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研究成果の概要（和文）：　骨リモデリングの際に新たな骨形成が促される場である骨吸収窩には糖タンパク質が豊富
に存在することが知られているが、その生理的役割はあまりよく分かっていない。本研究では、骨吸収窩に存在する糖
タンパク質が破骨細胞から分泌されたものであること、レクチンアレイを用いて見出した「新規骨吸収窩認識レクチン
」が生体内の破骨細胞と血管を特異的に認識すること、新規骨吸収窩認識レクチンに結合する糖タンパク質のうち、最
も主要なタンパク質はマトリックスプロテアーゼであることを明らかにした。さらに、培養細胞を用いた実験系により
、骨吸収窩が骨芽細胞の動きに影響を及ぼす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Abundant glycoproteins exist in bone resorption pits, whereas their physiological 
roles remain unknown. In this study, I observed that glycoproteins sticking to the surface of resorption 
pits were produced by mature osteoclasts, but not osteoclast precursors. I also found a novel lectin that 
tightly bound to a bone reporption pit by lectin microarray analysis, and this lectin specifically 
recognized osteoclasts and blood vessels in vivo. Matrix metalloproteinase was identified as a major 
protein that bound to the lectin in those mature osteoclast secreted. Finally, the osteoblast culture 
experiment suggested the possibility that bone resorption pits could modulate osteoblast migration.

研究分野：骨生物学
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１．研究開始当初の背景 
 骨は大きさや形状が活発に変化するモデ
リング期はもちろん、成長後の骨を維持して
いるリモデリング期にも吸収と形成を絶え
ず繰り返していることが知られている。その
ため、正常な骨形成機構を理解する上で、骨
形成と骨吸収の相互作用を理解することは
非常に重要である。申請者はこれまでに、破
骨細胞の分化メカニズムを中心に研究を行
い、その中で骨形成を担う骨芽細胞と骨吸収
を担う破骨細胞の相互作用の重要性を明ら
かにしてきた。（Kuroda Y. et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci., 2008;105(25): 8643-8、Kuroda 
Y. et al. Mol Cell Biol.2012; 
32(14):2954-63）。これらの研究を行ってい
く過程で、申請者は生体内の骨形成が非常に
複雑な制御を受けていること、骨形態制御機
構は未だ不明な点が多いことを実感した。そ
こで、生体内の骨形態形成を理解するために
は今まで研究が成されてこなかった新たな
因子に注目することが重要であると考え、本
研究の着想に至った。 
 現在、骨吸収部位に骨形成が起きる機構の
中で重要な役割を担っている因子として、骨
基 質 中 に 埋 め 込 ま れ て い る TGF-β1 
(transforming growth factor-β1)と IGF-1 
(Insulin-like growth factor 1)が注目され
ている。これらの因子は破骨細胞による骨吸
収により骨基質中から放出され、TGF-β1 は
骨芽細胞の起源である間葉系幹細胞の誘因
物質として(Tang Y et al. Nat Med. 2009; 15 
(7): 757-65)、IGF-1 は骨吸収窩において骨
芽細胞分化を促進し、骨形成を促す因子とし
て (Xian L et al. Nat Med. 2012; 18(7): 
1095-1101)働くことが報告されている。以上
の知見から、骨吸収された部位に骨形成を促
すためには骨基質中の成長因子 (growth 
factor)が重要であることが分かる。しかし
ながら、ある決められた形態を目指して骨を
作るためには、「骨吸収後に骨形成を促さず、
骨を削るだけの場所(a)」、「骨吸収後に骨形
成を促す場所(b)」が必要である（図 1）。そ
こで本研究では、骨芽細胞に骨形成部位を提
示する因子が骨吸収窩自体に存在するので
はないかと考え、骨吸収窩における骨形成制
御機構の解明を目指した。 
 一般的に、破骨細胞の骨吸収力を測定する
方法として、in vitro bone resorption assay 
が用いられる。このアッセイはスライスした
牛骨切片上に破骨細胞を培養し、破骨細胞が
吸収した面積を骨吸収力として評価する方
法である。その際、in vitro で形成された骨
吸収窩は糖鎖を認識するレクチンの一つで
あ る 小 麦 胚 芽 レ ク チ ン （ Wheat germ 
agglutinin, WGA）によってきれいに認識さ
れ る こ と か ら 、 WGA-HRP (horseradish 
peroxidase) を 用 い た DAB (diamino 
benzidine)染色により骨吸収面を染色し、面
積を測定する方法が広く用いられている
（Selander K et al. Calcif Tissue Int. 

