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研究成果の概要（和文）：骨の破壊は、引き続く骨の再生に必須の生理過程であり、造血細胞から分化して新たに形成
される多核の破骨細胞が行う。一方で、病的な数や質の破骨細胞は、閉経後骨粗鬆症や関節リウマチの原因となる。本
研究では、造血細胞から、骨を破壊し骨代謝サイクル開始のシグナルを送るという特殊な機能を担う破骨細胞へと分化
する過程で起こるさまざまな代謝適応や細胞周期動態とその転写ネットワークを明らかにした。また、破骨細胞に分化
する過程で分泌される因子を遺伝子発現解析と生化学的手法で同定し、骨の破壊から次の再生過程への転換のメカニズ
ムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Bone destruction precedes subsequent bone formation and is performed by 
multi-nuclear osteoclasts that differentiate from hematopoietic cells in the bone marrow. Excessive 
osteoclastic activity underlies osteoporosis and joint destruction associated with RA. In this study we 
have clarified metabolic adaptations and cell-cycle dynamics that take place during the transition from 
hematopoietic cells to bone-resorbing osteoclasts, and the transcriptional network involved. Further, we 
have identified by gene expression profiling and biochemical techniques secretory products that are 
released at distinct stages of osteoclastogenesis and send coupling signals to the subsequent bone 
formation by osteoblasts.
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１．研究開始当初の背景 
骨髄での造血は骨の代謝と密接な関係が
ある。造血系の細胞から分化した破骨細胞が、
骨を吸収することに特化した機能を獲得す
ることによって骨の代謝を営むとともに、造
血の場を確保する上でも必須の役割を担っ
ている。 
骨の代謝は、破骨細胞が骨を吸収したあと、
骨芽細胞がほぼ同量の新しい骨を付加する
というサイクルを繰り返す。破骨細胞が形成
されるには、造血系の前駆細胞が骨芽細胞あ
るいはストローマ細胞と接触することが重
要であることが 1980 年代に共存培養の系で
明らかになり、これらの支持細胞が分泌ある
いは細胞膜上に提示する M-CSF と RANKL が、
破骨細胞形成に必須のサイトカインである
ことが 1990 年代に解明された。破骨細胞に
よる骨吸収は、正常の骨代謝に必須である一
方、機能の過剰は骨粗鬆症や関節リウマチの
骨破壊などの中核となる病理像である。 
破骨細胞による骨吸収は、骨代謝開始のシ
グナルであり、古い骨を質の良い新しい骨に
置換するという重要な生理機能をもつ。研究
代表者らは、RANKL の存在下で単核の前破骨
細胞に分化し、さらに細胞融合によって多核
の成熟破骨細胞になる過程での遺伝子発現
変化をマイクロアレイによって解析し、破骨
細胞の分化における内的要因（Nature 
Medicine 2009）を、さらには骨内部からの
細胞外刺激について明らかにしてきた（Cell 
Metabolism 2007）。単核の状態では骨吸収
活性は弱く最終的な機能発現には細胞融合
による多核化が重要であるが、その際細胞周
期停止が必要条件で融合に先行するのか、周
期進行のまま融合するのか、また破骨細胞分
化に伴う代謝適応も重要な課題であるが未
解決である。また成熟した破骨細胞は早期に
アポトーシスにより死滅し、寿命はたかだか
１週間と考えられているが、破骨細胞によっ
て吸収された穴には、骨芽細胞が動員されて
骨形成が誘導されるが、骨吸収から骨形成へ
