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研究成果の概要（和文）： 
 破骨細胞への分化・活性化において RANK (Receptor Activator of NF-κB)/RANKL (RANK 
Ligand), OPG (Osteoprotegerin)の系と Macrophage colony stimulating factor (M-CSF)／
c-fms の系は重要なシグナル伝達経路である。カテプシンＥ（CE）の欠損マウスは破骨細胞の

形成において、野生型マウスと比較して有意な破骨細胞数の減少が認められたため、これらの

経路を含めた解析を進めてきた。破骨細胞数の減少と一致して、リアルタイム PCR では、

M-CSF および RANKL の膜表面受容体 c-fms、RANK、シグナル経路の c-fos、破骨細胞特異

的マーカーであるカテプシン K、酒石酸耐性アルカリホスファターゼ、等には発現の減少傾向

にはあるものの、統計学的に有意な差は認められなかった。また、破骨細胞前駆細胞の融合に

関係しているといわれている DC-STAMP と OC-STAMP についても同様の結果であった。そ

こで、包括的に細胞内の mRNA の発現を調べるために、Microarray 解析を行った。すると、

いくつかの因子の上昇あるいは下降が認められたが、その中で、酸化ストレスに関する因子の

上昇が認められた。そこで、RANKL 添加前と添加後の過酸化水素水を測定したところ、CE
欠損マウスにおいて過酸化水素水産生量の上昇が認められた。つまり、CE 欠損マウスは何か

の原因で酸化ストレスを受けている可能性が示唆される結果となった。また、オートファジー

関連分子について解析を行ったところ、p62、 LC3、ユビキチンが、細胞可溶画分から不溶画分

へと移動した。この結果と、破骨細胞数の減少に酸化ストレスが関与している、という結果と

考えあわせると、CE欠損マウスにおける破骨細胞数の減少はオートファジーが亢進し、破骨細

胞のミトコンドリアにダメージが生じ、破骨細胞の形成に抑制が生じたことが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
An axis of RANK (Receptor Activator of NF-kB)/RANKL (RANK Ligand), OPG (Osteoprotegerin) 

and Macrophage colony stimulating factor (M-CSF)／c-fms is one of the most important 

signal pathways in differentiation and activation of osteoclast. In previous study, we 

reported that number of osteoclast significantly decreased in cathepsin E (CE) knockout 

mice. In this time, real time PCR analyses showed that mRNA expression levels of M-CSF, 

c-fms, RANK, c-fos and osteoclast specific marker, cathepsin K and TRAP tended to decrease 

in CE KO mice, although no statistical differences were recognized. Moreover, mRNA of 

fusion-related protein such as DC-STAMP and OC-STAMP also decreased. Therefore, we 

examined mRNA profile with wild (C57BL/6) and CE KO mice using DNA microarray. Then, lots 

of factors related with oxidative stress significantly increased in CE KO mice compared 

with wild type mice. Furthermore, hydrogen peroxide also increased in CE KO mice after 

adding RANKL. Studies of autophagy related molecules such as p62, LC3 and ubiquitin showed 
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that they migrated toward non soluble fraction from soluble fraction. These results 

suggest that CE deficiency causes impairment of autophagy, a degradation system for 

aggregated proteins and damaged organelles, and increase of oxidative stress. Finally, 

number of osteoclast significantly decrease in CE KO mice. 
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１．研究開始当初の背景 

破骨細胞とプロテアーゼとの関連性を示

すものとして、システインプロテアーゼのカ

テプシンＫとメタロプロテアーゼのMMP-9
があげられる。カテプシンＫについては、波

状縁から分泌され、コラーゲンを分解するこ

とが報告され、欠損マウスによる解析も行わ

れた（Saftig et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA; Gowen M., et al., J. Bone Miner. 
Res.）。ヒトにおいてもカテプシンＫの欠損