1994;55 (5): 368-75）。また、WGA を用いた
ラット骨切片のレクチン染色では骨芽細胞、
破骨細胞、軟骨など多くの部位でシグナルが
検出されるものの、破骨細胞が付着している
骨表面もしっかりと認識される（Nakamura H 
and Ozawa H. Bone. 1992;13(6):411-6.）。
つまり、生体内においても破骨細胞によって
形成された骨吸収窩には多量の糖タンパク
質が存在することは明らかである。さらに、
申請者は、吸収窩の糖タンパク質が破骨細胞
から分泌されたものであること、破骨細胞が
移動・死滅した後でも破骨細胞が存在してい
た痕跡を残すように糖鎖が存在し続けるこ
とを見出した。しかしながら、現在までに骨
吸収窩における糖鎖はほとんど注目されて
おらず、その機能は調べられていない。糖鎖
は細胞間の相互作用だけに留まらず、ウイル
ス感染時の宿主選択 (Glaser Let al. J 
Virol. 2005; 79 (17):11533-6.)など複雑で
多様性に富んだ生命現象に深く関わってい
ることが報告されており、これらの知見から
も骨吸収窩に存在する糖鎖が骨芽細胞に対
して「骨形成の場」という複雑な位置情報を
提示している可能性は十分に考えられる。そ
こで、本研究では骨吸収窩に多量に存在する

図 1  
仮説：骨吸収窩における骨形成制御機構 
 目的の形に骨が形成されるためには、古
い骨（step1）に、破骨細胞によって骨吸収
が起きた後(step2)、全く骨形成が起きない
骨吸収窩(a)、骨形成が活発に起きる骨吸収
窩(b)が存在するはずである (step 5)。骨
形成を促す骨吸収窩には骨芽細胞に骨を形
成する場であることを認識させる「骨形成
マーキング糖タンパク質」が存在し
（step3）、その場で骨芽細胞による骨形成
が促される（step4）と考えられる。 



糖タンパク質に注目し、その構造解析から機
能解明までを行なうことで新たな骨形成制
御因子「骨形成マーキング糖タンパク質」を
同定することを目指した。 
 
２．研究の目的 
 正常な骨の形成には、形成と吸収のバラン
スが保たれていることに加え、新しく形成さ
れる骨の場所が厳密に制御されていること
も重要である。一般的に、骨を維持するリモ
デリング期の骨形成は骨吸収された場所を
埋めるように起きる。一方、発生・成長の過
程や骨粗鬆症などの病態では、骨形成を誘導
しない骨吸収も存在する。すなわち、「骨形
成を促す吸収窩」と「骨形成を促さない吸収
窩」があると考えられる。しかし、両者の差
異を説明する分子は未だ同定されていない。
そこで本研究では、骨吸収窩に豊富に存在す
る糖タンパク質に着目し、その中から「骨形
成を促す骨吸収窩を骨芽細胞に認識させる」
機能をもつ新たな分子を同定することを目
的とした。本研究期間内には骨吸収窩に特異
的に存在する糖タンパク質およびその糖鎖
構造の解析を通じて、骨吸収窩に存在する新
たな骨形成制御因子の同定を目的とした。ま
た、骨吸収窩における骨形成機構の in vitro
再構成系は未だ確立されていない。このアッ
セイ系を確立することが骨吸収窩の生理的
意義を示すために重要な課題と考え、本研究
期間内の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 破骨細胞単独培養 
 8 週齢マウスから骨髄細胞を採取し、破骨
細胞分化を誘導するサイトカインであるマ
クロファージコロニー刺激因子（M-CSF）と
ランクリガンド（RANKL）を加えて培養を行
なった。本研究では、M-CSF のみを加えて 2
日間培養した細胞を破骨前駆細胞とし、
M-CSF のみを加えて 2日間培養した後、M-CSF
と RANKL を加えて 7日間培養を行なった細胞
を成熟破骨細胞とした。骨吸収窩を作製する
際には薄くスライスした牛骨片上で、破骨細
胞分泌タンパク質を観察する際にはハイド
ロキシアパタイトペレット上で骨髄細胞の
培養を上記の条件で行なった。 
 
(2) レクチンアレイ 
 本研究では成熟破骨細胞から特異的に分
泌される糖タンパク質に注目をした解析を
行なうため、分化段階の異なる破骨細胞の培
養上清、疎水性画分、親水性画分の各画分を
調製し、レクチンアレイを行なった。レクチ
ンアレイは LecChip、GlycoStation を用いて
測定および解析を行なった。 
 
