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研究成果の概要（和文）：本研究は骨細胞を中心とした骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞前駆細胞お

よび破骨細胞の細胞間コミュニケーションによる破骨細胞分化調節機構を解明することを目的

とした。破骨細胞前駆細胞が多核の破骨細胞に分化する際に、細胞間の接着分子を介した結合

が重要な役割を果たしていることを見いだした。また、骨芽細胞と骨細胞間のギャップ結合が

破骨細胞の分化に関わっている可能性を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed to find the roles of cell communication in bone remodeling. 
We found an important role of cell communication between osteoclast precursors in 
osteoclastogenesis via adhesion molecule. Next, we showed the possibility that the gap 
junctional intercellular communication between osteoblasts and osteocytes controlled 
osteoclastogenesis via cyclic AMP signaling.  
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１．研究開始当初の背景 
本研究は骨全体から見て、骨代謝の本質とは
何かを明らかにする事を目的とし、骨を形成
している細胞間の相互作用が骨代謝に及ぼ
す影響を解明する。 
骨代謝は”古い骨領域が分解され、その場所
に新たに骨が形成される”ということの繰り
返しであると考えられている。近年、骨形成
や破骨細胞形成の詳細なメカニズムも明ら
かになってきた。しかし正常な骨代謝では、
なぜ古い骨領域のみに破骨細胞が分化して
くるのかという素朴、且つ重要な問題につい

ては未だ解明されていない。海綿骨は１年間
の間に２５％が新しく生まれ変わっている
と報告されている (Huiskes et al. Nature, 
405, 704-706, 2000)。それでは、骨の寿命を
決定するものはいったい何であろうか？体
内のほとんどの組織は常に新しい細胞と置
き換わることにより組織としての形態と機
能を維持している。骨については、その中に
埋もれている骨細胞がその実質細胞であり、
骨の寿命は骨細胞の寿命であり、骨細胞が死
んだ骨部は古い骨領域と見なされると考え
ることが出来る。このような考え方は、
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Verborgt 等によって報告された疲弊した骨
の微小な“ひび”（microcrack）領域特異的
に骨吸収がおこるという実験事実によって
も支持される (Verborgt O. et. al, J. Bone 
and Mineral Res, 15(1), 60-67, 2000)。最近、
骨細胞特異的に細胞死を誘導したマウスで
は骨粗鬆症になる事も示された(Tatsumi S. 
et. Al, Cell Metabolism 5, 464-475, 2007) 
 
２．研究の目的 
本研究は骨細胞を中心とした骨細胞、骨芽細
胞、破骨細胞前駆細胞および破骨細胞の細胞
間コミュニケーションによる破骨細胞分化
および活性化調節機構を解明しようとする
ものである。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞の接着に関する研究 
成熟した破骨細胞は破骨細胞前駆細胞が細
胞融合し、多核破骨細胞となる。その際に破
骨細胞前駆細胞同士の認識が必要となる。そ
の機構について接着分子の中和抗体、遺伝子
ノックダウン法などを用いて明らかにする。 
（２）骨細胞が及ぼす骨芽細胞の形質転換に
関する研究 
骨芽細胞と骨細胞の共培養系を用いて、骨細
胞が骨芽細胞の破骨細胞分化支持能に及ぼ
す効果を調べ、サイクリック AMP(cAMP)のギ
ャップジャンクションを介した移動を観察
することによりそのメカニズムを明らかに
する。 
（３）遺伝子改変マウスを用いた骨代謝にお
けるコネキシン 43 の役割解明 
Cx43flox/floxマウス（Cx43 遺伝子の第１エクソ
ンの上流と下流に loxP サイトをノックイン
したマウス）と Osx1-GFP::Cre マウス（オス
テリクスプロモーター依存的に、且つドキシ
サイクリンに（Dox）よりその発現が調節さ
れる cre 発現マウス）を交配させることによ
りコンディショナルノックアウト（cKO）マ
ウスを準備する。ドキシサイクリン非存在下
で骨芽細胞特異的ノックアウトを誘導した
後、骨の形態計測等をおこなう。 
 
４．研究成果 
（１）細胞の接着に関する研究 

我々は
Mac-1(
macrop
hage-1
antige
n)が破
骨細胞
前駆細
胞同士
の認識
に重要

であることを 2008 年に報告した(FEBS Lett. 
2008;582(21-22):3243-8.)。図１はマウス骨
髄由来単核球(BMM)の RANKL 刺激による破骨
細胞分化に対する接着分子の中和抗体を用
いた阻害効果を検討した結果である（無刺激
Aa、RANKL 刺激 Ab,B コントロール、IgG 対照
群 Ac,B IgG、抗 CD18 Ad,B anti-CD18, 抗
CD11a Ae,B anti-CD11a, 抗 CD11b Af,B 
anti-CD11b）。定量的に比較すると CD18 およ
び CD11b で破骨細胞分化抑制が認められた。
次に Mac-1(CD11b/18)の結合する相手につい
て検討した。BMM に発現する接着分子をフロ
ーサイトメーターで解析したところ、BMM の
約50％の細胞がMac-1の結合する候補である
ICAM-1 および ICAM-2 を発現していた。図 2

