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研究成果の概要（和文）：本研究は破骨細胞分化誘導を制御する細胞系譜の性質と存在部位について検討し、骨粗鬆症
の発症を根治しうる治療法を開発する事を目的とした。破骨細胞分化には腹腔にのみ存在する細胞系譜と骨髄内のT細
胞系譜の相互作用により制御されていた。この相互作用をそれぞれの段階で遮断すると、約50％の破骨細胞分化が抑制
される。特に腹腔を低調処理することで一時的に腹腔細胞を除去したマウスにおいては1年以上にわたって骨髄細胞か
らの破骨細胞分化が減少した。本研究はこの3年間で、骨髄内のT細胞系譜の性質、各種変異マウスを用いた解析から、
関与するシグナル伝達系も含めて多くの情報を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, to develop the novel therapy for osteoporosis, regulatory cells for
 osteoclastogenesis were characterized. A removal of regulatory cells in peritoneal cavity resulted in the
 reduction of the osteoclatogenesis from bone marrow cells for more than 1 year. A removal of T lineage ce
lls expressing CD4, CD8a, or CD5, but not B220, CD11b, CD11c, NK1.1, or IL7Ra in the bone marrow also redu
ced the osteoclastogenesis of bone marrow cells. These observations were confirmed by using mutant mice la
cking T cells or T and B cells. Moreover, mice carrying T cell antigen receptor-transgene but not Btk muta
tion were affected a hypotonic treatment in the peritoneal cavity. Taken together, the osteoclastogenesis 
is suggested to be regulated by two-related systems presented in extra-medullary and intra-medullary sites
.
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１． 研究開始当初の背景 

世界一の長寿国の我が国は、老人性疾患に多く

の医療費が費やされ、Quality of Life など問題

点がある。その代表的疾患、骨粗鬆症はほとん

どの閉経後の女性に発症する。そのため、一定

以上の年齢に達した女性を対象とした対策（予

防法）が必要である。 

 

２． 研究の目的 

一定以上の年齢に達したすべての女性を対象と

した骨粗鬆症対策（予防法）は (1) 単純で安価

なこと、 (2) 確実な効果があり、できれば、 (3) 

一度の処置で恒久的に治療が完了するというこ

とが理想である。さらに、 (4) 副作用を伴うような

強力なものではないことが望まれる。本研究は、

基礎研究から破骨細胞分化効率を恒久的に減

少させうる可能性を見出し、その手法を骨粗鬆症

治療へと応用することで、骨粗鬆症の発症を阻

止することを目的とした。予防法として一般化で

きれば、その影響は医学分野に限らず社会的に

も極めて大きい。 

 

３． 研究の方法 

腹腔を低張処理することで、骨髄細胞の破骨

細胞分化が半減する。この現象を、検討するた

めにすでに、いくつかの予備実験を行ってきた。

その結果、一回の低張処理で長期間その効果

が持続すること、骨髄細胞中の CD5 陽性細胞

がこの制御に関与していることが示唆された。

以上から、この破骨細胞分化制御を司っている

細胞群を明らかにすることをめざした実験を行

う。 

 

（１） 腹腔低張処理による骨髄細胞の破骨細

胞分化誘導の減少の維持期間:  

腹腔に 3 mL の滅菌蒸留水を注入して、低張処

理を行うと、腹腔内の細胞がほとんどゼロになり、

回収されなくなる。この処置を行って、経時的に

骨髄から細胞を回収し、M-CSF と RANKL を添

加して、6 日間培養し、3 核以上の多核の酒石

酸抵抗性酸フォスファターゼ陽性の細胞を破骨

細胞として検出し、効果の継続期間を検討す

る。 

 

(2) 破骨細胞分化制御細胞の性格： 骨髄中

の細胞画分：  

破骨細胞分化を制御する細胞群が 2 群存在す

ることが予想される。骨髄細胞から CD5 陽性細

胞を除去することで、破骨細胞分化誘導が減

少する。骨髄細胞中 CD5 陽性細胞は 3-4%であ

る。CD5 陽性細胞は T 細胞と一部の B 細胞

（B1-B 細胞）に発現していると考えられている

ので、CD4、CD8a、CD45R (B220)、CD11b 

(Mac1）、IL7Ra 等に対する抗体を用いて、CD5

陽性の制御細胞の性格を検討する。 

 

(3) 破骨細胞分化制御細胞の性格：  

腹腔中の制御細胞画分：未処理のマウス腹腔

から回収した未分画細胞、CD5 陽性細胞、CD5

陰性の細胞を低張処理したマウスの腹腔へ戻し、

骨髄の破骨細胞分化誘導を低張処理したマウ

スと比較し、回復の見られる画分を精製する。 

 

