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研究成果の概要（和文）：リウマチ自然発症 MRL/lpr マウスの破骨細胞の詳細な機能解析を行

った結果、同マウスでの破骨細胞の機能亢進が、骨破壊を伴う関節リウマチ病態で重要な役割

を果たしていることに加え、破骨細胞における Fas シグナルが破骨細胞の分化、機能に制御的

に関与していることが示唆されたと結論し、S1P/S1PR1シグナルの制御による破骨細胞遊走能

の制御が新たな関節リウマチの治療法となりうる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the functions of osteoclasts (OCs) from 
MRL/lpr mice, animal model for human rheumatoid arthritis (RA), bearinf a mutant of Fas 
gene. In vitro and in vivo experiments showed enhanced function of MRL/lpr OCs as 
antigen-presenting cells to activate peripheral T cells. Furthermore, the migratory 
response of MRL/lpr OCs to S1P was significantly enhanced. The hyperfunctions of OCs in 
MRL/lpr mice play a potent role in the pathogenesis for RA with bone destruction. Fas 
signaling of OCs may regulate the differentiation, activation, and migration of OCs. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,900,000 870,000 3,770,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・矯正・小児系歯学 
キーワード：歯科矯正学 
 
１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチ（RA）は顎関節を含む全身の
関節の骨・軟骨破壊を主徴とする原因不明の
難治性自己免疫疾患で、顎関節症状を伴うこ
とが高頻度にみられ、特に若年性 RA 患者に
おいては成長中の下顎頭の骨・軟骨破壊が顎
変形症を誘発する要因となる可能性が指摘
された。さらに、RANKL の発見によって、
破骨細胞および抗原提示細胞である樹状細
胞の分化・活性化機構の解明が急速に進歩し
てきており、免疫系が RA における骨代謝に
密接に関与していることが報告されてきた。
しかし、同疾患における全身の関節破壊機構
に関する検索は行われていなかった。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、RA の自然発症モデルとして知
られている Fas 遺伝子欠損 MRL/lpr マウス
の破骨細胞の機能を詳細に解析し、破骨細胞
および樹状細胞活性化因子として知られて
いる RANKL（Receptor activator of NF-kB 
ligand）シグナルとアポトーシスシグナル分
子Fasシグナルのシグナルクロストークの解
明による破骨細胞・免疫担当細胞の活性化・
維持機構を明らかにした上で、顎関節を中心
とした RA 関節病変への影響解明および新た
な RA 診断・治療法の開発を目的とした。 
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３．研究の方法 
(1)実験動物：MRL/lpr マウスおよび対照マウ
ス（MRL/Mpjjms Slc +/+）を用いた。 
(2)マウス破骨細胞誘導：マウス大腿骨骨髄
腔から骨髄細胞を採取し、洗浄後、10％FBS
含有α-MEM にて 5x105/ml の細胞濃度となる
よう調整し、100 mm dish に播種した。マウ
スリコンビナント M-CSF を添加し、3日間培
養後、細胞を回収した。その後、マウスリコ
ンビナント RANKL を添加した培地にて、7日
間培養し、破骨細胞へと分化誘導した。 
(3)マウス破骨前駆細胞誘導：破骨細胞誘導
と同様に、マウス骨髄細胞を採取し、M-CSF
添加培地にて 3日間培養、さらに M-CSF およ
び RANKL 添加培地にてⅢ-4 日間培養し、破骨
前駆細胞へと分化誘導した。 
(4)破骨前駆細胞移入：生後 4週齢のドナー
マウスの骨髄から破骨前駆細胞を培養し、そ
の細胞を生後 16 週齢のレシピエントマウス
（MRL/lpr マウス）の膝関節内へ注射にて移
入した。 
(5)上記の実験により得られた試料をもとに、
骨吸収活性測定（Pitt assay）、病理組織学
的解析、骨組織形態解析、RT-PCR 分析、経口
免疫染色、フローサイトメトリー解析を実施
した。 
(6)T 細胞と破骨細胞の共存培養：マウス大腿
骨骨髄から骨髄細胞を採取し、破骨細胞を分
化誘導した後、4週齢の MRL/lpr マウス鼠径
部リンパ節より採取したCD4+CD25-T細胞と共
存培養を行った。培養開始から 3日後に T細
胞を回収し、活性化状態の解析を行った。ま
た、Ⅱ型コラーゲン（CⅡ）を用いた抗原特
異的な抗原提示能の解析を実施した。 
(7)破骨前駆細胞遊走能解析：上記と同様に
培養した破骨前駆細胞をトランスウェルメ
ンブレン上に播種し、S1P に対して遊走した
細胞がトランスウェルメンブレンを通過し、
プレート上に移動した細胞数を蛍光プレー
トリーダーを用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1)MRL/lpr マウス大腿骨遠位骨端部のマイ
クロ CT 像：16 週齢の MRL/lpr マウスでは同
週齢の対照マウスと比較して、大腿骨の海綿
骨密度や皮質骨厚が低下し、骨粗鬆症様の所
見が認められた。また、骨密度、骨梁幅、骨
梁数が有意に減少し、骨梁間隔が有意に増加
した。さらに、大腿骨遠位骨端部では、
MRL/lpr マウスにおいてのみ、経時的に骨吸
収が進行していることが明らかとなった。 
(2)MRL/lpr マウス骨髄由来破骨細胞の分化
能および骨吸収能：MRL/lpr マウス由来破骨
細胞の分化能は対照マウス由来の細胞と比
較して亢進しており、骨吸収能も亢進してい
た。破骨細胞の分化誘導に関わる遺伝子
（NFATc1、TRAP、ctsk、c-fos、NF-kB1、NF-kB2）

