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研究成果の概要（和文）：破骨細胞が分泌するクラストカインを解析した。(1)破骨細胞はLIFを分泌すること
で、骨細胞のスクレロスチン分泌を抑制し、骨代謝共役を実現した。(2)W9ペプチドは、破骨細胞の骨吸収活性
を抑制し、骨細胞のスクレロスチン分泌を抑制し、歯槽骨量を増加させた。（3)Wnt5a-Ror2シグナルは、Daam2
→Rho→PKN3→ｃSrc/Pyk2を介して破骨細胞の骨吸収活性を誘導した。(4)破骨細胞は特異的にHtrA1を分泌し
た。HtrA1はOPGを効率よく分解した。以上のように、本研究より、破骨細胞は様々なクラストカインを分泌し骨
代謝共役を担っていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Clastokines secreted by osteoclasts were analyzed. (1) Osteoclasts secreted 
LIF, which suppressed the secretion of sclerostin by osteocytes. Thus, osteoclasts promoted 
osteoblastic bone formation through the up-regulation of Wnt-βcatenin signals. (2) W9 peptides 
suppressed bone resorption activity of osteoclasts and suppressed sclerostin expression by 
osteocytes. Thus, W9 increased the alveolar bone mass. (3) Osteoclasts abundantly secreted Wnt5a. 
Wnt5a binds to its receptor, Ror2, which is expressed by osteoclasts. The Wnt5a-Ror2 signal in 
osteoclasts induced bone-resorbing activity through Daam2→ Rho→ PKN3→ cSrc/Pyk2 signals. (4) 
Osteoclasts specifically secreted HtrA1, which degraded OPG, suggesting that osteoclasts potentially
 prepare a microenvironment that is suitable for osteoclastogenesis. Thus, osteoclasts secrete 
various Clastokines that are involved in bone metabolism.

研究分野：生化学、骨代謝学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来破骨細胞は骨吸収のみを行う細胞であると考えられてきた。しかし本研究より、破骨細胞は様々なクラスト
カインを分泌し、骨代謝とりわけ骨代謝共役を担っていることが示された。本研究成果は、破骨細胞がサイトカ
イン分泌細胞であるあるいは内分泌細胞であるという新しい考え方を示すことができたと考える。さらにLIFの
作用を抑制する薬剤、W9ペプチド、HtrA1の阻害剤は特粗鬆症など代謝性骨疾患の治療薬となり得る可能性が示
された。
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図1破骨細胞はLIFを分泌し骨形成を促進する

１．研究開始当初の背景 

破骨細胞による骨吸収が骨芽細胞による骨形成を促進することはよく知られているが、どのよ

うな機序で骨形成を促進するかは不明である。骨粗鬆症治療において、副甲状腺ホルモン PTH

製剤が唯一の骨形成を促進する薬剤であるが、より効果的な骨形成促進薬の開発が望まれてい

る。そのため、破骨細胞が分泌する骨形成促進因子の実態・作用機序の解明が期待される。 

 

２．研究の目的 

骨吸収と骨形成は厳格に共役するが、共役メカニズムは不明である。そのため、骨代謝共役因

子が想定される。一方我々は、Wnt非古典経路を活性化するWnt5aが破骨細胞の分化を促進す

ることを明らかにしてきた。本研究では、破骨細胞が分泌するクラストカインを解析し、共役

メカニズムの解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1) 破骨細胞の分泌するカップリング因子の解析 

① OPG欠損マウスのWntシグナルを、組織学的また生化学的に解析した。②破骨細胞がスク

レロスチン分泌を抑制する可能性を解析した。③抗体アレイを用いて、破骨細胞が分泌するサ

イトカインを解析し、骨細胞のスクレロスチン分泌を抑制する因子の同定を試みた。④ OPG-

欠損マウスの LIF (leukemia inhibitory factor) の発現を免疫染色法で解析した。 

 

(2) W9ペプチドの骨作用の解析 

RANK (receptor activator of NF-κB) 様ペプチドであるWP9QY（W9）は、腫瘍壊死因子 I型受

容体を模倣して作製された 9個のアミノ酸から構成される環状ペプチドである。OPG欠損マウ

スにW9ペプチドあるいは risedronateを投与し、歯槽骨を組織学的に解析した。 

 

(3) 破骨細胞の機能を調節するWnt5a-Ror2シグナルの解析 

① Wnt5a欠損マウス由来の破骨細胞の骨吸収活性を、象牙切片を用いて評価した。② Wnt5aの

受容体である Ror2 (受容体型チロシンキナーゼ様オーファン受容体 2）を破骨細胞特異的に欠

損させたマウス（OC-Ror2-cKOマウス）を作製し、その骨組織を解析した。OC-Ror2-cKOマウ

ス由来の破骨細胞の骨吸収能を解析した。③ Wnt5a-Ror2下流シグナルとして、Daam2 

(Disheveled activator of morphogenesis 2)および Rhoシグナルを解析した。④ Pkn3 (protein kinase 

N3)欠損（Pkn3-KO）マウスの骨組織および Pkn3の下流シグナルを解析した。⑤ Pkn3阻害薬 

(SB202190)を卵巣摘出マウスに投与し、卵巣摘出が誘導する骨量減少に対する効果を評価した。 

 

(4) 破骨細胞が分泌する OPG分解酵素の解析 

① マウスの骨芽細胞と骨髄細胞の共存培養系で、OPG

分解活性を解析した。② 破骨細胞の培養上清の質量分析

と破骨細胞の RNAシーケンス解析より、OPG分解酵素

として HtrA1 (high-temperature requirement A serine 

peptidase 1)を同定した。③ リコンビナント HtrA1 

(rHtrA1)と質量分析を用い、OPGの分解過程を詳細に解

析した。④ RANKLが誘導する RAW264.7細胞の破骨細胞への分化に対する OPGと HtrA1の

作用を解析した。 



 

