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研究成果の概要（和文）：IgGが破骨細胞の分化や機能を直接的に制御することを明らかにした。マウスには４
種のIgGの受容体、FcgRI, FcgRIIB, FcgRIII, FcgRIVが存在し、このうち、FcgRIIBは他の３つの受容体に対し
て抑制的に働く。FcgRIIBの遺伝子欠損マウスは血漿中の免疫複合体が高値になり骨粗しょう症を呈すことか
ら、免疫複合体は骨を減らすことを明らかにした。また、妊娠マウスに抗RANKL抗体を投与して、骨をはじめ全
身への影響を検討し、胎児の骨組織が増加するだけでなく、胎児が死亡するという結果を得た。抗RANKL抗体は
母マウスの乳腺の発達や育児本能に影響を与えることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I investigated whether ICs regulate bone metabolism directly. Fcgr2b 
knockout mice lose bone upon the onset of a hypergammaglobulinemia or the administration of IgG1 
ICs, which act mainly through FcgRIII. The IgG2 IC activates osteoclastogenesis by binding to FcgRI 
and FcgRIV, which is induced under inflammatory conditions. These results demonstrate a link between
 the adaptive immunity and bone, suggesting a regulatory role for ICs in bone resorption in general,
 and not only in inflammatory diseases.
In addition, I investigated the effects of an anti-RANKL antibody on maternal and newborn health in 
mice and found that anti-RANKL antibody administration during pregnancy results in not only an 
undesirable increase in bone mass, but also has harmful effects on newborn survival.

研究分野：骨免疫学
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１．研究開始当初の背景 
Fc受容体は、アレルギー・自己免疫疾患・
炎症など様々な病態の発症に深く関与する
ため、これらの疾患に付随する骨破壊や骨代
謝異常等の責任細胞である破骨細胞におけ
る直接的な役割に関する研究は難しいと考
えられてきた。Fc受容体をはじめとする免疫
グロブリン様受容体に会合する DAP12 や
FcRといった ITAM分子は破骨細胞分化に必
須の役割を果たす。（Koga, T. et al., Nature 
2004; Shinohara, M., Koga, T. et al., Cell 2008; 
Koga, T. et al. Immunological Review 2009）。
DAP12 と FcRの両欠損マウスは骨髄腔が骨
で埋まる重度の大理石骨病を呈する（Koga, T. 
et al., Nature 2004）。このことは FcRを介す
る Fc受容体も破骨細胞分化に必須の役割を
果たすことを示唆しているが、FcR欠損マウ
スは骨形態に異常を示さないため FcRを介
するシグナルの生理的意義や、機能的 Fc受
容体の実態及びその機序も不明である。申請
者は破骨細胞分化過程においてマウスに発
現する４種類の Fc受容体のうち抑制型
FcRIIB と活性型 FcRIII が優位に発現し、
FcRIIB 遺伝子欠損マウスが骨粗鬆症を呈す
ることを見出した。そこで、生理的あるいは
病的環境下での破骨細胞上 Fc受容体の意義
を生体レベル・分子レベルで明らかにし、免
疫グロブリンが関与する骨疾患の理解と制
御法の分子基盤を提唱する目的で本研究計
画に至った。 
 
２．研究の目的 
超高齢社会を前にして、歯周病による咀嚼機
能低下や関節症・骨粗鬆症などによる運動機
能障害を防止し、QOLを維持することが世界
的ニーズとなっている。関節リウマチ(RA)や
全身性エリテマトーデス(SLE)などの自己免
疫疾患はしばしば骨粗鬆症を併発する。また、
多発性骨髄腫も骨融解局所のみならず全身
性に骨粗鬆症を併発する。興味深いことは、
前癌状態の意義未確定単クローン性免疫グ
ロブリン血症(MGUS)においても骨量低下が
観察されることである。これらは、高値の免
疫グロブリンがこれらの疾患に共通する骨
量低下に関与している可能性を示唆してい
る。本研究は、免疫グロブリンが骨吸収の原
因細胞である破骨細胞の分化や機能を直接
的・決定的に制御するという仮定を生体レベ
ルで証明し、また、責任分子を同定して分子
メカニズムを明らかにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
抑制性 FcRIIB や活性型 FcRIII の遺伝子欠
損マウスの骨組織解析を行い、生理的骨代謝
における Fc受容体の意義を明らかにし、
RANKL 共刺激シグナルである ITAM-カルシ
ウムシグナルに着目して分子メカニズムを
解明する。また、RAや SLEといった自己疾
患モデルと高ガンマグロブリン血症モデル

