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研究成果の概要（和文）：破骨細胞前駆細胞はRANKLの受容体RANKを発現する。我々は、GST-RANKLを活用し、生
体内における破骨細胞前駆細胞を同定することを目的とした。本研究では、以下のことを見出だした。 (1)骨髄
および血中のRANK陽性細胞は、マクロファージ系およびB細胞として検出された。(2) 骨髄中は
B220-RANK-CSF-1R+細胞画分、血中ではB220-RANK+CSF-1R+細胞画分に、より多くの破骨細胞分化能が認められ
た。 (3) Nes-GFP陽性LepR-creER-Tom陽性の骨髄間葉系細胞画分中で見出されたクラスターの中に、RANKLおよ
びM-CSFの発現が高いクラスターを見出した。

研究成果の概要（英文）：The in vivo dynamics of osteoclast precursors are not well understood. 
Osteoclast precursors express receptor of RANKL (RANK). We tried to identify osteoclast precursors 
in vivo using GST-RANKL. The following findings were revealed in our study. (1) RANK-positive cells 
in bone marrow and bloodstream were detected as macrophage lineages and B cells. (2) Osteoclast 
differentiation was more detected in B220-RANK-CSF-1R+ cells in the bone marrow, and B220-RANK+
CSF-1R+ cells in the bloodstream. (3) The clusters found in the Nes-GFP-positive 
LepR-creER-Tom-positive bone marrow mesenchymal stromal cells included clusters expressing RANKL and
 M-CSF at high levels.

研究分野：骨代謝
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
破骨細胞前駆細胞の生体内における動態は良くわかっていない。本研究は、破骨前駆細胞の同定を目的としたも
のであり、破骨細胞前駆細胞の維持および分化調節を基盤とした骨代謝調節機構の解明に繋がることが期待でき
る。また、破骨細胞は、造血幹細胞からマクロファージ系の細胞を経由して分化するが、その生体における分化
機序は不明である。したがって、本研究の推進は、血液学および免疫学分野にも有用な知見をもたらす可能性を
包含する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨は吸収と形成を繰り返し、その質と量を正常に保つ。この過程を担う破骨細胞の寿命は短く、
僅か２週間であることが報告されている。したがって、前駆細胞による絶え間ない成熟破骨細胞
の供給が、正常な骨の維持に大いに寄与する。以上より、生体における破骨細胞前駆細胞の動態
の解明は、骨代謝研究における重要な課題の一つと考えられるが、その理解は進んでいない。そ
の理由は、破骨細胞前駆細胞を検出する特異的なマーカーの同定に未だ成功していないことが
挙げられる。過去に我々は、破骨細胞の性状を基に解析を進めた結果、生体の破骨細胞前駆細胞
は増殖能が低いことを明らかにした (J  Cell Biol, 2009; J  Bone Miner Res, 2011)。しかし、生体内
の増殖活性が低い細胞画分はヘテロであったため、細胞周期のみを指標にした破骨細胞前駆細
胞の特定は困難であり、破骨細胞前駆細胞を同定するための新たな手法が必要であった。 
 
２．研究の目的 
破骨細胞前駆細胞は、破骨細胞分化誘導因子 RANKL(receptor activator of nuclear factor 
kappa B ligand)の受容体 RANK を発現する。本申請研究では、biotin 標識した GST-RANKL を活
用し、破骨細胞前駆細胞に発現する RANK を検出する実験系を構築し、生体内における破骨細胞
前駆細胞を同定することを目的とした。また、破骨細胞分化を支持する間葉系細胞画分を同定す
ることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)RANK 抗体を用いた RANK 陽性細胞のフローサイトメーターによる検出 
8 週齢の C57BL/6 マウスの骨髄細胞を用いて、抗 RANK 抗体を用いた RANK 陽性細胞の検出系の
確立を検討した。Biotin 標識抗 RANK 抗体（R12-31:BioLegend)を 1 次抗体として用いた。1次抗
体の添加量を、0.01 ug、0.1 ug、1 ug、10 ug とした。その後、APC(allophycocyanin)標識
Streptavidin を反応させ、フローサイトメーターを用いて RANK 陽性細胞を検出した。一方、ネ
ガティブコントロールとして、Biotin 標識 rat IgG2a kappa （BD Bioscience）を用いた。ま
