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研究成果の概要（和文）：ヒト末梢血単球およびヒト白血病細胞株HL60を分化誘導した破骨細胞モデルを用いて破骨細
胞活性化の分子機構の解明に取り組んだ。標的分子として、1)PKCδ、2)KIF20A、3)Vimentin、4)snRNPタンパク質,SMN
の関与について検討した。各分子のshRNAを導入し、ノックダウン型の破骨細胞モデルを作成した。PKCδおよびViment
inのノックダウンではF-アクチン再構築の抑制、KIF20AおよびSMNノックダウンでは多核化の亢進が認められた。SMNの
場合にはリソソームの輸送に関わるα-チュブリンのアセチル化も亢進しており、破骨細胞活性化プロセスを制御して
いる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To determine the molecular mechanism of osteoclast activation, human monocytes and
 human leukemic cell line, HL60 were used after differentiation into ostelclast-like cells. To analyze the
 role of target molecules on osteoclast function, knocked down cells of PKC-delta, KIF20A, Vimentin, or SM
N, were established by lentiviral transfection containing each shRNA. Knockdown of PKC-delta or Vimentin l
ed to decreased podosome (F-actin structure) formation. Knockdown of both KIF20A and SMN increased multinu
clear cells resulting from cell to cell fusion. In addition, SMN-knockdown promoted alpha-tubulin acetylat
ion (K40), which is essential for lysosomal trasnport, suggesting that SMN is a regulator of osteoclast ac
tivation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 健常な骨は、破骨細胞による骨溶解と

骨芽細胞による再形成の適切なサイクルに

より維持されており、そのバランスの崩れは

重篤な疾患や病態をもたらす。とりわけ、骨

破壊が亢進した骨粗鬆症や関節リウマチ、が

んの骨髄転移は、骨痛や骨折、脊髄圧迫など

患者に多大な苦痛と Quality of Life (QOL) 

の低下を招き、破骨細胞を制御する分子機構

の解明が重要である。 

 

(2) 研究代表者はこれまで、マクロファー

ジによる食作用および破骨細胞についての

研究に取り組み、ATP が、破骨細胞表面に発

現する核酸受容体、P2X7 を介して、骨分解開

始因子としてはたらき、F-アクチンからなる

環状の接着帯（シーリングゾーン）の形成と

骨分解酵素を含むリソソームの輸送を協調

的におこなうこと、さらにこれらの変化には、

微小管を構成するα-チュブリンのアセチル

化の制御が重要な役割を果たす事を見いだ

した。 

 

２．研究の目的 

 骨破壊性疾患の本質的治療に繋ぐ分子基

盤を確立するため、破骨細胞の活性化と制御

の分子メカニズムを明らかにする。具体的に

は、ATP 刺激による骨分解において、P2X7受

容体の下流で、F-アクチンの再構築を誘導す

るシグナル伝達分子の同定、リソソームの輸

送に必須の、微小管構成分子、α-チュブリ

ンのアセチル化を制御する分子機構の解明、

骨分解酵素を含むリソソームが、最終的に放

出される際の分子機序の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト末梢血由来の単球およびヒト白血

病細胞株を破骨細胞へと分化誘導し、骨分解

の開始刺激としてATPを利用して骨分解過程

を in vitro に解析した。その際、破骨細胞

の活性化プロセスを、① F-アクチンの再構

築、即ちドッド状の F-アクチン複合体である

podosome の集積による環状の接着帯（シーリ

ングゾーン）の形成と、②リソソームの細胞

内輸送とその輸送に関わる微小管のダイナ

ミクス、③骨分解酵素の骨表面への放出の 3

段階に分けて解析した。 

(2)標的分子として、①セリンスレオニンキ

ナーゼ,PKCδ、②キネシンファミリータンパ

ク質,KIF20A、③中間径フィラメントのビメ

ンチン、④脊髄性筋萎縮症（SMA）の原因遺

伝子産物であるsnRNPタンパク質,SMNに注目

し、各分子の shRNA を導入してノックダウン

型の破骨細胞モデルを作成してその影響を

検討した。 

 

４．研究成果 

(1)セリンスレオニンキナーゼ,PKCδのノッ

クダウン細胞では、分化により誘導される接

着分子,インテグリンの発現に抑制が認めら

れ、podosome の集積が減少した。 

 

(2) KIF20A のノックダウン細胞では、破骨細

胞の特徴である多核化が亢進して巨細胞化

したが、F-アクチンの再構築による podosome

の集積、および微小管構成成分,α-チュブリ

ンのアセチル化については、有意な差異を見

出せなかった。 

 

(3) ビメンチンのノックダウンでは、分化に

より誘導される個々の podosome が小さくな

り、その結果、シーリングゾーンの環状形態

も不明瞭であった。 

 

(4) SMN ノックダウンでは、細胞融合にとも

なう多核化、環状の接着帯の形成が亢進して

おり、活性化型の破骨細胞に近い半球状の構

造も多く認められた。リソソームの輸送に関

わる微小管構成成分,α-チュブリンのアセ

チル化の亢進（脱アセチル化の遅延）も確認



した。これらの結果より、SMN が F-アクチン

の再構築から、リソソームの輸送に至る破骨

細胞活性化プロセスを制御している可能性

が示唆された。 
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