が骨格系に異常をきたすことが報告されて

いる（Ho N., et al., J. Bone Miner. Res.）ま

た、MMP-9 についても、骨との関連性が報

告されている（Vu T.H., et al., Cell）。その他

のプロテアーゼについては、細胞内でのエン

ドソーム・リソソーム系によるエンドサイト

ーシスにより取り込んだ骨基質の分解に関

与している可能性が示唆されている。我々は

以前から、宿主由来のプロテアーゼとして細

胞内アスパラギン酸プロテアーゼであるカ

テプシンＤとＥについて研究を行ってきた。

すでに、カテプシンＤの欠損マウスに関して

は、ドイツ・ゲッチンゲン大学のP. Saftigら
の供与により入手していたので、これらの欠

損マウスを用いて、破骨細胞の分化における

細胞内プロテアーゼの関与を検討したとこ

ろ、カテプシンＤの影響はほとんど認められ

なかった。おそらく他のプロテアーゼの代償

作用が働いたものと考えられる。カテプシン

Ｅは、破骨細胞におけるその局在関してやや

カテプシンＤと異なり、活性化された破骨細

胞の波状縁にカテプシンＥの強い免疫反応

を示している(Yoshimine et al., Cell Tissue 
Res)。しかしながら、その機能についてはほ

とんど知られていない。そこで、我々はカテ

プシンＥの阻害薬であるペプスタチンＡを

破骨細胞形成時に作用させたところ、ペプス

タチンＡの濃度依存的に破骨細胞形成が抑

制された（Yoshida H., Okamoto K., et al., J. 
Biochem. Okamoto K.: corresponding 
author）。我々は、以前よりカテプシンＥの

欠損マウスの作製を行っており、この酵素が

アレルギー性疾患に関係していることを明

らかとしている（Tsukuba T., Okamoto K., 
et.al., J. Biochem. Tsukuba T., Okamoto K.: 
equally contribute）。また、最近では、この

酵素の欠損マウスがP. gingivalisを含む様々

な細菌の感染に非常に感受性が高いことも

明らかとされ、本酵素の生体内での役割の重

要性が指摘されるようになって来た。 
 

２．研究の目的 
近年、破骨細胞への分化・活性化におい

てM-CSF (macrophage-colony stimulating 
factor)とその受容体である c-fms が、また

RANK (Receptor Activator of 
NF-κB)/RANKL (RANK Ligand)と OPG 
(Osteoprotegerin)がこれらを厳密に制御し

ている機構の一つであることが明らかとさ

れた。そこで、我々は前回までの科学研究費



においてカテプシンＥの欠損マウスの大腿

骨より骨髄細胞を採取し、RANK/RANKL
の系を利用して破骨細胞を作成した。カテプ

シンＥの欠損マウスからの破骨細胞形成に

おいて、野生型と破骨細胞数に差が認められ

ることから、膜表面タンパク質の発現に差が

あるのではないかと考え、タンパク質レベル

で比較したところ、24 時間（破骨細胞前駆

細胞の時期）では c-fms の発現は減少してい

た（図３）。しかしながら、他の膜表面タン

パク質 RANK や細胞内シグナル伝達につい

ては差が認められなかった。これらのことか

ら、カテプシンＥは骨の形成および破骨細胞

への活性化における M-CSFと c-fmsの系が

何らかの働きをしている可能性が示唆され

た。そこで我々は、さらに研究を進め、カテ

プシン E が破骨細胞の形成および活性化を

抑制する作用機序を解明し、骨疾患における

新たな創薬ターゲットを探究したいと考え

ている。 
 
３．研究の方法 
（１） リアルタイム PCR を用いた破骨細胞形成

および活性化因子の発現 

生後５～８週のカテプシンＥの野生型お

よび欠損型マウスの大腿骨から骨髄細胞を

採取し、直径 100mmのプレートに 50ng/ml
のM-CSFを添加した α-MEM/10％FCSで１

日培養後、その上清を回収し、さらに同様の

培養液で３日間培養する。付着した細胞を回

収後、直径 60mmのプレートに 30ng/mlの
M-CSFと 50ng/mlの RANKLを添加した

 α-MEM/10 ％ FCS で 培 養 す る （ 5 ×

105cells/ml）。培養開始より経時的にtotal 
RNAを採取し、これをテンプレートにして

Reverse Transcriptional Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR)を行う。プライマーには

