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研究成果の概要（和文）：破骨細胞およびその前駆細胞に発現する N 型糖鎖およびスフィンゴ

糖脂質の発現プロファイルを明らかにした．分化に伴って発現が増加する 6 種類の N 型シアリ

ル糖鎖を同定したが，その生理的機能を明らかにすることはできなかった．代表的なスフィン

ゴ糖脂質であるガングリオシドについては，過去に報告のある GM3 の発現はほとんどなく，

GD1 が主体であった．ガングリオシド生合成酵素を欠損する 3 種類のマウスの細胞を解析した

結果，GD1 ガングリオシドが破骨前駆細胞の増殖を負に制御することがわかった． 
 
研究成果の概要（英文）：We established expression profiles of N-linked glycans and 
glycosphingolipids during osteoclastogenesis. Among glycosphingolipids expressed on 
osteoclasts and these precursor cells, we identified GD1/ganglioside as a negative regulator 
of proliferation of osteoclast precursor cells.  
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１．研究開始当初の背景 
 
生体内における蛋白や脂質の大部分は何

らかの“翻訳後修飾” を受けているが，こ
のうち糖鎖修飾は、もっとも一般的な翻訳後
修飾のひとつである．糖鎖は，蛋白や脂質分
子の立体構造維持や機能発現、それ自身のリ
ガンドとしての作用により、さまざまな生命
現象に関与することがわかってきたが、骨代
謝制御機構における機能についてはまだほ

とんどわかっていない。 
 
これまでの研究によって，破骨細胞におけ

る高マンノース型糖鎖とマンノースレセプ
タ ー の 相 互 作 用 （ Morishima et al. J 
Endocrinol 2003）や細胞膜ガングリオシド
の RANK signal 伝達調節（Iwamoto et al. J 
Biol Chem 2001, Ha et al. J Biol 
Chem2003）、そしてわれわれが明らかにした
シアリル糖鎖と細胞融合の関連（Takahata 
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et al. Bone 2007）などがわずかに報告されて
いるが、糖鎖の詳細な構造や作用メカニズム
は未解明のままである。 
これは、糖鎖の構造的多様性や複雑な生合
成・分解経路、修飾分子の同定の困難さなど
に起因すると考えられる。しかし、近年、生
化学的な糖鎖解析技術が目覚しい進歩を遂
げるとともに、糖鎖修飾を制御する糖転移酵
素遺伝子が多数発見、クローニングされたこ
とにより、糖鎖生物学的研究は新たな局面を
迎えている。このような最新の糖鎖機能解析
技術を用いて、糖鎖を介した骨代謝制御機構
が明らかになれば、あらたな病態解明や、診
断技術、治療法の開発が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
グライコミクスや糖転移酵素遺伝子組み

換えなど最新の糖鎖生物学的研究手法を用
いて、骨吸収を担う破骨細胞の分化、活性化
機構に関与する糖鎖や糖鎖修飾の意義を明
らかにし、骨代謝性疾患や骨破壊性疾患の病
態解明や診断、治療への礎とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)破骨細胞および前駆細胞に発現する糖鎖
の網羅的解析:マウス骨髄由来マクロファー
ジや RAW264.7 マウスマクロファージ細胞株
から M-CSF, RANKL を用いて破骨細胞を誘導
し，各分化段階の細胞を解析に用いた．
「Glycoblotting 法」をもとにしたハイスル
ープットグライコーム解析技術を用いて、上
記細胞に含まれる N型糖鎖の網羅的解析を行
った。糖鎖の構造解析には MALDI-TOFMS と
LC-ESI/SSI-TOFMS を用いた．また，スフィン
ゴ糖脂質の発現についても質量分析装置を
用いて半定量的に評価した． 
 
(2) 破骨細胞分化における脂質ラフトの機
能解析：糖脂質からなるラフトの機能に着目
し，Methyl beta Cyclodextrin (MßCD)によ
る脂質ラフト形成阻害による破骨細胞分化，
活性化への影響を調査した．MßCD による脂質
ラフトの破壊は GM1 と結合するコレラトキシ
ンを用いた． 
 
(3) ガングリオシド欠損マウスの骨表現型
解析：代表的なスフィンゴ糖脂質であるガン
グリオシドの破骨細胞分化，活性化における
機能を調査するために，GM3 合成酵素，GD3
合成酵素，GalNacT 遺伝子を全身性に欠損す
る 3種類のマウスについて骨表現形の解析と
それらの動物由来の破骨前駆細胞の増殖，分
化能を調査した． 
 
 

