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研究成果の概要（和文）：骨破壊の担当細胞である破骨細胞と、炎症細胞および免疫細胞が複雑

に相互作用する炎症性骨破壊の病態解明のため、疾患モデル動物体外から観察できる破骨前駆

細胞を用いてバイオイメージング手法により実験を行った。その結果、全身的に投与した破骨

前駆細胞が MCP1および MIP1alphaの作用を介して炎症部位にリクルートされ、成熟破骨細胞へ

と分化することが確認された。 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mobilization of osteoclast 
precursor cells (OCPs) in living mice, in which the interrelationship among different 
cell types are maintained, by using in vivo imaging techniques. Within 3 days of luciferase 
(Luc)-Tg OCPs injection, Luc-positive cells were detected in the inflammation site, 
secondary lymph nodes and spleen; and furthermore, expression of TNFalpha, IL-1beta, IL-6, 
MCP-1 and MIP-1alpha mRNAs were significantly increased in LPS- or Pam3-injected mice. 
These findings indicate that OCPs circulating in the bloodstream migrate into the local 
inflammation site through MCP-1/MIP-1alpha activation and can take part in the rapid and 
extensive bone destruction. 
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１．研究開始当初の背景 
 関節リウマチ，歯周病，骨転移腫瘍などで
は骨代謝バランスの崩壊により、重篤な骨破
壊が起こる。その結果、歩行困難・歯の喪失・
耐え難い骨痛などが生じ，患者の QOLは著し
く損なわれる。骨代謝カプリングは全身因子
および局所因子の両方により厳密に制御さ
れているが、骨破壊部位では骨吸収活性を有
する破骨細胞のみならず、炎症・免疫細胞が

深く関与するため、その病態は非常に複雑で
ある。すなわち、病態を解明するためには複
数の細胞種がインタクトな相互作用を保っ
ている in vivoにおける研究が必須であると
考えられる。近年、医療・生物学へのレーザ
ー共焦点顕微鏡など蛍光観察技術の応用が
確立され急速に進展している。このような可
視化技術は非侵襲の状態で体外からの観察
が可能であることから、麻酔下で生きたまま
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の動物、すなわち同一動物体内の変化を詳細
に検討できるという極めて有用な手法であ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では生きたままの病態モデル動物
を使い、複数の細胞種が相互に関連する骨破
壊の病態を解明し、正常な骨代謝へと復帰さ
せる新規治療薬を開発することを目的とし
て以下の検討を行った。 
（１）バイオイメージング手法の確立 
麻酔下で生きたままの動物、すなわち同一動
物体内の変化を詳細に検討できるという極
めて有用な手法である。これに発光が検察で
きる luciferase transgenic ラットおよび蛍
光タンパク質 EGFP transgenicラット由来の
破骨前駆細胞を併用することにより、更に詳
細な破骨細胞の体内動態の解析を可能にす
る。 
（２）炎症性骨破壊の病態モデル動物作製と
骨破壊評価法の確立 
歯周病や骨髄炎などでは、細菌感染に対して
本来は生体防御のために起きた炎症反応が
過剰な骨組織破壊につながり、ひいては修復
不可能な深刻な病態を引き起こすことにな
る。この反応過程には Toll-like receptor 
(TLR;グラム陽性菌は TLR2,グラム陰性菌は
TLR4)が関与することが知られている。これら
TLRs に特異的なリガンドを動物に投与する
ことにより、骨破壊を起こさせるとともに、
小動物用 X 線 CT を用いて、骨吸収像の観察
および骨密度変化が計測できるようにする。 
３．研究の方法 
（１）炎症性骨破壊モデル動物を用いる in 
vivo imaging 
 従来の研究成果から、破骨細胞形成が促進
されることが示された細菌由来成分である
Pam3CSK4 (Pam3)および LPS をマウス頭蓋骨
骨膜下に投与して炎症性骨破壊モデル動物
を作製する。このマウスに Luciferase 
transgenic (LucTg)または EGFP transgenic 
(EGFPTg) ラット由来骨髄細胞を adoptive 
transfer により移入し、細胞の生体内動態に
ついて IVISTM, OV110TMを用いて in vivo 
imagingを行う。 
（２）炎症性骨破壊モデル動物についての生
化学的検討 
 In vivo imaging実験終了直後の動物から、
頭蓋骨、頭部炎症皮膚、脾臓、骨髄を採取す
る。これらの組織から Lysing matrixTMを用
いて total RNAを調製し、real time RT-PCR
により遺伝子発現を調べる。 
（３）炎症性骨破壊モデル動物についての組
織化学的検討 
 In vivo imaging実験終了直後の動物から、
頭蓋骨、脾臓、大腿骨を採取する。凍結切片
作製後、免疫蛍光染色を行い、レーザー共焦

点顕微鏡により標的分子の局在について検
討する。 
４．研究成果 
（１）LucTg ラット由来骨髄細胞を MCSF, 
RANKL 存在下で培養して破骨前駆細胞を調製
した。この細胞を LPS, Pam3CSK4 投与により
炎症性骨破壊を起こした SCID マウスに
adoptive transfer により移入し、細胞の生
体内動態について in vivo imagingを行った
結果、細胞移入後 3日以内に骨破壊部位に Luc
由来の発光を観察することができた（図１）。

これに対して、前駆細胞に分化していない主
としてリンパ球からなる骨髄細胞画分を投
与した場合には、２次リンパ節を中心として
全身的に分布していたことから、破骨細胞前
駆細胞のみが、炎症部位に特異的にリクルー
トされることが示された。 
（２）骨破壊部位における細胞についてさら
に詳細に検討するために、EGFP Tgラット由
来の骨髄細胞を用いて、同様の in vivo 
imagingを行った結果、炎症を惹起したマウ
スでは頭蓋骨に蛍光をもつ多核細胞が分布
することが示された（図２）。 

凍結切片を作製して免疫染色後、レーザー
共焦点顕微鏡により観察した結果、多核で
TRAP活性をもつ EGFP陽性細胞が確認された。
このことから、移入したラット由来前駆細胞
がホストであるマウス体内で成熟破骨細胞
へと分化したことが示された。 
（３）LucTg ラット由来の破骨前駆細胞を移
入したマウスの頭蓋骨サンプルの遺伝子発
現について real-time RT-PCR により解析し
た結果、luciferase, rat GAPDH の発現、さ
らに rat TRAP mRNA 量の増加がみられたこと
から、全身投与した骨髄細胞由来の破骨前駆
細胞が炎症部位まで遊走し、TRAP 活性を有す
る破骨細胞へと分化したことが示された。ま
た、現在開発中の治療薬および Zoledronate
同時投与により当該遺伝子の発現は減弱し



 

 

たことから、治療薬により前駆細胞の炎症部
位へのリクルートが抑制されると考えられ
た。 
（４）LPS および Pam3を投与したマウスの頭
蓋骨の遺伝子発現について real-time RT-PCR
により解析した結果、骨吸収マーカー (TRAP, 
cathepsinK, MMP9) ､炎症性サイトカイン
(TNFalpha, IL1beta, IL6), および (MCP1, 
MIP1alpha) の発現上昇が認められた。また、
それぞれの受容体である TLR4および TLR2欠
損動物では骨破壊が完全に抑制され、上記の
遺伝子発現も全く観察されなかったことか
ら、細菌由来成分はそれぞれの自然免疫反応
を介するメカニズムで骨破壊を起こすこと
が示された。 
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