破骨細胞形成および活性化に必要な因子、

c-fms, RANK, NFATc1 などを用い、リアル

タイムＰＣＲで定量的に解析を行う。RANK
に関しては、ゲル電気泳動では差があまり認

められなかったが、破骨細胞膜受容体である

ので、mRNAレベルで変化が認められなくて

もタンパク質の輸送システムに違いがある

可能性があるので、次のフローサイトメトリ

ー（FACS）で膜表面の発現を調べる。 
 
 
 

（２） カテプシン E 欠損における破骨細胞の

Microarray 解析 

破骨細胞は基本的に前駆体細胞から単核

の破骨細胞へ分化する段階と、単核の破骨細

胞が融合して多核の破骨細胞になる２つの

過程に分けられる。当然のことながら、それ

ぞれの過程において発現し機能する分子は

異なるものも多く存在すると思われる。特に、

後半の融合過程においては今だ不明な点が

多い。ここでは、RANKL 添加後１日目から

２日目の単核の破骨細胞で発現してくる遺

伝子と、２日目から３日目の破骨細胞の融合

時期に発現してくる遺伝子を網羅的に解析

する。 
 

（３） Yeast Two Hybrid System を用いた新しい

基質の探究 
ベイトベクターの作製には、CLONTECH

から発売されている MATCHMARKER 
Two-Hybrid System 3 を用いる。この系は、

他の実験（マウス胎児からライブラリーを作

製し、カテプシンＥの基質分子を探究した）

で使用しているので、カテプシンＥ遺伝子は

pGBKT7 vector に挿入し作製済みである。カ

テプシンＥはタンパク質分解酵素であるの

で、基質と結合後すぐに分解する可能性も考

慮して、カテプシンＥの活性中心を変異させ

たプラスミドも同時に作製しているので、両

方用いて解析を行う。ライブラリーに関して

は、マウス胎児からライブラリーを作製した

のと同じ手法を用いて、新たにマウス破骨細

胞からライブラリーを作製する。 
宿主は酵母 AH109 株を用い、酢酸リチウ

ム法により作製されたコンピテント細胞に、

作製したカテプシンＥ遺伝子の挿入された

プラスミドを導入する。次にその酵母を同じ

く酢酸リチウム法によってコンピテント化

し、マウス破骨細胞からのライブラリーを導

入する。これを YPAD/-His/-Leu/-Trp プレー

トにプレーティングし、HIS3 の発現につい

てスクリーニングを行う。さらに、His+コロ

ニ ーを YPAD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-gal
プレートにまき、ADE2 と MEL1 の発現につ

いてスクリーニングを行う。得られたコロニ

ーからプラスミド DNA（これにはカテプシ

ンＥの挿入されたプラスミドと目的の結合

タンパク質の挿入されたプラスミドの２つ

が含まれている）を大腸菌へトランスフォー

メーションし、アンピシリンで選別する（目



的の結合タンパク質の挿入されたプラスミ

ドにはアンピシリン耐性遺伝子が含まれて

いるが、カテプシンＥの挿入されたプラスミ

ドには含まれていない）。 
実際に取れてきた結合タンパク質の遺伝

子の塩基配列を決定し、既知のものであるか

どうかの確認をインターネットを利用し行

う。この情報と（２）の Microarray からの

情報を照らし合わせながら、カテプシンＥの

基質となりうる破骨細胞関連遺伝子を見つ

ける。さらに確認として、カテプシンＥと基

質蛋白質の結合実験を行う。目的の結合タン

パク質の挿入されたプラスミドには myc-tag
が挿入されており、また T7 プロモーターも

あるため、in vitro で転写および翻訳させ、in 
vitro 反応させた後 c-Myc やカテプシンＥ抗

体で免疫共沈降を行う。 
 

４．研究成果 

（１） リアルタイム PCR を用いた破骨細胞形成

および活性化因子の発現 
破骨細胞への分化・活性化において RANK 
(Receptor Activator of NF-κB)/RANKL 
(RANK Ligand), OPG (Osteoprotegerin)の
系と Macrophage colony stimulating factor 
(M-CSF)／c-fms の系は重要なシグナル伝達

