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研究成果の概要（和文）：	
 

	
 骨吸収のメカニズムとミトコンドリア形態変化の関係を明らかにするため、ミトコンドリアの

分裂・融合に関与するGTPaseであるDrp1の活性をコントロールすることにより、破骨細胞性骨吸

収におけるミトコンドリアの分裂・融合反応の意義を検討した。ミトコンドリア形態変化を制御

する分子であるのDrp1の野生型およびドミナントネガティブ型変異体Drp1K38Aをアデノウイルス

用いて破骨細胞に過剰発現させたところ、Drp1K38Aを過剰発現させた破骨細胞において、延命に

明らかな変化はみられなかったものの、細胞骨格の変化が見られ、骨吸収機能が低下傾向となっ

た。ミトコンドリアの分裂・融合のバランスが、破骨細胞骨吸収機能に影響を与えていると考え

られた。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
	
 To	
 explore	
 the	
 relationship	
 between	
 osteoclastic	
 bone	
 resorption	
 and	
 mitochondrial	
 

morphology,	
 we	
 constructed	
 adenoviruses	
 carrying	
 wild	
 type	
 Drp1	
 or	
 dominant	
 negative	
 form	
 

of	
 Drp1	
 (Drp1K38A,	
 a	
 point	
 mutation	
 at	
 Lys-38	
 to	
 Ala).	
 Infection	
 of	
 AxDrp1K38A	
 did	
 not	
 have	
 

any	
 effect	
 on	
 osteoclast	
 survival.	
 However,	
 the	
 expression	
 of	
 Drp1K38A	
 caused	
 cytoskeletal	
 

disorganization	
 of	
 osteoclasts	
 and	
 suppressed	
 pit-forming	
 activity	
 of	
 the	
 cells	
 in	
 vitro.	
 

These	
 results	
 suggest	
 a	
 potential	
 application	
 of	
 mitochondrial	
 fission	
 to	
 control	
 

osteoclastic	
 bone	
 resorption.	
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 関節リウマチ(RA)は免疫異常を基礎とする

全身性の炎症性疾患であるが、その標的臓器

は主として関節であり、慢性に経過した場合、

最終的には関節の屈曲、変形、高度の運動障

害などが見られるようになる。非ステロイド

性抗炎症薬、ステロイド剤および疾患修飾性

抗リウマチ薬の進歩により、疼痛や炎症に関

してはある程度までコントロールが可能にな

ってきたが、現在でもRA	
 治療における最大の

課題が、骨軟骨破壊からくる疼痛と関節機能

障害のコントロールであることに変わりはな

い。RA	
 における骨破壊の進展においては、骨

吸収を直接担う唯一の細胞と考えられている

破骨細胞が重要な役割を果たしている	
 

(Takayanagi	
 et	
 al.	
 J	
 Clin	
 Invest.104:	
 

137-46,	
 1999;	
 Arthritis	
 Rheum	
 43:259-269,	
 

2000)。 
	
 これまでに我々は、破骨細胞内のシグナル

伝達経路の機能解析を行ってきた。1)αvβ3	
 

インテグリンの下流でc-Src	
 が細胞骨格の制

御を通じて骨吸収を制御していること

(Miyazaki	
 et	
 al.,	
 J	
 Biol	
 Chem.;279:17660-6,	
 

2000;	
 Miyazaki	
 et	
 al.,	
 J	
 Bone	
 Miner	
 Res.	
 

15:41-51,	
 2000;	
 Miyazaki	
 et	
 al.,	
 Mod	
 

Rheumatol	
 16:	
 68-74,	
 2006)、2)RANKL,	
 MCSF,	
 

IL-1	
 刺激によりERK	
 が活性化され、Bcl-2	
 

family	
 member	
 であるBim	
 のdegradation	
 を

介して破骨細胞のsurvival	
 を延長している

こと(Miyazaki	
 et	
 al.,	
 J.	
 Cell	
 Biol.	
 

148:333-42,	
 2000;	
 Akiyama	
 et	
 al.,	
 EMBO	
 J.	
 

22:6653-64,	
 2003)、	
 3)破骨細胞内にミトコ

ンドリアが多量に存在し、ミトコンドリア内

に存在するc-Src	
 がATP	
 エネルギー産生に関

与しているcytochrome	
 c	
 oxidase	
 の活性を制

御していること(Miyazaki	
 et	
 al.,	
 J	
 Cell	
 

Biol.	
 160:709-18,	
 2003)、4)抗アポトーシス

分子であるBcl-xL	
 の破骨細胞特異的ノック

アウトマウスの解析から、Bcl-xL	
 が破骨細胞

の延命を強力に促進するにもかかわらず、骨

吸収機能を低下させるという矛盾した機能を

持つこと(Iwasawa	
 et	
 al.	
 J	
 Clin	
 Invest.	
 

