞っていた破骨
細胞融合機構の研究領域に、「脂質」という
新しい視点を提供し、今までの骨代謝学の研
究領域には全く例を見ることがない、新しい
切り口から破骨細胞融合機構を提示し、国内
外の骨代謝学の基礎研究領域の発展に寄与
した。 
さらに本研究は、PE の局在変化が細胞の分
化や機能に必須であることを示した国内外
で初めての研究である。なぜリン脂質分子種
が多用であるのか、なぜリン脂質分子種には
脂質二重層において局在が厳密に制御され
ているのか、という問いは、脂質生物学の研
究分野において、重要な研究課題であった。
本研究は、これらの疑問に対する解答の一つ
となり、脂質生物学の研究領域の展開に寄与
した。 



 
(8)「今後の展望」 
今後この研究成果を足がかりとして、破骨
細胞融合との関連が示唆されていた分子の
新たな役割の解明や、既存の破骨細胞関連分
子と脂質との新しい機能的関連の発見につ
ながる可能性もある。さらに、本研究を礎に
して脂質関連分子が骨関連疾患の新たな創
薬開発のターゲットとなる可能性もあり、将
来的に LPEAT2、ABCB4 や ABCG1 の機能を制御
する薬物を開発できれば、骨粗鬆症や関節リ
ウマチの新しい予防・治療法につながる可能
性がある。 
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