(4) 各種変異マウスの反応からシグナル経路の

探索：  

T 細胞欠損、T、B 細胞欠損、Btk チロシンキナ

ーゼ変異、T あるいは B 細胞抗原受容体トラン

スジェニックマウスを用いて破骨細胞分化を検

討する。 

 
４． 研究成果 

(1) 骨髄細胞中に存在する制御細胞の特徴： 

マウスの腹腔に蒸留水3mlを注入し低張処理を

行うことで、その後、少なくとも1年以上にわたっ



て、骨髄細胞からの破骨細胞分化誘導が対照

群に比べて 30-60％に有意に減少することを観

察した。低張処理後、好中球の浸潤が一時的

には見られるが、数週間で元と同じ細胞系譜に

戻っているので、腹腔外から供給される細胞系

譜ではなく、腹腔内に維持されてきた細胞系譜

だと思われる。骨髄細胞中から CD4、CD8a 或

いは CD5 陽性細胞を除去すると、対照群に比

べて 50％程度まで破骨細胞数が減少するが、

腹腔低張処理マウスでは、この減少は観察され

なかった。骨髄中に存在して破骨細胞分化を

制御している細胞は、細胞表面分子の抗体を

用いて除去する実験を行い、CD4、CD8a、また

は CD5 陽性細胞で、B220、CD11b、CD11c、

NK1.1、IL7Ra 陰性の細胞であることが判明し

た。 

 

(2) 変異マウスを用いた破骨細胞分化の変化

の確認： 

T 細胞欠損の Foxn1nu/nu、Rag1-KO マウスを用

いて、抗体による除去の実験を確認したが、予

想通り、CD4、CD8a、CD5 陽性細胞除去による

変化は見られなかったし、腹腔低張処理の効

果も見られなかった。 

 

(3) T細胞抗原受容体トランスジェニックマウスを

用いた破骨細胞分化の変化： 

MHC クラス II/卵白アルブミンを認識する T 細

胞抗原受容体（TCR）遺伝子のトランスジェニ

ック（Tg）マウス（DO11.10 と OT-II）では CD4

或いは CD8a 陽性細胞除去しても変化しない

が、腹腔低張処理では低下した。 

 

(4) Btk 変異マウスを用いた破骨細胞分化の変

化： 

Btkxid 変異は T 細胞除去では低下し、腹腔低張

処理では変化しないことも見出した。これらの観

察事実を基礎にして、破骨細胞分化制御には

いかなる機構が働いているのか明らかにできる

段階にまで本研究は達していると思う。 

 

低張処置という操作が突飛な感じを与えるようで、

この再現性には多くのコメントを周辺の研究者か

らもいただいた。そのため、繰り返し繰り返し低

張処理の実験を行ったが、驚く程、安定した効

果を維持できることが確認できた。一度の処置

で恒久的に治療が完了する可能性を示すため

に、効果の持続期間を検討してきたが、すでに

1 年を超えて効果が持続されている。マウスにお

ける１年間というのはヒトにとってどのくらいの期

間に相当するのか、マウスで観察された作用を

どうやってヒトへ応用するのか、さらなる検討が

必要だと思う。標的細胞を除去する際に、副作

用を伴うような強力な処置ではないことが望まれ

る。本研究では破骨細胞分化効率が正常の

30％以下にはならないことを目標に研究を遂行

する。実験系はいたって単純で、予備実験の結

果、再現性には問題はないので、本実験の標

的細胞を明らかにし、その機構を解析できると

確信している。 

骨粗鬆症の治療は対症療法が中心だが、

本研究が成就すれば予防的、あるいは発症初

期に処置することで、長期間の効果が期待でき

る。破骨細胞前駆細胞そのものではなく、その

分化制御を司る細胞を標的とした点が革新的で

ある。破骨細胞は血液細胞系譜のため、いくら

除去しても、前駆細胞は恒常的に供給されるだ

ろう。また、T 細胞系譜も、一時的に骨髄から除

去してもすぐに供給されてしまう。これでは、恒

久的な治療は望めない。本研究は、腹腔という

器官に特異的に維持されていると予想される細

胞集団の存在に注目した点がポイントである。



現場での観察から見出した現象を、治療の標的

器官は骨組織ではなく腹腔内にあるという発想

の転換によって、革新的・独創的かつ挑戦的な

研究として発展して行けると確信している。 

この研究実施期間中に、ES 細胞からの破

骨細胞分化誘導の培養法について報告した

（Tsuneto et al. 2011）。破骨細胞への分化能をも

ったマクロファージ細胞株からの破骨細胞分化

はその細胞集団の確率論的に選択された一部

の 細 胞 に 生 じ る 機 構 で あ る こ と を 示 し た 

（Hayashi et al. 2012）。さらに、B 細胞分化機構 

（ Okuyama et al. 2012 ） 、 抗 原 輸 送 機 構 

（Yoshino et al. 2012, 2013）などの研究も同時に

発展できた。 
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