４．研究成果 

(1) 破骨細胞の分泌するカップリング因子の解析 

①OPG欠損マウスの骨組織ではWnt-β-cateninシグナルが著しく活性化されていた。②破骨細

胞は、骨細胞のスクレロスチン分泌を抑制する因子を分泌していた。③破骨細胞の培養上清を

抗体アレイで解析したところ、スクレロスチン分泌抑制因子は LIFであることを見出した。④

12週齢の OPG欠損マウスの脛骨における LIFの発現は高く、スクレロスチンの発現は抑制さ

れていた。抗 RANKL抗体を投与し、RANKLシグナルをブロックすると破骨細胞の減少に伴

い LIFの発現は抑制され、スクレロスチンの

発現は増加した。以上より、破骨細胞が分泌

する LIFは Sclerostinの発現を抑制して、骨

芽細胞の分化を促進していることが明らか

となった (図１)。 

 

(2) W9ペプチドの骨作用の解析 

OPG欠損マウスにW9あるいはリセドロネー

トを投与したところ、ともに歯槽骨の破骨細胞数は有意に減少した。W9投与はWnt /β-カテニ

ンシグナル伝達を増強し、歯槽骨形成を誘導した。一方、リセドロネート投与では、そのよう

な効果は認められなかった。リセドロネートによる処理は OPG欠損マウスにおけるスクレロス

チン発現を回復させたが、Ｗ９処理はさらにスクレロスチン発現を抑制した。以上より、W９

は歯周炎における歯槽骨の減少を防ぐのに役立つ可能性が示された (図 2)。 

 

(3) 破骨細胞の機能を調節するWnt5-Ror2シグナルの解析 

① Wnt5aの発現は、破骨細胞前駆細胞である骨髄マクロファージは低く、破骨細胞は高かった。

Wnt5a欠損マウス由来の破骨細胞の骨吸収活性は低く、Wnt5aを添加すると、骨吸収活性は回

復した。②破骨細胞特異的に Ror2を欠損させたマウス(OC-Ror2-cKOマウス)は、骨吸収が抑制

されるため、骨量増加を示した。OC-Ror2-cKOマウスの破骨細胞は、骨吸収能が低下していた。

③ Ror2に結合したWnt5aは、Daamを介して細胞骨格の再編成に関与する Rhoを活性化した。

活性化された Rho は Rhoエフェクターキナーゼ Pkn3を活性化し、さらに c-Srcの活性化を誘

導した。また、Pkn3のプロリンリッチ領域は c-Srcとの結合に必要であった。Pkn3は c-Srcお

よに Pyk2 (proline rich kinase 2)と 3量体を形成し、アク

チンリング形成と骨吸収能を促進した。OCL-Ror2-cKO

マウスに由来する破骨細胞の骨吸収およびアクチンリ

ング形成の障害は、構成的に活性な RhoAの過剰発現

によって救済された。④ OCL-Ror2-cKOマウスと同様

に、Pkn3欠損マウスの骨量な増加していた。Pkn3欠損

マウス由来の破骨細胞は骨吸収活性が低下していた。

⑤ Pkn3阻害薬である SB2-2190は破骨細胞のアクチン

リング形成と吸収窩形成を阻害した。また、SB2-2190の投与は、卵巣摘出により誘導される骨

量減少を防止した。以上より、Wnt5a-Ror2シグナルは Daam2-Rho-Pkn3-c-Src経路を介して破骨

細胞の骨吸収を促進することが示された (図 3)。また、Pkn3阻害薬は骨粗鬆症治療薬となり得

る可能性が示された 。 
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図2 W9の骨吸収抑制作用と骨形成促進作用
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図4 破骨細胞はOPG分解酵素HtrA1を分泌し、
骨吸収を促進する微細環境を作る
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(4) 破骨細胞が分泌する OPG分解酵素の解析 

①共存培養系を用いて、破骨細胞が OPG分解酵素を分

泌することを突き止めた。骨芽細胞や骨髄マクロファ

ージは OPG分解酵素をほとんど分泌していなかった。

② 破骨細胞の培養上清を OPG分解活性に基づき分画

し、質量分析により 42種類のプロテアーゼを同定した。

一方、OPG分解活性は骨髄マクロファージから破骨細

胞に分化する過程で増加する。そこで、骨髄マクロファージと破骨細胞の RNAシーケンスよ

り、破骨細胞の分化に伴って発現が上昇する分泌型プロテアーゼを 4種類を同定した。質量分

析と RNAシーケンスの結果から、OPG分解酵素として HtrA1(High-temperature requirement A 

serine peptidase 1)を同定した。③ rHtrA1と質量分析を用い、OPGの分解過程を詳細に解析した。

rHtrA1は OPGのジスルフィド結合を認識し、最初に Leu90と Glu91との間を切断した。次い

で rHtrA1は OPGを小さな断片に分解した。④ OPGは、RANKLが誘導する RAW264.7細胞の

破骨細胞への分化を強力に阻害した。一方、rHtrA1で前処理された OPGは、その阻害活性が

消失していた。以上より、破骨細胞は OPG分解酵素 HtrA1を分泌し、骨吸収に適した微小環

境を作ることが示された (図 4)。この知見は、HtrA1阻害薬が骨粗鬆症の治療薬になり得る可

能性を示すものである。 
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