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研究成果の概要（和文）： 
近年、破骨細胞分化因子 RANKL が明らかにされたことからその受容体 RANK を介した破

骨細胞分化の細胞内のシグナル因子に関して様々の研究が報告された。しかしながら、RANK
以外の膜表面タンパク質を介した破骨細胞分化や骨吸収の制御機構等についてはまだ不明な点

が多い。破骨細胞の膜表面に特異的に発現するタンパク質は、破骨細胞のマーカーとして重要

であるだけでなく、リガンドの受容体として骨吸収制御に関わる可能性があると考えられる。

本研究は、筆者らが作成したラット破骨細胞特異的なモノクローナル抗体 Kat1 及び iKat1 の

抗原を同定しその発現、機能を明らかとすることを目的とした。発現クローニング法により

iKat1抗原のいくつかの候補遺伝子を単離した。Kat1及び iKat1モノクローナル抗体を用いて、

ラット培養破骨細胞より抗原蛋白質を免疫沈降や親和性カラムを用いて同定を試みた。その結

果、現在１つの候補として galectin-3 が検出されたが、galectin-3 は Kat1 抗原に会合した分

子である可能性もあり、現在さらに解析を進め抗原蛋白質のバンドの特定を行っている。また

一方、モノクローナル抗体 Kat1 の抗原の細胞内の局在や発現の特異性、カルシトニン受容体

との共局在の可能性について共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討した。その結果、Kat1 抗原

は破骨細胞の膜に特異的に存在し、一部の破骨細胞において Kat1 抗原とカルシトニン受容体

これらが共局在していることがわかった。破骨細胞をカルシトニンで処理すると、Kat1 抗原

の局在に変化が見られた。また Kat1 陽性細胞の多くは M-CSF の受容体である c-fms 陽性の

細胞であることがわかった。一方 FACS により単核の破骨細胞の前駆細胞についても解析した

結果、前駆細胞においても Kat1 陽性細胞は c-fms 陽性であることがわかった。このように本

研究により、Kat1 抗原は破骨細胞やその前駆細胞を同定し解析する有用なマーカーであるこ

と、骨吸収の制御に関わる可能性が示された。 
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１． 研究開始当初の背景 

 
高齢化社会の到来に伴い骨粗鬆症、関節

リウマチ、歯周病などの疾患の患者が増加し

ている。これらの疾患においては骨量の減少

及び骨破壊が問題となっており、骨を吸収す

る唯一の細胞である破骨細胞の活性状態を

測定し機能を制御することは、重要な課題で

あると考えられる。 破骨細胞は、造血の幹

細胞に由来したマクロファージ・単球系の前

駆細胞が融合することにより形成される多

核細胞である。形成された多核細胞は、骨の

上でさらにダイナミックな変化を起こし極

性を持った波状縁を有する骨吸収能のある

破骨細胞へと活性化される。このような破骨

細胞の分化及び活性化は骨の微小環境下で

産生される因子の影響を受けるが、近年、 骨

芽細胞の膜表面に存在する RANKLが破骨細胞

の分化に必須な分子の１つであることが明

らかにされた。その結果、in vitro の系や遺

伝子欠損及び過剰発現マウスを用いた研究

により、破骨細胞の前駆細胞の膜上の RANKL

の受容体 RANKの下流に存在する MAPKs、TRAF6、

c-fos、 NFATc1 などの多くの細胞内のシグナ

ル因子が破骨細胞の分化に関わることが明

らかにされてきた（Takayanagi H ら Nature 

Review Immunology, 2007）。 

これに対して、破骨細胞の活性化や骨吸

収の制御機構については不明な点が多い。チ

ロシンキナーゼである c-srcの遺伝子欠損マ

ウスでは 破骨細胞は形成されるが骨吸収能

がないため c-srcは骨吸収に関わる細胞内因

子の一つと考えられている。c-src はインテ

グリンや RANK の下流にあり刺激により細胞

骨格の再構成の変化を引き起こす他に、クロ

ルチャンネルの機能に関する報告もある

(Edward JC ら J. Biol. Chem 2006)。また、

破骨細胞の膜表面には G蛋白質共役型の受容

体であるカルシトニン受容体が存在してお

り、カルシトニンを加えると細胞の骨格系が

変化し波状縁が消失し骨吸収能が抑制され

る（Ikegame ら Bone 2004）。興味深いことに、

最近、破骨細胞のカルシトニン受容体と複合

体を形成する RAMP という分子やその新しい

リガンドの存在も明らかとなっている

（Dacquin R ら J.Cell.Biol. 2006）。しかし

ながら、骨吸収制御に関わるその他の膜受容

体については不明な点が多い。 

筆者らはラット骨髄細胞から in vitro

で形成された骨吸収能の高い破骨細胞を抗

原としてモノクローナル抗体を作成し、その

抗原蛋白質の機能について解析してきた。そ

の一つである Kat1 抗体はラット破骨細胞の

膜表面を特異的に認識し in vitro で破骨細

胞の骨吸収を抑制し、カルシトニン受容体の

機能制御に関与する抗原を認識する（

T.Kukita ら J. Immunol. 1994, Calcif. 

