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研究成果の概要（和文）：世界に先駆け、破骨細胞とABC輸送体との連関に着眼した代表者は、破骨細胞の発生と共にm
RNA量が増加するABC輸送体28種を同定し、ABC輸送体遺伝子3種 (Abca5, Abcb4, Abcc5)をそれぞれ欠損する動物を本学
の動物施設に導入した。そして、興味深いことに、Abcb4とAbcc5が性別依存的に骨代謝を制御することを見出した (投
稿準備中)。以上の結果に基づき、代表者は、「ABC輸送体による骨代謝制御機構」という骨代謝制御機構を新たに見出
したことを成果として報告する。

研究成果の概要（英文）：We have been studying about the relationship between physiology of osteoclasts 
and function of ABC transporters. Since our previous studies have found that mRNA expression levels of 28 
ABC transporters were increased during osteoclastgenesis, we investigated the function of the 
transporters by using knockout mice in the present study. Interestingly, Abcb4 and Abcc5 were found to 
regulate bone homeostasis, which were sex-dependent. These results suggest that ABC transporter can 
regulate bone homeostasis.

研究分野：骨代謝学、ABC輸送体学
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１．研究開始当初の背景 
近年、マクロファージと樹状細胞における

ATP-binding cassette (ABC)輸送体の発現と機
能に関する知見が蓄積されつつある。また、
ABCA1, ABCB1, ABCB2の発現が TNFα, LPS, 
IFN-γ によって制御されていることもマクロ
ファージを用いた研究において明らかにさ
れている。本研究の対象である骨代謝を制御
する細胞の一つである破骨細胞は、マクロフ
ァージと樹状細胞と分化系譜を共にする近
縁の細胞であり、造血幹細胞を起源とする。
そして、破骨細胞系譜の分化及び融合・骨吸
収機能は、TNFα, LPS, IFN-γによる制御を受
ける。破骨細胞の発生に必須であるサイトカ
イン RANKLは、TNFαや LPSと共通のシグ
ナル伝達経路を活性化するので、破骨細胞系
譜の分化に伴い ABC 輸送体が発現し、破骨
細胞系譜の機能に関与していることが十分
に考えられる。しかしながら、破骨細胞系譜
における ABC 輸送体の発現と機能に関して
は何一つ明らかになっていなかった。そこで、
代表者は、破骨細胞に発現する ABC 輸送体
を解析し、48種類存在する ABC輸送体の中
で、9 種類の発現が破骨細胞の発生と共に上
昇し、4 種類の発現が低下することを見出し
た（若手研究 B、課題番号 19791361）。 
代表者は、破骨細胞の発生と共に発現が上
昇する ABC 輸送体と骨代謝との連関を解析
するために、遺伝子欠損マウスを入手するこ
とができるAbca5の視点から破骨細胞系譜に
おける生命現象と骨代謝を解析することに
着手した（若手研究 B、課題番号 22791786）。
そして、Abca5 遺伝子欠損マウス及び野生型
マウスから採取した脛骨及び大腿骨をマイ
クロフォーカス X線 CTシステムにて解析し
た結果、Abca5 遺伝子欠損雌マウスの骨密度
が野生型雌マウスの骨密度と比して低下す
る傾向が認められた。以上の結果、ABC輸送
体が骨代謝を制御する可能性が見出された。 
 
２．研究の目的 
 代表者の過去の研究（課題番号 19791361, 
22791786）で骨代謝が ABC 輸送体によって
制御される可能性が見出されたので、本申請
課題では、破骨細胞の発生・機能を基点にし
て ABC 輸送体と骨代謝との相互連関を包括
的に解析することを目指した。具体的には、
以下の三つの課題を本研究において定めた。 
(1) ABC輸送体と骨代謝との連関を解明す
る 

(2) ABC輸送体が制御する破骨細胞の細胞
応答を同定する 

(3) 破骨細胞の発生・機能に関わる ABC輸
送体が制御する細胞応答相互の連関を
解明する 

 
３．研究の方法 
(1) ABC輸送体と骨代謝との連関の解明 
 破骨細胞の発生と共に発現量の変動
が認められた ABC 輸送体の中から入手

可能な遺伝子欠損マウスを本学の動物
施設に導入した。そして、それらの遺伝
子欠損マウスを飼育・繁殖し、6, 12, 18, 
24 週齢に達した雄および雌の遺伝子欠
損マウス及び野生型マウス（各 10-12匹）
から脛骨及び大腿骨を採取して骨密度
等の測定を行った。なお、この測定は、
実験動物用 X線 CT Latheta LCT-100 Lite 
(Hitachi Aloka Medical, Ltd.)を用いて行
った。 