に示されたようにICAM-2の中和抗体(２種類
の抗体)は BMM の破骨細胞分化を用量依存的
に強力に抑制したが、ICAM-1 の中和抗体にそ
の抑制作用は認められなかったことから、
Mac-1の結合する相手はICAM-2であろうと考
えられた。リンパ球系の細胞も ICAM-2 を発
現することから、BMM 中のリンパ球系細胞を
フローサイトメーターで解析した結果 T（BMM
中約 1％）および B 細胞系（BMM 中約 20％）
でも ICAM-2 の発現が認められた。リンパ球
系細胞が発現する ICAM-2 の関与を明らかに
するために、SCID マウス（リンパ球系の細胞
分化不全）の BMM から破骨細胞分化を誘導し
た際の ICAM-2 中和抗体の効果を調べた。そ
の結果 SCID マウスの BMM でも同様に中和抗
体の作用が求められたことから、ICAM-2 と
Mac-1 の結合は破骨細胞前駆細胞同士で起こ
っていると考えられた（現在投稿準備中）。  
（２）骨細胞が及ぼす骨芽細胞の形質転換に
関する研究 
骨芽細胞が破骨細胞分化支持能を発揮する
ためには骨芽細胞内の cAMP 濃度の上昇が十
分条件であることを示すために、プロスタグ
ランディン E2刺激で破骨細胞支持能を獲得
する細胞株にグルカゴンレセプターを強制
発現させた細胞(hGR-TMS14)を作製した。本
細胞と BMM を共培養することにより、骨芽細
胞の破骨細胞支持能を検討した。図 3に示さ
れるように本細胞はグルカゴン刺激でも破



骨細胞支持能を獲得することが示され、骨芽
細胞内 cAMP 濃度の上昇が骨芽細胞の破骨細
胞支持能の獲得に重要であることが示され
た。 
次に、骨芽細胞と骨細胞との間にコミュニケ
ーションが存在する場合に骨芽細胞の破骨
細胞支持能に変化が見られるかどうか検討
した。骨組織におけるギャップジャンクショ
ンの主な構成タンパクであるコネキシン
43(Cx43)を発現している骨細胞株である
MLO-Y4 または shRNA で Cx43 をノックダウン
した骨細胞株(shCx43 MLO-Y4)と骨芽細胞 
(GR-TMS14)を共培養した後、BMM と共培養を
おこない、骨芽細胞の破骨細胞支持能につい
て検討した（図４）。 

図４に見られるように骨細胞は骨芽細胞の
破骨細胞支持能を強力に抑制したが、Cx43 を
ノックダウンした骨細胞ではその作用は認
められなかった。この結果から、骨細胞は骨
芽細胞とギャップジャンクションを介した
コミュニケーションを介して骨芽細胞の破
骨細胞支持能を抑制していると考えられた。
さらに、cAMP のギャップジャンクションを介
した細胞間の移動を可視化する目的で、ルシ
フェラーゼのアミノ酸配列の途中に cAMP 結
合領域を挿入した cAMP 感受性ルシフェラー
ゼをコードする遺伝子（図５）を hGR-TMS14
に強制発現させた細胞(hGRGloS-TMS14)を作
製した。hGRGloS-TMS14 はグルカゴン刺激に
よって上昇した細胞内の cAMP 濃度をルシフ
ェリンを基質とした発光により検出できる
ことを確認した（図６）。 

さらに、細胞での cAMP を捉えるために発光
顕微鏡を用いて検出した（図７）。 

次に、骨芽細胞から骨細胞への cAMP の移動 
を捉えるために骨細胞にも cAMP センサーを 
導入し、骨芽細胞をグルカゴンで刺激した際
に骨細胞にも発光が見られるかどうかを発
光顕微鏡を用いて検討した（図８）。 

左側に骨細胞、右側に骨芽細胞を播種し、４
８時間培養しギャップジャンクションが形
成された後、グルカゴンで細胞を刺激した。
細胞の発光領域がギャップ結合依存的に
MLO-Y4 へと広がっていく様子が確認された。
これらのことから、我々は骨細胞はギャップ
ジャンクションを介した cAMP の移動により
骨芽細胞の破骨細胞支持能を抑制している
と結論づけた（現在論文投稿準備中）。 



（３）遺伝子改変マウスを用いた骨代謝にお
けるコネキシン 43 の役割解明 
Osx1-GFP::Cre マウスの頭頂骨をレーザー顕
微鏡で観察し、GFP が骨芽細胞および骨細胞
に発現していることを確認した。 
また、頭頂骨由来骨芽細胞の細胞核が GFP 陽
性であった（図９）。 

 
現在、Osx1-GFP::Cre マウスと Cx43flox/floxマ
ウスをかけ合わせ、コンディショナルノック
アウトマウスを作り、プェノタイプの解析を
始めているところである。 
 
総括 
本研究で、接着分子やギャップジャンクショ
ンを介した細胞間情報伝達が破骨細胞分化
に非常に大きな役割を果たしている可能性
が示唆された。本研究中に海外から総説執筆
の依頼が来るなど、大きな評価を受けている。 
今後は、コンディショナルノックアウトマウ
スのフェのタイプを詳細に調べることによ
り、更なる情報を世界に発信していく所存で
あります。 
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