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研究成果の概要（和文）：単球は破骨細胞と樹状細胞に分化することが知られているが、その分

化振り分けの機序は不明な点が多い。我々は骨髄間質細胞が TIMP3 を豊富に産生すること見い

だし、これによって単球の TACE活性を阻害し単球上の M-CSF 受容体発現を誘導することで、破

骨細胞分化を促進し樹状細胞分化を抑制することを明らかとした。さらには破骨細胞分化に従

い単球自身の TIMP3発現も誘導され、TACE活性の抑制による M-CSF受容体発現誘導に寄与する

ものと考えられた。本研究により、骨髄間質細胞は TACE を介した M-CSF受容体切断を制御し単

球分化を破骨細胞側へとシフトさせ骨吸収と同時に抗炎症効果をもたらし、骨治癒や骨リモデ

リングに関与すると示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Monocytes can give rise to osteoclasts (OCs), and dendritic cells 
(DCs), but these differentiation mechanism is unclear. We clarified that BMSCs 
up-modulate M-CSF receptor on monocytes through TIMP-3 elaborated by BMSCs to facilitate 
osteoclastogenesis and suppress DC differentiation, and that TIMP-3 expression is induced 
in OCs by themselves during osteoclastogenesis to further block TACE activity and enhance 
the surface expression of M−CSF receptor. This study demonstrated that the suppression 
of TACE-mediated shedding of M-CSF receptor by BMSCs may dysregulate monocyte 
differentiation towards OCs to cause bone resorption and anti-inflammatory response in 
bone remodeling. 
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１．研究開始当初の背景 
 顎変形症に対する顎骨移動術後は、骨癒合
までの治癒期間に咬合支持力を欠き、一時的

な開口や摂食障害などを生じる。そのため顎
骨骨切り部の骨癒合までの治癒期間の短縮
は、矯正歯科臨床の一助となりうることから、
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その基礎的背景を明らかにすることが重要
となる。 
 骨折治癒過程は、炎症期、修復期、リモデ
リング期から構成され、この一連の治癒過程
は炎症に関与する免疫細胞、組織を構成する
線維芽細胞や血流の構築を行う血管内皮細
胞、骨リモデリングを担う骨芽細胞や破骨細
胞等が相互に複雑なネットワークを形成す
ることで成立している。 
 このような組織修復時における細胞同士
の相互作用は、主にサイトカインや成長因子
を中心に考えられてきたが、近年、接着分子、
酵素等によっても制御されていることが
徐々に明らかとなってきた（Blobel et al, 
Nat Rev Mol Cell Biol. 6(1):32-43, 2005）。
中でも、我々は Tumour necrosis factor alpha 
converting enzyme (TACE)と呼ばれる酵素に
以前より着目している。骨リモデリングにお
ける骨吸収を担う破骨細胞と、高い抗原提示
能を持ち免疫の中心的役割を担う樹状細胞
は、同一の前駆細胞から分化する。我々は現
在までに破骨細胞と樹状細胞の分化の振り
分けが、TACE による M−CSF受容体の切断を介
した M−CSFシグナルの制御によって調節され
ることを明らかにしてきた。 
 TACE は膜結合型として合成される TNFα、
β-アミロイド前駆体蛋白質（β-APP）、腫
瘍化増殖因子（TGFα）、L-セレクチン等を
細胞外で切断・遊離する多機能酵素であり、
炎症性疾患（TNFα）、発癌（TGFα）、アル
ツハイマー病（β-APP）や白血球のローリン
グ・浸潤（L-セレクチン）に関与する可能性
が指摘されている。その活性を直接制御する
因子については不明のままであったが、近年
Tissue inhibitors of matrix 
metalloproteinase 3（TIMP3）が TACE を効
果的に抑制する因子としての機能をもつこ
とが見いだされ、炎症をコントロールする中
心的な因子として脚光をあびている（Black 
et al, Nat Genet. 36(9):934-5, 2004）。
しかしながら、TIMP3 の骨代謝における役割
については未だ不明な点が多く、こと骨折治
癒過程における役割についての知見はほぼ
皆無である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、骨折治癒過程における骨癒合
のメカニズムについて分子生物学的手法を
用いて解明するとともに、新規骨折治癒促進
薬を開発することを目的に、骨折治癒マウス
モデルを作製し、TIMP3 が骨折治癒過程にお
いていかなる役割を担うかを明らかとする
こととした。 
 
