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研究成果の概要：

　骨粗鬆症や関節リウマチにおける骨量低下・骨破壊の進展においては、骨吸収を直接担う唯

一の細胞と考えられている破骨細胞が重要な役割を果たしている。今回、破骨細胞の骨吸収亢

進が引き起こされる環境下において、発現量が変化する遺伝子を網羅的に検索したところ、興

味深いことに加齢変化において重要といわれている活性酸素を制御する遺伝子 MnSOD(スーパ

ーオキシドディスムターゼ)が同定された。MnSOD 遺伝子を Cre/loxP システムでノックダウン

すると成熟破骨細胞の骨吸収活性が有意に低下することを見いだした。今後、破骨細胞特異的

MnSODノックアウトマウスを作製し、解析を行う予定である。
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１．研究開始当初の背景
　関節リウマチ(RA)は免疫異常を基礎とす
る全身性の炎症性疾患であるが、その標的
臓器は主として関節であり、関節での炎症
が慢性に経過した場合、軟骨･骨の吸収さら
には線維化に至り、最終的には関節の屈曲、
変形、高度の運動障害などが見られるよう
になる。非ステロイド性抗炎症薬、ステロ
イド剤および疾患修飾性抗リウマチ薬の進
歩により、疼痛や炎症に関してはある程度

までコントロールが可能になってきたが、
現在でも RA 治療における最大の課題が、
骨軟骨破壊からくる疼痛と関節機能障害
のコントロールであることにが可能にな
ってきたが、現在でも RA 治療における最
大の課題が、骨軟骨破壊からくる疼痛と
関節機能障害のコントロールであること
に変わりはない。近年、骨破壊を予防で
きる可能性をもった生物製剤が日本でも
使用されるようになってきたが、これら
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の製剤が RA 治療の第一選択となるには現在
のところ至っていない。
　RA における骨破壊の進展においては、骨
吸収を直接担う唯一の細胞と考えられてい
る破骨細胞が重要な役割を果たしている。
我々は、RA 滑膜において、滑膜マクロファ
ージが滑膜線維芽細胞の支持のもとで破骨
細胞に分化することを報告している
(Takayanagi  et  al.  J  Clin  Invest.
104:137-46,  1999;  Arthritis  Rheum
43:259-269, 2000)。つまり、滑膜線維芽細
胞は、破骨細胞形成に必要な微小環境を整
えて破骨細胞形成を促進し、骨破壊に関与
していると考えられる。1997 年、破骨細胞
分化誘導因子が RANKL (receptor activator
of NF-κB)として同定された。RANKL は TNF
リガンドファミリーに属する膜貫通型タン
パクであり、その細胞内シグナル伝達は、
分子メカニズムの解明と治療標的の同定の
両面から解析が進んだ。RANKL 受容体である
RANK に会合する因子が精力的に解析され、
TNF  receptor-associated  factor  (TRAF)フ
ァミリーのアダプター分子の多くが結合す
ることが明らかになった。その中でも最も
重要な分子は、ノックアウトマウスが大理
石骨病になる TRAF6 と考えられる。さらに
TRAF6 は NF-κB, JNK, p38, ERK, PI3K-Akt
など下流の分子を活性化する。さらに、そ
の下流では c-Fos を介した AP-1 活性化と
TRAF6 を介した NF-κB 活性化による NFATc1
発現上昇が重要であり、これにより破骨細
胞分化が誘導される。遺伝子欠損マウスの
解析からRANKをはじめ、TRAF6, c-Fos, NF-κB,
FcRγ/DAP12 などが生体内における破骨細胞
分化に重要な役割を果たすことがわかって
いる。破骨細胞分化の解析が爆発的に進行
した一方で、成熟破骨細胞の骨吸収メカニ
ズムの解析は置き去りにされている。破骨
細胞にアポトーシスを誘導することによっ
て治療効果を上げているビスフォスフォネ
ートの成功、あるいは骨粗鬆症のみならず、
悪性腫瘍による高カルシウム血症の治療薬
として用いられているカルシトニン製剤の
有用性を見ると、成熟破骨細胞の延命・骨
吸収機能の解析をすすめることにより、新
たな知見・骨破壊制御の治療薬の開発につ
ながると考えられる。