た、B細胞における RANK 発現を確認するために、PE(phycoerythrin)/Cyanin7(Cy7)標識 B220 抗
体（RA3-6B2:BioLegend)を用いた。 
(2)GST-RANKL を用いた RANK 陽性細胞のフローサイトメーターによる検出 
(1)と同様の骨髄細胞を用いて、GST-RANKL を用いた RANK 陽性細胞の検出系の確立を検討し
た。Biotin標識GST-ヒトRANKL（GST-RANKL）(オリエンタル酵母)で処理し、APC標識Streptavidin
を反応させた後にフローサイトメーターを用いて RANK 陽性細胞を検出した。Biotin 標識 GST-
RANKL の添加量は、0.1 ug、1 ug とした。一方、ネガティブコントロールとして、Biotin 標識
GST（オリエンタル酵母）を用いた。(1)と同様に、B細胞における RANK 発現を確認するために、
PE/Cy7 標識 B220 抗体を用いた。さらに、Biotin 標識 GST-RANKL により検出した RANK 陽性およ
び陰性細胞をセルソーターを用いて回収し、それぞれの画分における RANK 遺伝子の発現量をリ
アルタイム PCR にて解析した。また、RANKL のもう一つの受容体として報告されている、Lgr4 
(leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4)遺伝子(Nat Med 22:539, 
2016)の発現も解析した。 
(3)GST-RANKL 及び抗 B220 抗体を用いてゲーティングされる RANK 陽性細胞画分の性状解析 
(2)において、GST-RANKL および抗 B220 抗体を用いてゲーティングを行った細胞画分の性状を
B細胞マーカー抗体(PE 標識抗 CD19 抗体(6D5:MiltenyiBiotec))及びマクロファージマーカー抗
体（FITC 標識抗 F4/80 抗体(BM8:BioLegend)を用いて解析した。また、上記のマクロファージ画
分については、破骨細胞分化誘導の必須因子である CSF-1(colony-stimulating factor-1)の受
容体（CSF-1R）の発現を、PE 標識抗 CSF-1R 抗体(AFS98: Thermo Fisher Scientific))を用いて
解析した。 
(4) GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて分取した RANK 陽性細胞画分の破骨細
胞分化誘導実験 
(3)において、GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて得られたマクロファージ画
分をセルソーターを用いて分取した後に、CSF-1(10 ng/ml: R＆D)および GST-RANKL(200 ng/ml: 
オリエンタル酵母)を用いた in vitro 培養系により、破骨細胞分化を誘導した。破骨細胞の検出
は、TRAP(tartrate-resistant acid phosphate)染色により行った。 
(5) GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて分取したマウス血中由来 RANK 陽性細
胞画分の破骨細胞分化誘導実験 
4-23 週齢 C57BL/6 マウスの血液を麻酔下で心臓より採取した。溶血処理後に、骨髄細胞と同
様に GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて得られたマクロファージ画分をセルソ
ーターを用いて分取した後に、CSF-1 および GST-RANKL 添加により破骨細胞分化を誘導し、TRAP
染色にて破骨細胞の分化を解析した。 
(6)シングルセル解析による破骨細胞分化を担う骨髄間葉系細胞の解析 
生体内において、破骨細胞前駆細胞の分化を誘導する骨髄間葉系細胞画分を明らかにするた



めに、1細胞レベルの遺伝子解析を行った。2週齢のネスチン(Nes)-GFP；レプチン受容体（LepR）
-creER; flox-tdTomato-flox(Floxed-Tom)マウスに 4-OH タモキシフェン(100 mg/kg)を 3 日間
投与し、48 時間後に骨髄細胞を回収した。骨髄細胞を血管内皮細胞及び血球系細胞に対する
Biotin 標識抗体(抗 CD31 抗体、抗 CD144 抗体、抗 CD45 抗体、抗 Ter119 抗体（BioLegend）)で
処理した後に、APC 標識 Streptavidin と反応させ、APC 陰性(間葉系細胞)GFP 陽性 Tom 陽性細胞
画分をセルソーターを用いて回収した。その後、10x genomics によるシングル解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)RANK 抗体を用いた RANK 陽性細胞のフローサイトメーターによる検出 
抗 RANK 抗体および抗 B220 抗体を用いて、マウス骨髄細胞の FACS 解析を行った。骨髄細胞は、
B220 陽性および陰性画分に分かれた。抗 RANK 抗体(0.01 ug)の添加により、RANK 陽性細胞が、
B220陽性及び陰性画分のそれぞれに0.01%及び0.012%程度認められた。RANK陽性細胞の割合は、
抗 RANK 抗体の添加量の増加に伴い上昇したが、添加量 1 ug でも、B220 陽性及び陰性画分のそ
れぞれに検出される割合は 0.028%及び 0.032%程度であった。また、抗 RANK 抗体に対するコント