119:3149-59,	
 2009)、などを明らかにしてき

た。	
 

	
 最近、Bcl-xL	
 の下流にミトコンドリアを分

裂させるダイナミン様タンパクDrp1	
 

(Dynaminrelated	
 protein	
 1)が存在しており

(Li	
 et	
 al.	
 PNAS	
 2008)、さらにはBcl-xL	
 が

ミトコンドリア量（Mitochondrial	
 Biomass）

を増加させる(Berman	
 et	
 al.	
 JCB	
 2009)とい

う知見も報告された	
 。破骨細胞の延命を強力

に促進するにもかかわらず、骨吸収機能を低

下させるという矛盾したBcl-xL	
 の機能の分

子メカニズムを解く鍵がミトコンドリアの分

裂・融合・バイオマスの変化にあるのではな

いかと注目した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、ミトコンドリア形態変化を制

御する分子であるのDrp1の野生型（wild	
 

type:	
 WT）の遺伝子を非増殖型アデノウイル

スに組み込む。さらにはポイントミューテー

ションでドミナントネガティブ型とした変異

体（Drp1K38A）もアデノウイルスに組み入れ、

これらアデノウイルスを用いて破骨細胞に過

剰発現させ、それらの分子が実際に破骨細胞

の骨吸収機能を制御しているかどうかを確認

する。ミトコンドリアと骨吸収メカニズムの

関連を解析することにより、RA骨破壊制御へ

の新たな筋道を見つけることを目的とする。	
 

 
３．研究の方法 
	
 ミトコンドリアの形態調節に関与するDrp1,	
 

Mfn1,	
 Mfn2	
 は、分子内に共通してGTP	
 加水分

解能を持つドメイン(GTPase)を有し、その加

水分解時に獲得されるエネルギー差を利用し、

形態の調節に機能していると考えられている。

その根拠として、これらGTPase	
 活性部位に突

然変異が導入されると、表現型としてミトコ

ンドリアの形態異常が確認されている。Drp1,	
 

Mfn1,	
 Mfn2	
 のGTPase	
 結合部位に変異を入れ

ると、ドミナントネガティブ型として働く。

本研究では、これら遺伝子の野生型(Drp1WT)

のみならず、点変異でドミナントネガティブ

型としたDrp1K38Aを組み込んだアデノウイル

スを作製する。Drp1WT	
 およびDrp1K38A	
 を組み

込んだアデノウイルスを感染させ、ミトコン

ドリアの分裂促進あるいは分裂抑制によって

破骨細胞の機能が変化するかどうかを検討す

る。マウスから採取した破骨細胞の骨吸収機

能は、象牙質(dentine	
 slice)上に破骨細胞を

培養し、破骨細胞がdentine	
 slice表面の吸収

した面積（吸収窩）を測定することにより評

価する。コラーゲンゲル上で骨芽細胞と骨髄

細胞の共存培養を行い、十分量の破骨細胞を

形成させ、検討を行う。これら破骨細胞のミ

トコンドリアの形態をMitoGreen染色により

評価する。その他、これら破骨細胞を用いて、

細胞骨格の評価をアクチン染色にて、また破



骨細胞の自発的アポトーシスへの影響を

Survival	
 assay	
 にて評価する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 Drp1WT	
 および Drp1K38A	
 を組み込んだアデ
ノウイルスの作製	
 
	
 我々はレポーター遺伝子である GFP と目的
遺 伝 子 を そ れ ぞ れ 独 立 に 発 現 す る
GFP-trackable アデノウイルスベクターに
myc-tagged	
 Drp1WT	
 およびmyc-tagged	
 Drp1K38A	
 
を組み込んだ。このアデノウイルスシステム
を用いた場合、GFP 陽性の破骨細胞の割合は、
感染させたアデノウイルスの量に比例し、
MOI	
 (multiplicity	
 of	
 infection	
 =	
 1 細胞あ
たりの感染粒子数	
 )	
 :100 で 85％程度の破骨
細胞がGFP陽性であった。Ax	
 Drp1WT、AxDrp1K38A	
 
を MOI:100 で感染させた破骨細胞において十
分量の目的タンパクの発現を確認すること
ができた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
図 1.	
 AxDrp1WT	
 および AxDrp1K38Aの破骨細胞での発現	
 

	
 

(2)ミトコンドリアの携帯変化は破骨細胞の

生存に影響を及ぼさない	
 

	
 我々は次に Drp1WT、AxDrp1K38Aの感染が、破

骨細胞の生存に与える影響を調べた。AxGFP、

AxDrp1WT、あるいは AxDrp1K38Aを MOI:100 で感

染させた破骨細胞を 0.1%コラゲナーゼ/0.2%

ディスパーゼ処理にて骨芽細胞を除去する

ことにより純化し、さらに 10%	
 FBS を含む

αMEM でインキュベートすることにより破骨

細胞の生存率を評価した。骨芽細胞除去後、

AxGFP を感染させた細胞と AxDrp1K38A を発現

させた細胞では、経時的な生存率に大きな差

がなかった（図 2）。AxDrp1WT	
 では、survival

に延長傾向がみたれたが、それほど dramatic

ではなかった。このことから、破骨細胞の生

存においてミトコンドリアの形態変化が重

要な役割を果たしていないことが示唆され

た。	
 

 
 
 
 
 
 
図 2.	
 AxDrp1WT	
 および AxDrp1K38A を感染させた破骨細胞

の延命曲線	
 

(3)ミトコンドリア形態変化は破骨細胞の骨
吸収機能活性化に影響を及ぼす	
 

	
 我々は次にミトコンドリア形態変化が破

骨細胞の骨吸収機能において重要な役割を

果たしているかどうかを検討した。破骨細胞

の骨吸収能は象牙切片上に形成された吸収

窩の面積を計測することにより定量化した。

吸収窩アッセイを 12 時間で行い、破骨細胞

１個当たりの吸収窩面積を算出することに

より比較検討した。図 3 に見られるように、

OCL の骨吸収機能は、AxDrp1K38Aによりコント

ロールの 25％ほどに有意に抑制され、ミトコ

ンドリア形態が骨吸収を制御するシグナル

に重要な役割を果たしていると考えられた。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

 
図 3.	
 AxDrp1WT	
 および AxDrp1K38A を感染させた破骨細胞

の骨吸収機能アッセイ	
 

 
現在、AxMfn1 および AxMfn2 を作製し、ミト

コンドリア融合の面から、ミトコンドリア形

態と骨吸収機能の関係を解析中である。	
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