の発現量は、MRL/lpr マウス由来破骨細胞に
おいて有意に亢進していた。RANKL 刺激対照
マウス由来破骨前駆細胞と比較して、RANKL
刺激 MRL/lpr マウス由来破骨前駆細胞では、
NF-kB の各サブユニットの強い核移行を認め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3)MRL/lpr マウス由来破骨細胞および破骨
前駆細胞の抗原提示能と T細胞活性化への影
響：RANKL 刺激後の MRL/lpr マウス由来破骨
細胞および破骨前駆細胞において、MHC クラ
スⅡの発現を制御する転写因子である CⅡTA
の遺伝子発現量が有意に増加した。また、
MRL/lpr マウス由来破骨細胞表面の MHC クラ
ス分子およびその共刺激分子（CD80、CD86）
の発現は認められるものの、対照マウス由来
の細胞と比較して有意差は見られなかった。 
 破骨細胞と T細胞の共存培養による T細胞
の活性化および増殖能を評価したところ、
MRL/lpr 由来破骨細胞を用いた場合に、活性
化 T細胞の割合や T細胞の増殖能の亢進が認
められた。したがって、MRL/lpr マウス由来
破骨細胞による抗原提示能および T細胞活性
化への影響が示唆された。さらに、MRL/lpr
マウス由来破骨前駆細胞の移入により、
CD44high、CD62lowである活性化 T細胞の活性化
T 細胞数が有意に増加し、鼠径部リンパ節 T
細胞の有意な活性化亢進とリンパ節腫脹が
認められた。 
(4)MRL/lpr マウス骨髄由来破骨前駆細胞遊
走能：MRL/lpr マウス由来破骨前駆細胞にお
いて、S1P のレセプターである S1PR1、S1PR2

遺伝子の発現量が有意に増加した。また、S1P
に対する細胞遊走能についても、MRL/lpr マ
ウス由来破骨前駆細胞は対照マウス由来細
胞と比較して遊走能が高かった。さらに、マ
ウスの細胞運動性に関与する遺伝子の網羅
的発現解析を行った結果、MRL/lpr マウス由
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来破骨前駆細胞において著しく大きな発現
量を示した遺伝子は、Caveolin 1、MMP9 であ
った。一方、特に小さな値を示した遺伝子の
うち、S1Pシグナルに関連する遺伝として Rho
が検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
以上の結果より、MRL/lpr マウスでの破骨

細胞の機能亢進が、骨破壊を伴う RA 病態で
重要な役割を果たしていることに加え、破骨
細胞における Fasシグナルが破骨細胞の分化、
機能の制御に関与している可能性が示唆さ
れた。 
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