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研究成果の概要（和文）：（1）脾臓摘出マウスを用いた骨代謝における脾臓の役割の解析を行ったところ、脾臓を摘
出するとM-CSF欠損マウスでは完全に破骨細胞および破骨細胞前駆細胞の骨における出現が抑制されたが、野生型マウ
スにおいてもわずかに抑制された。
（2）IL-34陽性血管内皮細胞とIL-34陰性血管内皮細胞の遺伝子発現プロファイルの比較により、分泌タンパク質また
は膜タンパク質をコードする遺伝子において発現量の異なるものが複数得られ、機能解析に着手した。
（3）加齢に伴うIL-34の発現上昇に関する分子機構を解析するため、IL-34陽性血管内皮細胞の長期培養を行うと、IL-
34の発現が減少した。

研究成果の概要（英文）：(1)To clarify the role of spleen in bone metabolism, M-CSF-deficient mice and 
wild-type mice were subjected to splenectomy or a sham-operation. Splenectomy completely suppressed 
osteoclastogenesis in M-CSF-deficient mice. In contrast, splenectomy moderately suppressed 
osteoclastogenesis in wild-type mice.
(2)Comparing the gene expression profiles of IL-34-positive and IL-34-negative vascular endothelial cells 
identifies differentially expressed genes. We focused on top-ranked genes which possess leading signal 
peptide for secretion and membrane-anchoring.We are now addressing functional analyses of these genes.
(3)To elucidate mechanisms underlying the age-associated increase of IL-34 expressions in several 
tissues, we tried to establish the culture system for IL-34-positive vascular endothelial cells. However, 
the expression level of IL-34 gradually decreased in long-term culture.

研究分野： 口腔生化学
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図１ IL-34が仲介する脾臓-血管-骨の連携による破骨細胞形成
(PNAS 109:10006, 2012)
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１．研究開始当初の背景 
我々は、(1)破骨細胞前駆細胞(OCP)は

M-CSF と RANKL 非依存的に形成され、血中を
循環することを示した(J Cell Biol 184:541, 
2009; J Bone Miner Res 26:2978, 2011)。
一方、新規因子 IL-34 が、骨外において OCP
の形成を促し、血流を介して OCP を骨に供給
させる可能性が示唆された。そこで、IL-34
の破骨細胞分化過程における役割の解明に
ついて研究を開始した。その結果、IL-34 は
骨芽細胞に発現せず、脾臓血管において発現
し、脾臓における OCP の形成に関与している
ことが明らかとなった。また、活性型ビタミ
ン Dの投与と加齢は、脾臓と骨の血管におけ
る IL-34 の発現を上昇させ、OCP の脾臓から
血流への移行と骨への定着を促進している
ことを報告した（PNAS 109:10006, 2012）（図
1）。さらに、脾臓は OCP のみならず、単球・
マクロファージの貯蔵庫としても知られる
他、心筋梗塞部位へ脾臓の単球が遊走し、心
筋の修復を促進する(Science 325: 612, 
2009)。また、肺がんモデルにおいても脾臓
のマクロファージが遊走し、腫瘍の成長に関
与することが報告された（PNAS 109:2491, 
2012）。以上のようにこれまで痕跡器官と考
えられていた脾臓の単球・マクロファージ系
列細胞が、血中を移動して遠隔臓器の修復や
病態の進行を調節している例が近年示され
ている。申請者は、脾臓のマクロファージと
OCP が血流と血管を介して骨折治癒やリウマ
チなどの様々な骨疾患の病態制御に関与す
ると予想している。 

 
２．研究の目的 
単球・マクロファージから破骨細胞への分

化には、骨芽細胞が発現する M-CSF と RANKL
が必須であると考えられている。最近、M-CSF
受容体リガンドとして IL-34 が発見された。
我々は、IL-34 は脾臓血管と骨の血管の一部
で発現していること見出し、IL-34 と M-CSF
の双方が破骨細胞前駆細胞の維持と血流を
介する移動に関与することを示した(PNAS 
109:10006-11, 2012)。また、脾臓に貯蔵さ
れる単球、マクロファージ系列の細胞が心筋

損傷部位へ遊走したり、がん病巣部へ遊走す
ることで、病態の進行を制御することが明ら
かになっている。本申請研究は、脾臓-血管-
骨の多臓器連携を担う IL-34 と遊走因子 Xを
標的として骨形成と骨形成の調節を試み、新
規治療法開発へ挑戦することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 脾臓摘出マウスを用いた骨代謝におけ

る脾臓の役割の解析 
骨代謝における脾臓の役割とIL-34の役割

について解析するために、脾臓摘出後の骨髄
における OCP population の変化、骨髄にお
ける血管新生、骨代謝回転の変化、IL-34 お
よび M-CSFの発現レベルの変化について解析
する。脾臓摘出モデルマウスにリコンビナン
ト IL-34 を投与することで、これらのパラメ
ータが回復するかについて検討する。 
(2) 脾臓と骨のIL-34陽性血管内皮細胞の性

