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研究成果の概要（和文）：Toll 様受容体リガンドの破骨細胞誘導能について検討した。TLR2
リガンドの単独刺激で破骨細胞は分化するが、TLR4 リガンドの単独刺激では分化が起こらな
い。TLR4 下流に存在する TRIF/TRAM 経路から産生される IFN-βが分化の抑制因子として
作用している可能性がある。今回 TRIF/TRAM経路を遮断する実験を行ったが、破骨細胞誘導
に変化は認められなかった。TLR4を介した破骨細胞分化では、IFN-β以外の抑制要因の存在
が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Several Toll-like receptor (TLR) ligands including LPS are enhancer 
for pathological osteoclast formation. TLR2 ligand can induce osteoclast formation without 
any other osteoclastogenic factor. By contrast, TLR4 ligand is insufficient to induce 
osteoclast formation by itself. TLR4 signaling is composed of two pathways: 
MyD88-dependent pathway and TRIF/TRAM pathway associated with the introduction of 
IFN-inducible genes. Since it is considered that IFN-β which is generated by activation of 
TLR4 suppresses differentiation of osteoclast, we attempted to block the TRIF/TRAM 
pathway with various methods. However, ostoclastogenesis was not induced by TLR4 
ligand stimulation. These results indicate the possibility that another unknown element is 
implicated in TLR4-dependent osteoclatstogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年の破骨細胞研究は急速な進展をみせ、
骨・関節疾患の病態理解、予防・治療法の開
発に重要な情報を提供してきた。しかしなが
ら、病的な骨破壊はその病態により様々な様
相を呈し、未だ知られざる機序が存在する。
通常、破骨細胞は骨芽細胞が産生する破骨細
胞誘導因子(RANKL)の刺激を受け、成熟破骨
細胞へと分化し骨吸収能を発現する。しかし
病的環境下では、内因性の TNF-αや外因性の
細菌由来成分によっても破骨細胞誘導が起
こる。	
 
	
 破骨細胞誘導作用を持つ細菌由来成分の
一つである LPS は、歯槽骨の破壊をもたらす
ことや、関節炎モデルマウスに注入すること
で重篤な炎症を引き起こさせることができ
る非常に強力な骨破壊因子である。LPS は免
疫反応に重要なToll様受容体4(TLR4)のリガ
ンドとして同定されており、破骨細胞誘導も
TLR4 のシグナル系を介した作用と考えられ
る。しかしながら、TLR4 を発現するマクロフ
ァージや未成熟な破骨細胞前駆細胞に対し
て、LPS は直接的な誘導活性を示さず、RANKL
の存在下で初めて分化誘導活性を示すとい
う特徴をもつことがわかった。	
 
	
 一方、我々の研究結果から、TLR2 のリガン
ドとして用いられる Pam3CSK4(Pam3)の場合、
RANKL 非存在下でも破骨細胞前駆細胞（マク
ロファージ）から成熟破骨細胞への分化誘導
能を示すことが明らかとなった。両シグナル
経路はリガンドの特異性が異なることを除
いては、ほぼ同じ細胞内因子を介した伝達経
路であり、破骨細胞誘導に関する両者の違い
に関する研究は未だ十分理解されていない。	
 
 
 
２．研究の目的 
	
 異なる Toll 様受容体を介した破骨細胞誘
導機序の違いを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 破骨細胞分化誘導	
 
マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 また
はマウス骨髄由来マクロファージ(BMM)を用
いた。細胞を至適濃度以下の RANKL で刺激ま
たは未刺激後、TLR リガンドを添加した。分
化誘導された破骨細胞は酒石酸耐性酸ホス
ファターゼ(TRAP)染色により検出した。	
 
	
 
(2)	
 産生サイトカインの検討	
 
TLR リガンド刺激により産生されたサイトカ
イン(IL-1β,IL-6,TNF-α)は、ELISA 法を用
いて測定した。	
 
	
 
(3)	
 ノックダウン細胞の作製	
 
RAW264.7 細胞に IRF-3,IRF-7 および Ticam2

に対する siRNA を導入し、ノックダウン細胞
を作製した。	
 
	
 
(4)	
 破骨細胞分化に関与する遺伝子発現	
 
細胞から RNA を抽出し、破骨細胞の分化マー
カー遺伝子の発現を、RT－PCR 法を用い確認し
た。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 TLR リガンドによる破骨細胞の分化誘導	
 
	
 TLR4 と TLR2 を介した破骨細胞分化誘導お
よびサイトカイン産生について検討を行っ
た。	
 
	
 破骨細胞分化誘導には、RAW264.7 細胞また
はBMMを用いた。細胞を至適濃度以下のRANKL
で刺激後、LPS または Pam3 を添加するといず
れも TRAP 陽性多核細胞が多数誘導された。
次に、LPS または Pam3 のみを細胞に添加した
ところ、TRAP 陽性多核細胞は Pam3 刺激のみ
で誘導された。この誘導は、BMM よりも
RAW264.7 細胞でより顕著であった。一方、LPS
刺激のみでは TRAP 陽性多核細胞の形成が見
られなかった。	
 
	
 	
 

	
 	
 
	
 
	