の転換のメカニズムについても、破骨細胞か
らの分泌因子（”clastokine”）という視点
からはあまりアプローチされてない。 
２．研究の目的 
本研究では、骨髄のマクロファージから
破骨細胞への分化転換に伴う転写ネットワ
ークとエピジェネティックス制御を解析す
ることで、造血の場形成の細胞・分子メカ
ニズムを解明することを企図する。造血系
から派生した単核細胞が、石灰化骨基質を
吸収するという特性をもった多核の破骨細
胞としての運命を獲得するメカニズムの解
明は、造血や骨代謝という個々の研究分野
を超えて、骨粗鬆症・関節リウマチ・癌の
骨転移など破骨細胞の活性化が病理の中核
をなす病態や、造血の場に異常をきたす病
態の理解にもつながる可能性がある。 
３．研究の方法 
研究代表者らは、M-CSF 依存的に増殖する

骨髄マクロファージが、TNF ファミリーのサ
イトカインRANKLの存在下で単核の前破骨細
胞になり、さらに細胞融合によって多核の成
熟破骨細胞になる過程での経時的な遺伝子
発現変化について共同研究者のマイクロア
レイ解析により詳細なデータベースを獲得
した。エネルギー代謝や細胞周期に関わる遺
伝子群に着目して分化の時系列に沿った発
現動態を定量化し、それらの発現制御の背景
にある転写ネットワークや染色体修飾を明
らかにするとともに、分化形質の獲得に必要
な代謝適応に関わる遺伝子群の機能をレト
ロウイルスあるいはレンチウイルスによる
機能低下実験によって検証した。細胞周期の
reporter として共同研究者らが開発した
Fucci 蛍光を骨髄細胞で発現するトランスジ
ェニックマウスを理研より導入し、骨髄マク
ロファージを単離してM-CSFの存在下の時系
列で FACS 解析を行うとともに、M-CSF/RANKL
刺激により破骨細胞へ分化誘導したときの
細胞周期と分化との関連についてリアルタ
イムで動画撮影・解析した。また、破骨細胞
分化の過程で産生・分泌されるタンパク性因
子を生化学的手法および発現プロファイリ
ングの結果をもとに探索と同定を試み、それ
ら因子の機能を、とくに骨芽細胞系列への連
携という視点から解析した。 
４．研究成果 
 Fucci reporterを用いた細胞周期動態の解
析では、分化前半の 48 時間に S 期の波に引
き続いて、G1 停止、さらに細胞融合をきっ
かけとしてほぼ同時に G0 と思われる濃い赤
色の核が観察された。DNA合成を hudroxyurea
（HU）あるいは aphidicolin で阻害すると、
破骨細胞分化も顕著に抑制されたが、同じく
HU 処理をした細胞を高密度で播種すると破
骨細胞形成が回復したことから、DNA 合成そ
のものではなく一定の細胞密度の確保が多
核の破骨細胞形成に重要であると結論づけ
た（論文投稿中）。実際、スタートでの骨髄
マクロファージの数や、分化半ばの 48 時間
での前破骨細胞の数を増減させると、RANKL
に対する内在性の遺伝子プログラムの発現
は同じであるにもかかわらず、形成される破
骨細胞の数とタイミングが、細胞数に応じて
異なることが明らかになった。すなわち、細
胞融合して多核の破骨細胞になる直前の細
胞の数が決定的要因であるという知見は、分
化途上で細胞数に影響を与える介入につい
ては（薬物であれ遺伝学的であれ）、最終分
化を左右してしまうゆえ結果の解釈には注
意を払う必要があることを示唆しており、破
骨細胞分化に関する研究全般に対して波及
効果があると考える。 
破骨細胞の分化・機能と栄養素・細胞内代
謝との関連を調べた結果、グルコースが分化
には影響ないものの骨吸収機能の獲得に重
要であること、グルコース取り込み輸送体で
あるGlut1の発現が分化の後期で上昇するこ
と、PFK や LDH を含む解糖系酵素の遺伝子発



現も分化とともに上昇し、VEGF の発現上昇も
含めてこれらの転写促進には Hif1が関わっ
ていること、Hif1をノックダウンすると解
糖系酵素や VEGF の発現とともに骨吸収機能
が著明に抑制されることが明らかになった。
また、分化初期からグルタミンの輸送体であ
る Slc1a5 とグルタミン分解酵素の発現が上
昇し、これらを薬理学的あるいは遺伝学的に
抑制すると破骨細胞分化が抑制された。グル
タミン関連の遺伝子発現にはc-Mycが重要で
あり、c-Myc 機能を阻害すると細胞分化が著
明に抑制された。さらに mTOR を薬理学的に
阻害、あるいは flox マウス由来の骨髄細胞
にadeno-Creを感染させて遺伝学的に欠失さ
せたところ分化も機能も著明に抑制された。
以上から、Hif1と c-Myc によるグルコース