マウスを用いて、過剰な免疫グロブリン G 
(IgG)の存在する病的条件下で、免疫グロブリ
ンが Fc受容体を介して直接的に破骨細胞分
化を促進し全身性骨粗鬆症を引き起こすこ
とを証明する。さらに IgGによる骨吸収制御
メカニズムの生理的・病的条件下における違
いが抑制性 FcRIIB と活性型 FcRIII の発現
バランスに依存することを in vivo および in 
vitro で証明する。以上に加え、本研究は RA
や SLE モデルマウスに血漿交換療法を実施
し、その有効性を提示し、自己免疫疾患治療
や骨粗鬆症予防における IgGの意義に関する
新たな視点の導入に繋げる。具体的には下記
のとおりに進めた。 
 
(1) 自己免疫疾患発症と IgG 受容体 FcRIIB
遺伝子欠損マウスの骨代謝のとの相関 
過剰な自己免疫応答が骨量低下をもたらす
か否かを明らかにするために、FcRIIB 欠損
マウスの生後から自己抗体産生が高値にな
る週令までを、同腹子マウスと比較して、そ
の長管骨の単純 X線撮影、μCTを用いた骨密
度解析を行う。並行して、血清中の免疫グロ
ブリン IgGの各サブタイプやリウマチ因子産
生を ELISA 法にて経時的に計測することで、
自己免疫疾患発症と骨代謝との相関を検討
する。また、病理組織標本を作製して、破骨
細胞数・破骨細胞面・骨吸収面などの骨吸収
パラメータや骨芽細胞数・骨形成率等の骨形
成パラメータを評価し、骨量低下の原因細胞
が破骨細胞であることを証明する。 
 
(2) 自己免疫疾患性破骨細胞制御因子の同定

―免疫グロブリンによる破骨細胞直接制
御の証明 
高ガンマグロブリン血症に伴う骨量低下は
免疫グロブリンが直接破骨細胞分化を制御
するという仮定に基づき、各サブタイプの免
疫グロブリン（IgG1, IgG2a, IgG2b）を上記培
養系に用いてその効果を検討する。また、RA
のリウマチ因子に代表されるように、自己抗
体は免疫複合体を形成することを考慮し、ト
リニトロフェノール(TNP)-BSA と各サブタ
イプの抗 TNP-IgG 抗体を用いた免疫複合体
を作成し、上記の検討を行う。 
 
(3) Fc受容体を介した免疫グロブリンシグ
ナルの分子メカニズムの解明 

RA や SLE 患者の単球/マクロファージでは
FcRIIIに対してFcRIIBの発現が低下してい
ることが明らかにされた (Hepburn et al., 
Rheumatology 2004)。そこで、CIAモデルマ
ウスや SLE モデルマウス(MRL/lpr マウス)の
骨髄細胞を用いて、FcRIII と FcRIIB の
mRNA 発現および細胞表面タンパク発現を
解析し、過剰免疫複合体存在下における破骨
細胞分化促進の理由を FcRIII と FcRIIB の
発現バランスによって説明する。（＊FcRIII
と FcRIIBを識別できる抗体は入手可能であ
る。）さらに、FcRIIBの発現低下が破骨細胞



分化促進のメカニズムであると判明した場
合、上記細胞の FcRIII発現を shRNAにより
低下させ、破骨細胞分化促進を抑制すること
確認し、免疫グロブリンシグナルの責任分子
であることを証明する。 
 
(4) 高ガンマグロブリン血漿モデルマウスの
作成と骨組織解析および血漿交換治療実
験 
① TNP-BSA と抗 TNP-IgG 抗体を用いた免
疫複合体をマウス尾静脈より投与し、高
ガンマグロブリン血症モデルマウスを作
成する。少量の免疫複合体は B・T 細胞
活性化を介してさらなる抗体産生や炎症
性サイトカイン産生といった免疫応答を
引き起こす。逆に、臨床適応されている
ように、IgG 大量投与は免疫活性化抑制
を促す。そこで、B・T 細胞を欠失する
RAG1 欠損マウスを用い、投与開始直後
からの血清中 IgG量を ELISAにて数日お
きに測定し、適当な IgG高値を維持可能
な投与スケジュールを検討する。また
IgG によるマクロファージなどの自然免
疫活性化の作用を考慮し、経時的に血中
サイトカイン産生をモニタリングしなが
ら、投与･解析スケジュールを決定する。
作成したモデルマウスは投与開始後２週
および４週後に長管骨を採取し、骨形態
を計測する。また、当モデルマウスから
採取した骨髄細胞やMGUS患者の血清か
ら採取した単球上のFcRIIIとFcRIIBの
発現バランスを解析し、上記研究計画(3)
と同様に、高ガンマグロブリン血症に伴
う骨粗鬆症の原因を分子レベルで説明す
る。 
 