 これらの分化誘導系で産生されたサイト
カイン（IL-1β,IL-6,TNF-α）について ELISA
法を用いて測定した。RANKL のみで刺激した
場合と比較した結果、至適濃度以下の RANKL
刺激後に LPS 刺激または LPS 単独で刺激した
細胞は、いずれのサイトカインも著しく高値
であった。一方 Pam3 は、単独刺激ではいず
れのサイトカインも LPS と同様に高値を示し
たが、RANKL で前処理した場合は RANKL の単
独刺激の場合と同程度の低い産生量であっ
た。	
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図：!"345678細胞による破骨細胞誘導



	
 
(2)	
 TRIF/TRAM 経路の関与	
 
	
 TLR を介した破骨細胞形成は、受容体下流
に存在する MyD88 から TRAF6 を介するシグナ
ル伝達経路が活性化され、分化が誘導される
と考えられている。両リガンドは、認識する
受容体が異なるだけで、細胞内のシグナル伝
達経路は同様である。しかしながら、TLR4 に
は MyD88 を経由する経路の他に、TRIF/TRAM
経路と呼ばれるものが存在する。この経路が
活性化されることにより、いくつかのインタ
ーフェロン(IFN)やケモカインが産生される
ことが明らかとなっている。中でも IFN-βは、
破骨細胞誘導に対し抑制的に働くことが知
られており、LPS 単独で破骨細胞前駆細胞を
刺激した場合は、IFN-βが産生されることで
破骨細胞誘導が抑制されていると考えられ
た。	
 
	
 そこで、TRIF/TRAM 経路を遮断することで、
破骨細胞誘導に変化が見られるかどうか検
討した。	
 
	
 RAW264.7 細胞を用い、細胞内アダプター因
子である TRAM(Ticam2)、または IFN 産生に関
与する転写因子 IRF-3、IRF-7 を標的とした
ノックダウン細胞を作製した。各細胞を至適
濃度以下の RANKL で刺激した後、LPS または
Pam3 を添加すると、いずれも TRAP 陽性の破
骨細胞様細胞が誘導された。Ticam2 のノック
ダウン細胞においては、同条件で破骨細胞分
化を誘導した場合、他の細胞に比べ破骨細胞
誘導の亢進が認められた。次に、IRF-3 と
IRF-7 の両方をノックダウンした細胞で検討
したが、単独でノックダウンした場合と比較
し、とくに変化は認められなかった。このこ
とから、TLR4 を介した破骨細胞誘導の抑制作
用には、シグナル経路上流に位置する TRAM

の関与が強いことが示唆された。	
 
	
 各 siRNA によるノックダウン細胞を LPS ま
たは Pam3 のみで刺激した場合、Pam3 では単
核の TRAP 陽性破骨細胞様細胞が誘導された
が、LPS では変化が認められなかった。	
 
	
 そこで、TLR リガンドのみで刺激した細胞
について、破骨細胞分化に関与するマーカー
遺伝子の発現を調べた。その結果、破骨細胞
分化に必須の転写因子である c-fos は、いず
れの刺激によっても発現上昇していること
が分かった。しかし、LPS 刺激による IFN-β
の発現は、コントロール群に比べ低下したが、
ノックダウン細胞でも確認された。またこの
細胞では、TRAP の顕著な発現変化は認められ
なかった。	
 

	
 
	
 次に、TRIF 阻害剤を用い、TRIF/TRAM 経路
の阻害を試みた。破骨細胞分化誘導実験にお
いて細胞を TLR リガンドのみで刺激した場合、
各ノックダウン細胞と同様に、LPS では TRAP
陽性細胞が認められなかった。TLR リガンド
または RANKL で刺激した細胞について、破骨
細胞分化マーカー遺伝子の発現を調べた結
果、LPS は Pam3 刺激と同じく c-fos の発現亢
進が確認できたが、TRAP については明らかな
発現上昇が確認できなかった。また IFN-βは、
LPS 刺激によりわずかながら発現が亢進して
いることが確認された。	
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図：破骨細胞分化誘導に/
　　 より産生されたサイト/
　　 カイン

!"#$%&

'()"!"

*+,-"

.,-/0

!""""#""""$"""""%"""""&""""!""""#"""""$"""""%""""&

'()*+(, -./0$"1)('12(3)

図：45.リガンド刺激による破骨細胞"
　　分化関連遺伝子の発現"

,6)7!8"9":"
,6)7#8"5;<刺激"#":=""""",6)7$8"5;<刺激">":"
,6)7$8";?@$刺激"#":=",6)7&8";?@$刺激">":

!""""#""""$"""#%""""#""""$"""#%""""#""""$"""#%""&'("

)*+,- -./

図：破骨細胞分化関連遺伝子の発現"

.012

!"#$%&

'()"!"

*+,-"

.,-/0



	
 TRIF/TRAM 経路の阻害においても、LPS 刺
激で著しい破骨細胞分化誘導効果は確認で
きなかった。しかしながら、LPS の刺激によ
り c-fos 遺伝子の発現が上昇することから、
LPS 刺激のみでも破骨細胞分化へ方向付ける
刺激が与えられていると考えられる。TLR4 と
TLR2 を経由した破骨細胞分化の違いは、これ
までの報告から、TRIF/TRAM 経路から誘導さ
れる IFN-βの影響が強いと考えていたが、今
回の研究では破骨細胞分化を途中で遮断す
る他の要因が存在することを示唆している。	
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