Tissue Int. 1998）。形態学的な観察からも

Kat1 抗原は活性化した波状縁を有する破骨

細胞の骨髄腔側に特異的に局在し(T.Kukita

ら Hitochem. Cell. Biol. 2001）破骨細胞の

骨吸収に関わる重要な膜蛋白質であると考

えられている。さらに、筆者らは最近、Kat1

抗体の抗原への結合を阻害する数種類の新

しいラット破骨細胞特異的モノクローナル

抗体 iKat1 の作成に成功した。そこでこれら

の抗体を用いて Kat1 抗原を明らかにし、こ

れらの膜表面蛋白質を介した破骨細胞の骨
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吸収制御の機構を明らかにすることは重要

な知見をもたらすと考えた。

 
２．研究の目的

本研究では、まず、大腸菌或いは哺乳動物

細胞で発現させた cDNA ライブラリーを用い

た抗体を用いた抗原遺伝子の発現クローニ

ング法やアフィニティーカラムや免疫沈降

法によって破骨細胞の膜表面蛋白質である

Kat1及び iKat1モノクローナル抗体の抗原蛋

白質を明らかにする。さらに Kat1 抗原の発

現や機能に関する解析を行い、このモノクロ

ーナル抗体が将来的に破骨細胞の膜表面の

マーカーや骨疾患の治療に有用であるか検

討するための基礎研究を行う。

 
３．研究の方法

１）モノクローナル抗体 iKat1 を用いて、

筆者らが既に作成した破骨細胞特異的な

cDNA ライブラリー(Blood, 1999)から発現ク

ローニングによる遺伝子のスクリーニング

を行った。

２）骨髄細胞から形成した破骨細胞や抗体

陽性株細胞のビオチン化した膜蛋白質を用

いて Kat1及び iKat抗原の可溶化の条件検討

や抗原分子の解析を行った。また、一方免疫

沈降の条件検討や抗原蛋白質の解析を行っ

た。また、アフィニティーカラムを用いて抗

原タンパク質の精製を試み、 LC-MASS によ

る質量分析により抗原蛋白質の同定を行っ

た。 

３）Kat 及び iKat1 抗原の破骨細胞内の局

在や破骨細胞で発現するカルシトニン受容

体などの他の膜蛋白質との共局在及びカル

シトニンや RANKLなどの添加による局在の変

化について共焦点レーザー顕微鏡を用いて

解析した。 

４）Kat 及び iKat1 抗原の破骨細胞の前駆

細胞における発現や他の造血系細胞で発現

する膜タンパク質との共局在について FACS

を用いて解析を行った。 

４． 研究成果 
 

１） 破骨細胞の cDNA ライブラリーを用いた

遺伝子のスクリーニングでひとつの

iKat1 抗体を用いた場合に陽性クローン

が得られた。陽性クローンの DNA の塩

基配列を解析した結果、破骨細胞の膜表

面抗原ではなかったが、膜に結合する細

胞内シグナル分子であることが明らか

となった。この iKat 抗体は固定した破

骨細胞も認識した。現在その破骨細胞に

おける機能について解析を行っている。 

２） アフィニティーカラムにより精製した

タンパク質の電気泳動のバンドを

LC-MASS に よ り 解 析 し た 結 果

galectin-3 が検出された。また、いくつ

かの細胞株をスクリーニングした結果

いくつかの Kat, iKat1 抗体はマウスの

細胞も認識することが明らかとなった。

さらに免疫沈降の条件を検討し、Kat1, 
iKat1 抗原特異的なバンドが特定できた。 

３） Kat1 及び iKat1 抗原の細胞での局在と

特異性について、ラットの骨髄細胞から

形成されるマクロファージ及び破骨細

胞の前駆細胞 POC 及び多核の破骨細胞

について調べた。 
Fig.１Kat１免疫染色及び TRAP 染色 

Kat1 抗原はマクロファージには全く発

現しておらず、一部の多核の破骨細胞と

単核の破骨細胞前駆細胞 POC の膜に局
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在していた。他の iKat 抗原も同様の局

在を示した。

カルシトニン受容体及び RAMP と

Kat抗原との共局在について共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて調べた。一部の Kat
抗原陽性の細胞はカルシトニン受容体

にも陽性であったが、その割合は低かっ

た。また、カルシトニンを細胞に添加す

ると Kat 抗原の細胞内の局在が変化し

た。破骨細胞の前駆細胞では M-CSF の

受容体 c-fmsやRANKLの受容体RANK
が発現することが知られている。細胞を

Kat1 抗体及び c-fms 抗体を用いて 2 重

染色し共焦点レーザー顕微鏡による解

析の結果(Fig.2)では、Kat 陽性細胞の約

80％が c-fms を発現していた。 

 
Fig.2  Kat1 と c-fms の免疫２重染色 

  Kat1   c-fms    merge 

４）さらに、ラット破骨細胞前駆細胞におけ

る Kat1 抗原の発現について FACS を用いて

解析した。Kat 陽性 c-fms 陽性の集団を解析

した結果骨髄中にKa1,c-fms陽性の細胞が存

在することが明らかになった。（Fig.3） 

 
Fig.3 骨髄細胞の Kat,c-fms 陽性細胞

の解析 

 
 
 
 
 

関節リウマチ等の骨疾患における炎症性

骨破壊を抑制するためには、炎症の場で活性

化された破骨細胞の骨吸収を制御すること

が望まれている。破骨細胞の膜表面に特異的

に発現する膜タンパク質は、破骨細胞を同定

するための有用なマーカーとなるばかりで

なく、将来的に治療の標的となる骨吸収制御

に関わる分子の候補として重要である。 
本研究の実験結果から Kat1 抗原の特異性

の高さが示されており、破骨細胞のマーカー

として有用であるという証拠が得られた。今

後 Kat1 の骨吸収能に関する機能について更

に明らかにするとともに、歯周病や骨関連疾

患の病態との関連について調べていきたい

と考えている。 
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