経路である。カテプシンＥ（CE）の欠損マウ

スは破骨細胞の形成において、野生型マウス

と比較して有意な破骨細胞数の減少が認め

られたため、これらの経路を含めたの解析を

進めてきた。破骨細胞数の減少と一致して、

リアルタイム PCR では、M-CSF および

RANKL の膜表面受容体 c-fms、RANK、シ

グナル経路の c-fos（図省略）、破骨細胞特異

的マーカーであるカテプシン K、酒石酸耐性

アルカリホスファターゼ、等には発現の減少

傾向にはあるものの、統計学的に有意な差は

認められなかった。また、破骨細胞前駆細胞

の融合に関係しているといわれている

DC-STAMP と OC-STAMP についても同様

の結果であった（図省略）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

（２） カテプシン E 欠損における破骨細胞の

Microarray 解析 
そこで、包括的に細胞内の mRNA の発現を

調べるために、RANKL 添加後 24 時間での

細胞を回収し、mRNA を採取、Microarray
解析を行った。すると、いくつかの因子の上

昇あるいは下降が認められたが、その中で、

酸化ストレスに関する因子（peroxiredoxin1）
の上昇が認められた。そこで、RANKL 添加

前と添加後の過酸化水素水を測定したたと

ころ、CE 欠損マウスにおいて過酸化水素水

産生量の上昇が認められた。つまり、CE 欠

損マウスは何かの原因で酸化ストレスを受

けている可能性が示唆される結果となった。 

 

（３） オートファジー関連分子の探究 
我々は最近、CE欠損マウスからの腹腔マクロ

ファージでオートファジーが亢進している

結果を得ており、オートファジー関連分子の

p62や LC3-I, -IIの発現が細胞の不溶画分で

上昇していることなどを明らかとしてきた。

そこで、これらをもとに破骨細胞におけるオ

ートファジー関連分子の挙動について解析

を行った。腹腔マクロファージと同様に、破

骨細胞前駆細胞においても、可溶画分におけ

る p62 の発現の減少を認めた。LC3 について

も LC3-Iと LC3-IIの発現が減少し LC3-IIの

比率が上昇している可能性が示唆された。ま

た、細胞質におけるタンパク質の分解系であ

るユビキチンの発現の減少も認められた。す

なわち、オートファジー関連分子が、可溶画

分から不溶画分へと移動したものと考えら

れる。 
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この結果と、破骨細胞数の減少に酸化ストレ

スが関与している、という結果と考えあわせ

ると、CE欠損マウスにおける破骨細胞数の減

少はオートファジーが亢進し、破骨細胞のミ

トコンドリアにダメージが生じ、破骨細胞の

形成に抑制が生じたことが示唆された。 

 

（４） Yeast Two Hybrid System を用いた新しい

基質の探究 
酵母の Yeast Two Hybrid System を用いて、

新たな基質の探索も同時に試みた。手始めに、

すでに作製してあった胎児のマウスからラ

イブラリーを作製し、これと成熟型 CE や活

性中心に変異を入れたベイトとの結合を調

べた。CEと結合するいくつかの分子が見つか

り、塩基配列を決定することで、既知か未知

の分子であるか明らかにされた。しかしなが

ら、破骨細胞でのみ発現しているような分子

は認められなかった。また、先に明らかとさ

れた酸化ストレスに関する分子は、この

Yeast Two Hybrid System では見つからなか

った。 
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