４．研究成果 
 
(1) 破骨細胞および前駆細胞に発現する糖
鎖の網羅的解析: N 結合型糖鎖については，
高マンノース型糖鎖と 14 種類のシアリル糖
鎖の推定構造を決定した。 
同定された高マンノース型糖鎖は、破骨細胞
分化に関与することがすでに報告されてい
ること、これまでの研究においてシアリル糖
鎖が破骨細胞分化において重要な役割を果
たしていることが示唆されていることから、
シアリル糖鎖についてさらに詳細な検討を
行った。RANKL 刺激により、シアリル糖鎖の
うち 6 種類が増加、3 種類が新たに発現、1
種類が消失することがわかった。シアル酸転
移酵素群のうち N結合型糖鎖にシアル酸を付
加する ST6Gal1, ST3Gal3, ST3GalIV 遺伝子
発現が、RANKL 刺激により上昇する事実とも
ほぼ合致する現象と考えられ、消失した糖鎖
は、なんらかのタンパクの分解消失などを反
映するものと推測された。 
新たに出現したシアリル糖鎖については、今
後、骨吸収マーカーとして利用できる可能性
がある。つぎにシアリル糖鎖が付加するタン
パクを明らかにするためにシアリル糖鎖認
識タンパク（レクチン）を用いてシアリル糖
鎖付加タンパクの同定を試みた。細胞から可
溶化させたタンパクをレクチン沈降にて回
収し、2 次元電気泳動にて分離した。質量分
析装置を用いて数種類のタンパクを同定し
たが、破骨細胞分化や機能に関連するものは
同定できなかった。 
 シアル酸を含むスフィンゴ糖脂質である
ガングリオシドについては，破骨細胞および
前駆細胞において過去に報告のある GM3 の発
現はほとんど観察されず，GD1 が主体と考え
られた． 
 
(2)ラフト形成阻害による破骨前駆細胞の増
殖，分化，活性化への影響:破骨細胞分化に
おいて，さまざまな受容体タンパクやアダプ
ター分子が脂質ラフトへ集積することが報
告 さ れ て い る こ と か ら ， Methyl beta 
Cyclodextrin (MßCD)による脂質ラフト形成
阻害の影響を調査したところ，破骨細胞への
分化能に変化は生じなかったが，前駆細胞の
増殖が亢進した． 
このことから脂質ラフトは破骨前駆細胞の
増殖を負に制御している可能性が示唆され
た． 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
図 1．脂質ラフト阻害による破骨前駆細胞の
増殖性．骨髄マクロファージ（BMM, 破骨前
駆細胞）の増殖能を BrdU assay にて調査し
た．MßCD を 2.5mM 以上で投与すると増殖性が
低下したが，これは細胞毒性による細胞死の
ためであった．細胞の生存に影響を与えない
1mM までの濃度で投与した場合，細胞の増殖
性は有意に亢進した． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. MßCD による脂質ラフトの阻害を GM1 を
認識結合する Cholera tosxin で可視化した． 
 
 
(3) ガングリオシド欠損マウスを用いた骨
表現型解析:GM3 合成酵素，GD3 合成酵素，
GalNacT 遺伝子欠損マウスについては，骨形
態学的には明らかな変化はなかった．しかし，
骨髄マクロファージを用いた in vitro 培養
細胞実験では，GM3 合成酵素遺伝子欠損マウ
スの細胞のみ破骨細胞分化が抑制された． 
一方，破骨前駆細胞の増殖能は，GM3 合成酵
素遺伝子欠損マウスの細胞では亢進したの
に対し，GD3 合成酵素，GalNacT 遺伝子欠損
マウスの細胞では抑制された．GM3 合成酵素
遺伝子欠損マウスでは破骨前駆細胞および
破骨細胞で発現する GD1が欠損していること
から，GD1 分子が破骨前駆細胞の増殖を負に
制御し，増殖から分化へのスイッチさせる機
構に関与する可能性が示唆された． 
 
 

 

 
図 2．ガングリオシド発現パターンの変化に
より破骨前駆細胞の増殖性が変化する．ガン
グリオシド生合成に関わる 4種類の酵素遺伝
子を欠損するマウスから採取した骨髄マク
ロファージ（破骨前駆細胞）を M-CSF 存在下
に培養した際の細胞増殖能を WST-8 assay で
評価した． GM3 ガングリオシド生合成酵素を
欠損した細胞では増殖性が亢進したのに対
し，その下流の GD3 合成酵素, GalNacT を欠
く細胞では，増殖性が低下した． 
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