３．研究の方法 
(1) In vitro 実験系でのリコンビナント

TIMP3 の骨芽細胞分化、破骨細胞分化、

免疫細胞に対する効果の解析 
① 骨芽細胞分化における TIMP3 の役割の

検討 
マウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細
胞を用い TIMP3 存在下と非存在下で
BMP２による石灰化を比較検討した。
石灰化の判定には Von Kossa 染色を行
い、同時に RNA を回収し骨芽細胞分化
マーカーである osterix、 Runx2、
osteocalcin の発現を real-time PCR
法を用い解析した。 

② 破骨細胞分化に対する TIMP3 の効果の
検討 
マウス骨髄よりフラッシュアウトし
回収した骨髄細胞を用い、TIMP3 存在
下と非存在下で M-CSF と sRANKL 誘導
性の破骨細胞分化を比較検討した。破
骨細胞分化の判定は TRAP 染色による
細胞数カウント、分化マーカーである
c-fos、NFATc1の発現を real-time PCR
法を用い解析した。破骨細胞の活性化
に対しては、ウシ骨片上で単離した破
骨細胞を培養し pit assay を行い骨吸
収面積の定量を顕微鏡下で行った。 

③ 免疫細胞に対する TIMP3 の影響の検討 
マウス骨髄細胞からの GM-CSF と IL-4
による樹状細胞分化が TIMP3の添加に
よりどのような変化を示すかをフロ
ーサイトメトリーによる表面抗原分
子の発現を比較することで解析を行
った。発現を検討するマーカーとして
CD11b、CD11c、CD80、CD86、MHC class
Ⅱ、F4/80等を用いた。 
 

(2) TIMP3 siRNA による発現抑制が骨芽細胞
分化、破骨細胞分化、免疫細胞に及ぼす
影響 

① TIMP3 siRNA の導入効率の検討 
骨芽細胞様細胞およびマウス骨髄細
胞を用い、TIMP3 に対する発現抑制効
果の高い合成 siRNA の配列の決定と、
導入効率および効果持続時間を、遺伝
子レベルでは RT-PCR 法、蛋白レベル
ではウエスタンブロット法や ELISA法
を用い評価した。 

② TIMP3 siRNA による発現抑制が及ぼす骨
芽細胞や破骨細胞の分化、免疫細胞への
効果の検討 
TIMP3 siRNA による発現抑制をマウス
骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞、マ
ウス骨髄細胞に対し行い、前述と同様
の実験系にて骨芽細胞分化、破骨細胞
分化、免疫細胞への影響について検討
した。 

 
(3) マウス骨折治癒モデルの確立 

Maes らの報告（Maes et al, J Clin 
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Invest. 116(5):1230-42, 2006）を参
考にマウス骨折治癒モデルを確立し
た。方法として、10週齢雄性マウスを
用い脛骨を露出させ、脛骨近位より
26G 針を骨軸に平行に髄内へ刺入し、
髄内釘挿入部を作成し、骨幹部でニッ
パーを用いて骨切りを行った。その後、
直径 0.4mmのステンレススチールワイ
ヤーを 26G針の内部に挿入し、骨近位
より髄内、骨折部を通り遠位骨片髄内
へ挿入し、髄内釘として骨折部を固定
した。骨折後 3 日、7日、10 日、20 日
目において軟エックス線撮影、マイク
ロ CT による形態学的観察を行った。 
 

(4) TIMP3 ノックアウトマウスを用いた解
析 
これらの得られた結果をさらに確立
するため、前述の方法を用い in vitro
および in vivo での解析を行った。 
 

４．研究成果 
TACE活性抑制制御因子であるTIMP3の骨折

治癒過程における役割を検討するため、in 
vitroで骨リモデリングを担う骨芽細胞、破骨
細胞、免疫細胞等との相互作用を検索した。   

各臓器および各種細胞でのTIMP3発現パタ
ーンを比較した。結果、各臓器においてはほ
ぼ均等な発現パターンを示し、各種細胞につ
いては間質細胞での発現が非常に高くおよび
破骨細胞での強いTIMP3発現を認めた。 