② 全身性骨粗鬆症を発症した CIAマウス及
び SLEモデルマウスの血清中の IgGを除
去する目的で、これらのマウスに血漿交
換療法実験を実施する。具体的には、32G
マウス用カテーテルシステム（ポリウレ
タンカテーテルチューブ内径 0.024 mm, 
外径 0.012 mm）を伏在静脈から通して後
大静脈に挿管し、この部位をシリコンラ
バーで腰筋に固定し、先端は皮下を通し
て頸まで導き皮膚に固定する(Reding et 
al., Lab.Animals 1988を改変)。この方法
により、実験期間中のマウスの行動を制
限することなく任意のスケジュールで治
療実験を実施することが可能となる。血
漿交換は、ホローファイバーモジュール
を用いた単純血漿交換法または Protein A
カラムを併用して IgGを除去する免疫吸
着法にて行う。 

 
４．研究成果 
① IgG 免疫グロブリンが破骨細胞の分化や
機能を直接的に制御することを分子レベ
ルで明らかにした。マウスには４種の
IgG の受容体、FcRI, FcRIIB, FcRIII, 

FcRIVが存在し、このうち、FcRIIBは
他の３つの受容体に対して抑制的に働く。
FcRIIB の遺伝子欠損マウスは自然発症
的に自己免疫疾患を発症し、血漿中の免
疫複合体が高値になっている。このマウ
スの骨組織を解析したところ、炎症や糸
球体腎炎などの自己免疫症状はないけれ
ど血漿中に免疫複合体が多く産生され始
めた段階で、骨粗しょう症を呈すること
を明らかにした。このことは、免疫複合
体が免疫系細胞の応答を介さずに直接的
に骨代謝を調節していることを意味して
いた。In vitro の培養実験でも、FcRIIB
欠損マウスの血清中の IgG免疫複合体が
破骨細胞分化を促進させることを証明し
た。関節リウマチや自己免疫疾患を発症
している状態では、血清中の IgG量が増
加していることを鑑み、コラーゲン誘導
性関節炎モデルマウスを作成し、免疫複
合体による骨代謝制御を解析し、かつ、
このモデルマウスの血清交換術により、
骨量の減少が抑制できるか否かを検討し
た。これらの研究により、関節リウマチ
モデルマウスでは、血清中の IgG免疫複
合体が存在し、破骨細胞前駆細胞が活性
化型 Fc受容体の発現量を増加させるこ
とによって、免疫複合体に反応しやすい
状態になっていることを明らかにした。
以上をNature Communicationsに発表した。
また現在までに、モデルマウスの血中
IgG 量を十分に下げる効果を得るまでに
は至っていないので、プロトコルを改定
しつつ、再検討を行っている。 
 
② また、破骨細胞分化因子 RANKL に対す
る抗 RANKL 抗体はがん骨転移や骨病変
に対する治療に用いられているが、げっ
歯類などの小動物を用いた臨床前動物実
験のデータは少ない。そのため、妊娠中
の患者への投与は禁忌となっているもの
の、その詳細は不明のままであった。抗
RANKL抗体を妊娠マウスに投与すると、
母マウスともに子マウスの骨量は増加し
た。しかし、子マウスは出生後２４時間
以内に死亡した。RANKL は妊娠中の乳
腺の発達に必要であるが、妊娠中の抗
RANKL 抗体投与により、乳腺発達が不
十分になり、子マウスが育たなくなった
と考えられた。しかし抗 RANKL 抗体を
投与された母から生まれた子マウスを健
康な代理母に育児を託しても死亡したこ
とから、抗 RANKL 抗体は骨代謝や乳腺
の発達だけにとどまらない影響を及ぼす
ことが明らかになった。現在、論文投稿
中である。 
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