ロール IgG を１ug 添加した実験群では、B220 陽性及び陰性画分のそれぞれに 0.012%及び 0.015%
の細胞に非特異的反応が認められた。 一方、抗 RANK 抗体の添加量を 10 ug まで増やすと、B220
陽性及び陰性画分のそれぞれに 0.11%及び 0.36%の陽性細胞が認められたが、同量のコントロー
ル IgG(10 ug)により、非特異的に反応する細胞が 0.46%及び 0.36%まで上昇した。以上より、マ
ウス骨髄における RANK 陽性細胞を検出するための市販の抗 RANK 抗体の最適な添加量は 1 ug で
あるが、検出できる RANK 陽性細胞は僅かであることが示された。 
(2)GST-RANKL を用いた RANK 陽性細胞のフローサイトメーターによる検出 
GST-RANKL および抗 B220 抗体を用いて、マウス骨髄細胞の FACS 解析を行った。骨髄細胞は、
B220 陽性および陰性画分に分かれ、GST-RANKL(0.1 ug)の添加により、RANK 陽性細胞が、B220 陽
性及び陰性画分のそれぞれに 1.3%及び 3.2%認められた。GST-RANKL の使用は、同容量の抗 RANK
抗体よりも多くの RANK 陽性細胞が検出できた。また、RANK 陽性細胞の割合は、GST-RANKL の添
加量を 1 ug に増加した結果、B220 陽性及び陰性画分のそれぞれに検出される割合は 4.0 %及び
20.8%まで上昇した。一方、ネガティブコントロールの GST(1 ug)の添加では、B220 陽性及び陰
性画分のそれぞれに検出された RANK 陽性細胞の割合は僅か 0.03 %及び 1.2%であった。さらに、
GST-RANKL(1 ug)を用いて RANK 陽性および陰性細胞をセルソーターにて回収し、それぞれの画
分における RANK 遺伝子の発現量を調べた。その結果、RANK 陽性画分に有意に高い RANK 遺伝子
の発現が確認できた。一方、Lgr4 発現は RANK 陽性と陰性画分で有意差が認められなかった。以
上より、GST-RANKL の、RANK に対する特異的な結合が明らかになった。 
(3)GST-RANKL 及び抗 B220 抗体を用いてゲーティングされる RANK 陽性細胞画分の性状解析 
GST-RANKL および抗 B220 抗体を用いてフローサイトメーターにより 4 つの細胞画分
（1:B220+RANK-、2:B220+RANK+、3:B220-RANK-、4:B220-RANK+）にゲーティングした。各細胞画分に
おける CD19 および F4/80 の発現を調べた結果、上記 1と 2細胞画分は CD19、そして 3と 4の画
分には F4/80 の高い発現が認められた。以上より、3と 4の画分がマクロファージ様細胞集団で
あることが示された。そこで、3 と 4 の細胞画分における CSF-1R の発現の割合を調べた。その
結果、3と 4のそれぞれに、4.29%および 17.0％の CSF-1R 陽性細胞が認められた。 
(4) GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて分取した RANK 陽性細胞画分の破骨細
胞分化誘導実験 
上記研究成果(3)において、GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて得られた細胞
画分（1:B220-RANK-CSF-1R+、2:B220-RANK+CSF-1R+）の破骨細胞分化能を in vitro 培養系にて解
析した。その結果、両細胞画分で CSF-1 および RANKL 添加の 2日後に単核 TRAP 陽性破骨細胞が
出現した。また、両細胞画分における TRAP 陽性単核破骨細胞数は、培養 3日後でさらに上昇し
たが、細胞画分１は細胞画分２よりも有意に多くの TRAP 陽性単核破骨細胞が認められた。 
(5) GST-RANKL、抗 B220 抗体及び抗 CSF-1R 抗体を用いて分取したマウス血中由来 RANK 陽性細
胞画分の破骨細胞分化誘導実験 
上記研究成果（４）のマウス骨髄細胞と同様に、マウス血液細胞を GST-RANKL、抗 B220 抗体、
抗CSF-1R抗体を用いてフローサイトメーターにより得られた２つの細胞画分（1:B220-RANK-CSF-
1R+、2:B220-RANK+CSF-1R+）の破骨細胞分化能を in vitro 培養系にて解析した。その結果、両細
胞画分で CSF-1 および RANKL 添加による TRAP 陽性破骨細胞の出現が確認された。また、培養 5
日目における TRAP 陽性単核破骨細胞数を計測した結果、骨髄細胞とは異なり、細胞画分 2に細
胞画分 1よりも有意に多くの TRAP 陽性単核破骨細胞が認められた。 
(6)シングルセル解析による破骨細胞分化を担う骨髄間葉系細胞の解析 
Nes-GFP; LepR-creER; Floxed-Tom マウスの大腿骨における Nes-GFP 陽性 LepR-creER-Tom 陽
性の骨髄間葉系細胞画分のシングルセル解析を行った。その結果、本細胞画分は遺伝子プロファ
イルが異なる 22 個のクラスターに分かれることが明らかになった。検出されたクラスターには、
骨芽細胞、骨細胞、血管周皮細胞、細網細胞の他、血球性細胞や血管内皮細胞の混在も確認され
た。また、本クラスターの中に、RANKL および M-CSF の発現が高い細胞クラスターを見出した。 
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