 
(2) ABC 輸送体が制御する破骨細胞の細胞
応答の同定 

6-9週齢の雄および雌の遺伝子欠損マウ
ス及び野生型マウスから脛骨及び大腿骨
を採取し、これらに含まれる骨髄細胞から
破骨細胞を調製した（方法は、主な発表論
文等⑥参照）。そして、これらの破骨細胞
からそれぞれ細胞溶解液を調製し、二次元
電気泳動にて破骨細胞内に存在するタン
パク質の量と種類を比較した。具体的には、
細胞溶解液は、培養液を除去した後に
D-PBS (3 ml/dish) で 2 回 洗 浄 し 、
Mammalian Cell Lysis Kit (Sigma-Aldrich 
Co., St. Louis, MO, USA) に付属の lysis 
bufferを 1 wellあたり 150 µl添加して 4℃
で 15分間振盪した。この後、溶解された
細胞をセルスクレーパーを用いて回収し、
15000 × g, 4℃で 5分間遠心して上清を回
収した。この上清は、タンパク質量を定量
した後、と 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare 
UK Ltd., Buckinghamshire, England) を使
用して二次元電気泳動に供することがで
きる状態に調製した。また、二次元電気泳
動は、東京工業大学 林宣宏准教授らが開
発した新規二次元電気泳動法  （特願
2009-181808～181812）に従って実施した。
二次元電気泳動の実施後は、泳動後のゲル
を SYPRO Ruby Protein Gel Stain (Life 
Technologies) にて染色し、Typhoone 8600 
(GE Healthcare) にて画像化した後、ソフ
トウェア ImageMaster 2D platinum 6.0にて
解析した。 

 
４．研究成果 
(1) ABC輸送体と骨代謝との連関の解明 

Abca5遺伝子欠損マウス（6週齢）、Abcb4
遺伝子欠損マウス（6, 12, 18, 24週齢）、
Abcc5遺伝子欠損マウス（6, 12, 18, 24週
齢）及び野生型マウス（6, 12, 18, 24週齢）
から採取した脛骨及び大腿骨を実験動物
用 X線 CT Latheta LCT-100 Liteにて解析
した。Abca5遺伝子欠損マウスと野生型マ
ウスとの間に骨密度等の差は認められな
かったが、Abcb4 遺伝子欠損メスマウス
（24 週齢）と Abcc5 遺伝子欠損メスマウ
ス（24 週齢）においては、それぞれ骨梁
数と骨密度・骨塩量に差が認められた。こ
れらの結果は、ABC 輸送体が骨代謝の一
端を担っていることを示すと共に、ABC



輸送体を欠損した影響がマウスの成長と
共に徐々に現れる可能性を示している。し
たがって、今後は、骨代謝を制御する ABC
輸送体のさらなる探索を進めると共に、
Abca5 遺伝子欠損マウスを 24 週齢に達す
るまで飼育した後に骨密度等の解析を行
い、骨代謝における Abca5 の役割を明ら
かにする。 

 
(2) ABC 輸送体が制御する破骨細胞の細胞
応答の同定 
野生型マウスおよび Abca5 遺伝子欠損
マウスの雄と雌から骨髄細胞を採取し、そ
れぞれの細胞を用いて破骨細胞を調製し
た。そして、これらの破骨細胞から細胞溶
解液を調製し、二次元電気泳動にて解析を
行った。その結果、図 1 に示すように、
Abca5 遺伝子の欠損によって存在量が顕
著に減少するタンパク質が認められ、雄に
おいて存在量が顕著に減少したタンパク
質 2つは、雌においても認められた。これ
ら 2 つのタンパク質は分子量から判断し
て Abca5 とは異なるタンパク質であるた
め、LC-MS 解析を実施してタンパク質を
同定する準備を進めている。以上の実験に
よって、Abca5の生理機能を解明する新た
な糸口が見出された。また、ABC 輸送体
が制御する破骨細胞の細胞応答を同定す
る方法の確立に成功した。 
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