次に組み替えTIMP3蛋白添加ならびに、
siRNA導入による破骨細胞分化と骨芽細胞分
化についての影響について検討した。 

組み替えTIMP3蛋白添加では、骨芽細胞分化
においてBMP2による石灰化結節の形成に特記
する変化は認められなかった。骨芽細胞の遺
伝子分化マーカーについてもTIMP3淡白の添
加の有無で特記すべき変化は認められなかっ
た。破骨細胞分化系においては、組み替え
TIMP3蛋白添加によって破骨細胞分化の若干
の亢進が認められた。また破骨細胞前駆細胞
の細胞表面でのM−CSF受容体の発現上昇を
TIMP3蛋白添加下で認めた。しかしながら、
TACE阻害薬で認められたような強力な破骨細
胞誘導効果やM-CSF受容体発現上昇ほどでは
なかった。樹状細胞分化についてはTIMP3添加
により軽度の抑制効果を認めたが、やはり
TACE阻害薬添加時ほどの効果は認められず、
組み替え蛋白を添加することで、その生細胞
への効果を検討することはあまり適していな
いものと考えられたためTIMP3の発現が高発
現であった骨髄間質細胞と他の細胞との
TIMP3を介した相互作用について検討するこ
ととした。 
 骨髄間質細胞との共培養により破骨細胞分
化は強力に誘導された。また樹状細胞分化は

強力に抑制された。さらに破骨細胞と樹状細
胞の前駆細胞である単球でのM-CSF受容体発
現は強力に誘導された。また培養上清中の可
溶性M-CSF受容体は濃度低下を示したことか
らTACEを介したM-CSF受容体の切断が骨髄間
質細胞によって抑制されることが示唆された
。 
 そこで次にこのような骨髄間質細胞による
M-CSF受容体の切断抑制が、骨髄間質細胞の
TIMP3が原因であるかを siRNA導入による
TIMP3発現抑制系において検証した。TIMP3 
siRNAの骨髄間質細胞への導入効率は約７０
％であった。結果、骨髄間質細胞へのTIMP3 
siRNA導入により、骨髄間質細胞による樹状細
胞分化抑制や破骨細胞分化誘導は認められな
くなった。また、単球のM-CSF受容体発現上昇
も認められなくなり、培養上清中のM-CSF受容
体の濃度は上昇へと変化した。この結果骨髄
間質細胞による樹状細胞分化抑制と破骨細胞
分化誘導には、骨髄間質細胞のTIMP3による単
球のM-CSF受容体切断の制御が関与すること
が確認された。 

また、TIMP3 siRNAの導入を単球へ行ったと
ころ、破骨細胞分化を強力に抑制した。そこ
で破骨細胞分化における各種段階でのTIMP3
発現について検索したところ、破骨細胞前駆
細胞ではほとんど認められず、破骨細胞に分
化するに従いその発現が増強する事を見いだ
した。この結果、骨髄間質細胞が供給する
TIMP3のみならず、破骨細胞自身においても
TIMP3はTACE活性の抑制によるM-CSF受容体発
現誘導に寄与すると考えられた。 
 さらに TIMP3ノックアウトマウスを用いて
その骨芽細胞や前駆細胞である間質細胞、破
骨細胞、樹状細胞を中心とした免疫細胞等と
の相互作用を検索した。TIMP3 ノックアウト
マウスは、骨組織に対し特記すべき表現系は
存在しなかった。 
 骨芽細胞の前駆細胞である骨髄間質細胞
には、豊富に TIMP3 の発現が認められ、骨髄
間質細胞と破骨細胞の前駆細胞である単球
を共培養すると、単球の細胞膜表面の M−CSFR
発現が著しく亢進した。一方、TIMP3 ノック
アウトマウスの間質細胞と単球の共培養で
単球の M-CSFR発現上昇は認められなかった。
これは TIMP3ノックアウトマウスの間質細胞
と野生型マウスの単球を共培養した場合で
も同様であり、間質細胞の発現する TIMP3 が
単球の M-CSFR 発現に対し正に制御すること
が考えられた。そこで骨髄間質細胞の発現す
る TIMP3が単球の破骨細胞と樹状細胞分化に
どのような影響を及ぼすかを検討した。
TIMP3 ノックアウトマウス単球の GM-CSF と
IL-4 の刺激による樹状細胞分化能について
は野生型と比較し優位な差は認められなか
った。しかしながら、野生型マウスの骨髄間
質細胞は破骨細胞分化を促進し、樹状細胞分
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化を抑制したのに対し、TIMP3 ノックアウト
マウスの骨髄間質細胞は樹状細胞分化の抑
制が認められず破骨細胞分化の促進も認め
られなかった。この結果、骨髄間質細胞は骨
髄内で TIMP3を豊富に産生することで単球の
M-CSFR 発現を促進し破骨細胞分化を誘導し、
樹状細胞分化を抑制していることが示唆さ
れた。 
 本研究により骨髄内という環境での免疫
抑制と骨吸収の調節機構が明らかとなった。
現在、骨折治癒モデルを確立したため骨折治
癒における TIMP3の役割について検討中であ
る。これまでの本研究の成果は現在投稿準備
中である。 
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