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研究成果の概要（和文）：ヒト末梢血単核細胞を用いた成熟破骨細胞形成系で day3-6 に

calpastatin が分解され、calpain 活性が上昇した。われわれのヒト成熟破骨細胞形成系では、

calpain1 と calpain2 に蛋白発現の変化はみられなかった。cell permeable calpastatin はヒト

破骨細胞の形成と骨吸収能を抑制した。TNFα（100ng/ml）刺激 15 分後にヒト破骨細胞内

calpain 活性は上昇した。 

 
研究成果の概要（英文）： In osteoclastgenesis system using human peripheral-blood 

mononuclear cells, we found that calpastatin was cut off and calpain revitalization  was 

elevated from 3 day to 6 day.  The protein level changes of calpain 1 and calpain 2 were not 

detected in our osteoclastgenesis system.  Cell permeable calpastatin down-regulated the 

osteoclastgenesis and the bone absorptivity of human osteoclast.  After 15 minutes TNFα 

(100ng/ml) stimulation, calpain revitalization elevated in human osteoclast. 
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１．研究開始当初の背景 

RA はリウマトイド因子（RF）や抗 CCP 抗
体の存在から自己免疫疾患のひとつと考え
られているが、RF は疾患特異性が低く、抗
CCP 抗体も病因・病態との関連がいまだ不明
である。 

申請者は RA 患者血清中に RA 特異的と思わ
れる数種類の新しい自己抗体の存在を明ら

かにし（リウマチ 1994、Jpn J Rheumatol 

1996)、それらの対応自己抗原をコードする
cDNA のクローニングにより、カルシウム依
存性中性プロテアーゼ（カルパイン(CP)）の
特異的内在性阻害蛋白であるカルパスタチ
ン(CPS)が自己抗原であることを突き止め、
CPS への自己抗体の結合が CPS の CP 阻害
活性を抑制し、CP のプロテアーゼ活性を亢
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進させることによって RA の発症に関与する
可能性を示した(Proc Natl Acad Sci USA 

1995、Modern Rheumatology 2000)。 

さらに、申請者らは RA 特異的自己抗体の対
応抗原をコードする cDNA のクローニング
を行い、癌遺伝子 c-mycの調節因子である far 

up-stream element binding protein (FBP)

を獲得し、RA 患者の約 20％に抗 FBP 抗体
が検出されることを示した(慶応医学 2004)。 

 

２．研究の目的 

ヒト末梢血単核細胞の lineage を統一させ、
破骨細胞を単離形成する実験系を確立し、RA

自己抗原と破骨細胞機能との関連を解明す
ることを目的とした。 

申請者の、抗 CPS 抗体、抗 FBP 抗体は世界
ではじめての報告であり RA に特異性が高い
ことより、RA における破骨細胞の病態解明、
さらに抗リウマチ薬・生物学的製剤の破骨細
胞への薬理作用を考えるうえで、有用な成果
があがると考えた。 

 

３．研究の方法 

ヒト破骨細胞におけるカルパイン･カルパス
タチン系(CP･CPS系)及び c-Mycの分析 
 
1) Ficoll-Paqueを用いて健常人協力者より
PBMCを回収し、MACS（Magnetic Cell Sorting  
and Separating of Biomolecules，Miltenvi 
Biotec 社）と抗ヒト CD14 モノクローナル抗
体を用いて CD14(+)細胞を分離、10%FBS・
M-CSF（25ng/ml）入りαMEM に浮遊させ、200
万-1000万個ずつ、21.3cm2 dish で培養を行
う． 
2) 3日後、PBS で dish を 2 回洗浄、
rypsin-EDTA 処理の後、dish 付着細胞を回収
し、再度 10%FBS・M-CSF(25ng/ml)入りαMEM
に浮遊させ、100万個/well ずつ 9.6cm2 dish 
(6 well dish)で培養を行う。この際、ODFの
濃度を変えて添加し（5-100ng/ml の範囲）、
破骨細胞への分化を確認する。 
3) 上記のヒト破骨細胞形成系を用いて、破
骨細胞への分化段階での、CP・CPS系および
c-Myc、FBPの発現を、RT-PCR ならびに免疫
組織学的手法（取得しうる抗体を用いた免疫
染色、ならびに、ssDNA を合成して in situ 
hybridization を行う）にて確認する。 
4) 培養液中に CP、CPS、カルパイン阻害物質
（Calpeptin、E-64-d、E-64-cなど）を添加
し、c-Myc･FBPについては遺伝子を破骨細胞
に強制発現させることで、ヒト破骨細胞形成
に対する RA 特異自己抗原の影響を
RAP(Tartrate-resistant Acid Phosphatase)
染色、RANK (receptor activator of 
NFkappaB)、osteoprotegerin、Cathepsin K
の発現について定量 RT-PCR で確認する。 
また、破骨細胞の骨形成において重要とされ

る細胞内シグナルの、STAT6、JNK、NFκBな
どについても RT-PCRや免疫ブロットで発現
量を検討する。 
 
5) さらに上記ヒト破骨細胞形成系で得られ
る多核の成熟破骨細胞を用いて、破骨細胞の
骨吸収活性に対する CP・CPS系および c-Myc、
FBPの関与を、破骨細胞活性アッセイ用基質
プレート（コスモ・バイオ）を使用し検討す
る。培養液中に CP、CPS、カルパイン阻害物
質を添加し、c-Myc･FBPについては遺伝子を
強制発現させることで、骨吸収活性に対する
影響を検討する。 
また、骨吸収において重要な Cathepsin Kの
発現を免疫ブロットや ELISA にて確認する。 
 
４．研究成果 
ヒト末梢血単核細胞(PBMC)を用いた破骨細
胞形成系の確立および成熟破骨細胞形成系
におけるカルパイン・カルパスタチン系の役
割の解明 
 
1)健常人協力者より PBMC を回収し、マグネ
ットビーズと抗ヒト CD14 モノクローナル抗
体を用いて CD14(＋)細胞を分離し、10%FBS・
M-CSF(25ng/ml)・ODF (20ng/ml) 入りαMEM
で培養し、12 日目、15 日目に多核巨細胞を
回収した。 
 
2) 回 収 し た 多 核 巨 細 胞 に つ い て
TRAP(Tartrate-resista Acid Phosphatase) 
染色陽性であることを確認。また、成熟破骨
細胞の機能を有するか否かを確認するため、
dentin slice を用いて pit formation を確
認した。TRAP染色、RANK (receptor activator 
of NFkappaB)、osteoprotegerin、Cathepsin 
K の発現について定量 RT-PCR で確認した。 
 
3) 上記、ヒト PBMC からの成熟破骨細胞形
成系において、カルパイン・カルパスタチン
系の蛋白発現を詳細に調べたところ、
calpain1と calpain2 に蛋白発現の変化はみ
られなかったが、calpastatin は day3-6 に
かけて全長蛋白が分解されることが確認さ
れた。また、成熟破骨細胞における calpain
活性は RANKL濃度依存性に増加することが確
認された。しかし、カルパインの mRNA 量は
破骨細胞成熟過程で変化が確認されなかっ
た。 
 
4)  cell permeable calpastatin を用いた実
験で、破骨細胞の形成ならびに吸収能が抑制
されることが確認された。 
 
5)  破骨細胞分化過程において TNFα
（100ng/ml）刺激を行うことで、15分後に細
胞内 calpain活性が上昇することが示された。 
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