２．研究の目的
　本研究では、成熟破骨細胞の骨吸収機能
のさらなる解明をすべく、骨吸収を制御す
る遺伝子の検索を行い、その機能を明らか
にすることが目的である。

３．研究の方法
これまで我々はアデノウイルスベクターを
用いて破骨細胞の延命、骨吸収機能活性化

における ERK 経路と NF-κB 経路の役割を
検討し、ERK の活性化は破骨細胞の延命に
必要であり、NF-κB は破骨細胞の骨吸収機
能の活性化に重要であることを報告した
(Miyazaki  et  al.,  J.  Cell  Biol.
148:333-42, 2000)。今回、我々は、破骨
細胞の最も重要な骨を食べるという機能
のさらなるメカニズムの解明を試みる。
破骨細胞の骨吸収機能の活性化に重要で
あるとすでに報告している NF-κB 経路に
着目し、NF-κB 経路を制御するために用い
たドミナントネガティブ型 IκB kinase β
[IKK βDN]を組み込んアデノウイルスを使用
することとした。
マウス骨芽細胞と骨髄細胞の共存培養系
を用いて破骨細胞を形成させ、接着能の
違いを利用し、コラゲナーゼ・ディスパ
ーゼ処理により骨芽細胞のみをディッシ
ュから除去し、十分量の均一な成熟破骨
細胞を採取する実験系を用いる。NF-κB 経
路をブロックする分子（ドミナントネガ
ティブ型 IκB kinase 2）を発現させるア
デノウイルス(AxIKK βDN)とコントロールと
して EGFP のみを発現するアデノウイルス
(AxEGFP)を破骨細胞に感染させる。感染 24
時間後に破骨細胞分化および骨吸収機能
を促 進させ るサ イトカ インで ある
RANKL(receptor  activator  of  NF-κB
ligand)および NF-κB の強力な stimulator
である IL-1 を作用させ、その 24 時間後
に RNA とタンパクを回収し、有意に差の
ある遺伝子を解析する。

４．研究成果

骨吸収促進作用を持つ RANK Ligand を作
用させた破骨細胞の RNA を抽出し、NF-κB
の下流で作用している分子を DNA チップ
および RT-PCR にて検討したところ、破骨
細胞の機能制御を司る分子の候補として、
ミトコンドリア内で活性酸素・スーパー
オキサイドを処理する MnSOD（スーパーオ
キシドディスムターゼ）や small GTPase
である Rab13 などを同定した。Rab13 の
活性型や不活型の変異体を作製し、破骨
細胞前駆細胞へ導入したが、破骨細胞の
分化・形態・サバイバルなどに大きな影
響はなかった。MnSOD に関しては、以下
の検討を行った。

(1）破骨細胞における Cre リコンビナー
ゼ発現による MnSOD ノックダウン
　我々はレポーター遺伝子であるβ-ガラ
クトシダーゼを組み込んだアデノウイル
スベクターを用い、ヒトの骨巨細胞腫よ
り培養した破骨細胞様細胞(osteoclast-
like cells [OCLs])および in vitro で形
成されたマウス OCL にアデノウイルスが



効率よく感染することをすでに報告してい
る。β-ガラクトシダーゼ陽性の OCL の割合
は、感染させたアデノウイルスの量に比例
し、MOI  (multiplicity  of  infection  =  1
細胞あたりの感染粒子数 ) :100 で 85％以
上の OCL がβ-ガラクトシダーゼ陽性であっ
た。AxCre を MOI:100 で感染させた OCL にお
いて十分量の Cre の発現を確認することが
できた。この条件下で、MnSOD の発現は、完
全な消失まではいたらないものの、コント
ロールの約 20~30％まで低下した。

(2）MnSOD の発現低下は破骨細胞の生存に影
響を及ぼさない
　我々は次に MnSOD のノックダウンが OCL
の生存に与える影響を調べた。AxGFP または
AxCre を MOI:100 で感染させた OCL を 0.1%
コラゲナーゼ/0.2%ディスパーゼ処理にて骨
芽細胞を除去することにより純化し、さら
に 10% FBS を含むαMEM でインキュベートす
ることにより OCL の生存率を評価した。骨
芽細胞除去後、AxGFP を感染させた細胞と
AxCre を発現させた細胞では、経時的な生存
率に大きな差がなかった（Fig.1）。12,18,24
時間後の生存率に大きな差がないことから、
破骨細胞の生存において MnSOD が重要な役
割を果たしていないことが示唆された。こ
の結果より、破骨細胞内 ROS 量が破骨細胞
のアポトーシスを制御するシグナルに関与
していないと考えられた。

図 1.破骨細胞における MnSOD 発現抑制は延命に影響し

ない

(3）MnSOD は破骨細胞の骨吸収機能活性化に
重要である
　我々は次に MnSOD のノックダウンが破骨
細胞の骨吸収機能において重要な役割を果
たしているかどうかを検討した。破骨細胞
の骨吸収能は象牙切片上に形成された吸収
窩の面積を計測することにより定量化した。
Fig. 1 より、生存率が MnSOD の発現量に影

響されないことが判明しているので、吸
収窩アッセイを 24時間で行い、破骨細胞
１個当たりの吸収窩面積を算出すること
により比較検討した。Fig. 2 に見られる
ように、OCL の骨吸収機能は、AxCre によ
りコントロールの 25％ほどに有意に抑制
され、破骨細胞内 ROS 量が骨吸収を制御
するシグナルに重要な役割を果たしてい
ると考えられた。

図 2.破骨細胞における MnSOD 発現抑制は骨吸収機能

を低下させる

　本実験系において、MnSOD の発現レベ
ルはコントロールに比較し低下している
ものの、完全にノックアウトすることは
できなかった。ノックアウトは不完全で
あったが、破骨細胞の骨吸収機能は有意
に減少し、MnSOD の骨吸収における重要
性が示唆された。MnSOD のノックダウン
により予想されるアポトーシスの亢進は
みられなかった。

　現在、破骨細胞特異的に Cre リコンビ
ナーゼを発現するマウスと MnSOD flox マ
ウスを交配させることにより、破骨細胞
特異的 MnSOD ノックアウトマウスを作出
し、解析中である。
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