およびグルタミン輸送体や細胞内代謝酵素
の転写制御とmTORC1複合体/AMPKを介する代
謝適応が破骨細胞の分化および機能発現に
重要であると結論した（J Bone Miner Res 
2013）。 
 破骨細胞の分化に必須のサイトカイン
RANKL の産生源について、研究代表者らが作
製した flox マウスを、骨芽細胞系列での
deleter cre マウス、T細胞での deleter cre
マウスと交配することにより、細胞型特異的
なノックアウトマウスを作出し、生理状況下
でも、エストロゲン欠乏やリウマチなどの炎
症時の骨吸収にも骨芽細胞系列由来の RANKL
の寄与が大きいこと、また生理状況下では T
細胞由来のRANKLも骨恒常性の維持に寄与し
ていることを明らかにした（J Bone Miner Res 
2014）。 
 破骨細胞の分化は骨吸収に必須であるば
かりでなく、破骨細胞自身がさまざまな因子
（"clastokines”）を分泌あるいは細胞膜上
に提示することによって、骨芽細胞系列、造
血細胞、血管系など骨髄のさまざまな細胞に
シグナルを送ることによって、骨吸収から骨
形成へのカップリングに働き、骨リモデリン
グ、骨髄環境の維持というきわめて重要な生
理機能を担っていると考えられる。破骨細胞
分化の過程における遺伝子発現プロファイ
リングにより、破骨細胞が最終分化しかつ骨
吸収を営んでいる最中にのみ発現誘導され
て細胞外に分泌される Cthrc1 を同定した
（JCI 2013）。Cthrc1 の flox マウスの作製と
破骨細胞特異的な遺伝子欠損モデルの in 
vivo での解析から、Cthrc1 が破骨細胞から
骨芽細胞系列へのカップリングに働き、その
作用がなくなると骨吸収後の骨形成不全に
より、骨の自己再生過程が遅延することが明
らかになった。さらに Cthrc1 の作用機構解
明をめざして、骨髄ストローマや骨芽細胞系
列の標的細胞膜上に Cthrc1 と結合するタン
パクを生化学的に同定し、Cthrc1 による骨芽
細胞分化促進における機能と-catekin 依存
的および非依存的な細胞内シグナル伝達経
路を明らかにした（論文作成中）。 
同じく破骨細胞分化での遺伝子発現解析

により、分化初期には PDGF-A、分化後半には
PDGF-B 遺伝子が発現誘導され、初期には
PDGF-AA タンパクが、中期には AB アイソフォ
ームが、後半には PDGF-BB が分泌されること
を見出した（BBRC 2015）。PDGF-AA は、間葉
系幹細胞に発現する PDGFR-を介して、骨芽
細胞分化に直接つながり、PDGF-BB は血管壁
細胞に発現する PDGFR-を介して、血管増生
を介して骨形成を間接的に誘導するという
仮説を提唱した。また、破骨細胞の培養液を
大量に採取し、骨芽細胞の分化を促進する生
物活性を生化学的に追跡し、補体成分の C3a
を同定した（JBMR 2014）。C3 遺伝子の発現は
破骨細胞分化とともに誘導され、細胞外で生
成された C3a は骨芽細胞系列が発現する C3a
受容体を介して、これも破骨細胞から骨芽細
胞への連携に機能していることをつきとめ
た。 
以上、骨髄の造血細胞から破骨細胞への分
化転換過程に起こる代謝適応を明らかにし、
癌細胞でのWarburg効果との類似性をはじめ
て提唱するとともに、分化に伴う解糖系とグ
ルタミン分解系の亢進、これに関わる HIF1
とc-Mycによる転写ネットワークを明らかに
した。HIF1については他のグループから閉
経後骨粗鬆症の病態で報告され（PNAS 2013）、
c-Myc についても続報で確認されている（Nat 
Commun 2014）。 
研究代表者は以前、骨細胞を ablation す
るモデルマウスを開発し骨細胞の生理機能
をはじめて in vivo で実証した（Cell 
Metabolism 2007）。本研究ではこの成果をさ
らに発展させ、骨細胞におけるメカノ受容に
果たすインテグリンv の生理機能、骨細胞の
鉱質コルチコイド受容体がグルココルチコ
イドの骨への副作用に果たす病態生理的意
義を明らかにした。また、共同研究者である
公募班の片山らは、骨細胞 ablation マウス
を利用して、骨にレジデントの骨細胞と造血
との密接な関係（Cell Stem Cell 2013）、さ
らに、骨組織を超えて遠隔臓器とのクロスト
ークを明らかにした（Cell Metab 2013）。 
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