状解析および遊走因子 Xの探索 
脾臓と骨の血管内皮細胞の一部は、IL-34

を発現する。この IL-34 陽性血管内皮細胞の
単離を行う。脾臓および骨髄組織をコラゲナ
ーゼ溶液中で分散させた後、抗 IL-34 抗体と
抗 PECAM-1 抗体を用いて、セルソーターによ
り IL-34(+)PECAM-1(+)細胞と IL-34(-) 
PECAM-1(+)細胞を分取する。それぞれの細胞
について、マイクロアレイ解析により遺伝子
発現プロファイルを作成する。また脾臓と骨
の血管内皮細胞間で発現量に差のあるケモ
カインに着目し、遊走因子 X の候補を絞る。
さらに、それぞれの細胞が有する①造血細胞
の OCP lineage への運命付け効果、②OCP の
誘引遊走効果、③OCP の生存支持効果、④組
織浸潤能について比較解析する。 
(3) 加齢に伴うIL-34の発現上昇に関する分

子機構 
IL-34(+)PECAM-1(+)細胞を用いて、加齢

に伴うIL-34の発現上昇に関する分子機構
を解析する。加齢という生命現象は、分子
レベルで着目すると多様な側面を持ってい
る。例えば、酸化ストレスによるタンパク
質、脂質、核酸の酸化は、加齢の一側面で
あると考えられている。他に、DNAの損傷、
オートファジーの低下による不要タンパク
質の蓄積がある (Cell 120:437, 2005)。こ
れらの老化を進行させる複数の要因の中か
ら、IL-34の発現上昇に関連する要因を探し
出す。また、老化に伴うIL-34遺伝子領域の
DNAのメチル化の変化や、ヒストン修飾など
のエピジェネティックスな変化についても
併行して解析し、加齢に伴うIL-34の発現上
昇に関する分子機構を明らかにする。 
 

４．研究成果 
脾臓-血管-骨の多臓器連携を担うIL-34と

遊走因子Xを標的として骨形成と骨吸収の調
節を試み、新規治療開発へ挑戦することを目
的として実験を行った。 
（1）脾臓摘出マウスを用いた骨代謝におけ



る脾臓の役割の解析を行ったところ、脾臓を
摘出するとM-CSF欠損マウスでは完全に破骨
細胞および破骨細胞前駆細胞の骨における
出現が抑制されたが、野生型マウスにおいて
もわずかに抑制された。したがって、脾臓が
骨代謝に関与していることが示唆された。 
（2）IL-34 陽性血管内皮細胞と IL-34 陰性血
管内皮細胞の遺伝子発現プロファイルの比
較により、分泌タンパク質または膜タンパク
質をコードする遺伝子において発現量の異
なるものが複数得られ、機能解析に着手した。 
（3）加齢に伴う IL-34 の発現上昇に関する
分子機構を解析するため、IL-34 陽性血管内
皮細胞の長期培養を行うと、IL-34 の発現が
減少した。 
（4）ミクログリアは、アルツハイマー病の
原因であるアミロイドを貪食し病態を改善
する役割を担う。IL-34 は、ミクログリアの
セゾンや活性化を促進し、アルツハイマー病
の病態改善に寄与することが報告されてい
る。 
我々は、活性型ビタミン D は in vivo、in 

vitro の骨や脾臓の細胞において、IL-34 の
発現を上昇させることを見いだしていた。活
性型ビタミン D投与による IL-34 の発現上昇
の作用点について解析した。 
全身的な活性型ビタミン Dの投与は、脾臓

で最も顕著な発現上昇を認め、骨においても
発現上昇が認められたが、脳においてはわず
かな発現上昇を認めるのみであった。 
一方、皮膚においては反対に IL-34 の発現

低下が認められた。脳における IL-34 の発現
上昇をもたらす活性型ビタミンＤを探した
が、そのような誘導体は見出せなかった。 
したがって、活性型ビタミン Dは脳血液関

門により脳内への移行が制限されていると
考えられた。 
（5）安全に脳へ活性型ビタミン D をデリバ
リーするための系の立ち上げに着手した。ラ
ムダ縫合より薬剤入りハミルトンシリンジ
に連結した針を頭蓋骨に沿わせるように刺
すと、くも膜下腔に薬剤が注入され、安全に
脳へ薬剤がデリバリーされた。しかし、脳内
活性型ビタミン D 投与により明らかな IL-34
の発現上昇は見出せなかった。 
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品川区立総合区民会館（東京都品川区） 
⑬  日本小児歯科学会大会（第52回）2014年5
月  骨形成ペプチドW9の破骨細胞形成抑制と
カップルした骨芽細胞分化誘導作用：中村美
どり，中村浩志，宇田川信之，大須賀直人（小
児歯科学雑誌52巻2号抄録集：p370，P-2-51）
品川区立総合区民会館（東京都品川区） 
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