(3) 質量分析 
 破骨前駆細胞と成熟破骨細胞それぞれの
培養上清から骨吸収窩認識レクチンに結合
する糖タンパク質を抽出し、電気泳動を行な

った。銀染色によりタンパク質のバンドパタ
ーンを比較し、成熟破骨細胞に特異的なバン
ドを同定するため、質量分析にかけた。質量
分析にはマトリックス支援レーザー脱離イ
オン化飛行時間型質量分析計（MALDI-TOFMS）
を用いた。 
 
(4) 骨吸収窩およびマウス脛骨のレクチン染
色 
 破骨細胞単独培養により骨表面に吸収窩
が形成された牛骨片とマウス脛骨パラフィ
ン切片は、ビオチン標識レクチンとペルオキ
シダーゼ標識ストレプトアビジンを用いて
DAB 染色を行なった。 
 パラフィン切片は、固定・脱灰した 4週齢
マウス脛骨を包埋したパラフィンブロック
から 4 µm厚で薄切することにより作製した。
また、レクチン染色によりシグナルが検出さ
れた細胞が破骨細胞かどうかを確認するた
めには、破骨細胞のマーカーである酒石酸抵
抗性酸ホスファターゼ（TRAP）の活性を利用
した TRAP 染色を行なった。 
 
(5) 骨吸収窩付近における骨芽細胞動態の観
察 
 本研究では、骨吸収窩付近における骨芽細
胞の動態を観察するために、骨吸収窩をもつ
骨片と骨吸収窩をもたない骨片上における
骨芽細胞の動態を観察した。より詳細に細胞
の動きや形態を解析することを目的とし、蛍
光ラベルした細胞および骨片を実験材料と
して正立型共焦点顕微鏡による測定を行な
った。具体的には、GFP を安定的に発現させ
た骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞を骨芽細
胞として用い、蛍光物質 TAMRA でラベルした
牛骨片上での動きを観察した。 
 
４．研究成果 
 近年、骨形成と骨吸収のカップリングに関
する研究が盛んに行なわれ、その重要性が強
く認識されているが、複雑な骨の形がどのよ
うにつくられていくのかは未だ不明な点が
多い。また、骨リモデリングの際に新たな骨
形成が促される場である骨吸収窩は糖タン
パク質が豊富に存在することが報告されて
いるが、その糖タンパク質に注目した研究は
あまり行なわれていない。そこで本研究では、
骨吸収窩の差異を生み出す分子を明らかに
するため、骨吸収窩の糖タンパク質に注目し、
「骨形成を促す骨吸収窩を骨芽細胞に認識
させる」機能を持つ新たな分子を同定するこ
とを目的とした。 
 一年目には骨吸収窩を形成する細胞であ
る破骨細胞から分泌され、かつ骨吸収窩に特
異的に存在する糖タンパク質の同定を試み
た。まず最初に、骨吸収窩に存在する糖タン
パク質が破骨細胞から分泌されたものであ
るかを調べるために、破骨細胞単独培養系を
用いてハイドロキシアパタイトペレット上
に骨吸収窩を形成させ、骨吸収窩認識レクチ



ンとして用いられている小麦胚芽レクチン
（Wheat germ agglutinin, WGA）による染色
を行なった。その結果、骨吸収窩に存在する
糖タンパク質が破骨細胞から分泌されたも
のである事を確認した。この実験結果から、
骨吸収窩に特異的に存在する糖タンパク質
を同定する実験材料として in vitro で培養
した破骨細胞を用いることとした。また、骨
吸収活性をもつ成熟した破骨細胞から分泌
された画分に特徴的な糖タンパク質を同定
するため、分化段階の異なる破骨細胞の培養
上清、疎水性画分、親水性画分の各画分を調
製し、レクチンアレイを用いた糖鎖構造解析
を行なった。本研究では、成熟破骨細胞から
分泌されるタンパク質に焦点を当てたため、
特に疎水性画分と培養上清を用いたレクチ
ンアレイの結果を重視した。レクチンは糖鎖
結合タンパク質で、レクチンによってそれぞ
れ特定の糖鎖構造を認識することが知られ
ている。レクチンアレイの結果、3 種類の破
骨細胞特異的レクチン候補を見出した。 
 二年目および三年目にはこれら3種類のレ
クチンのうち、マウス脛骨のパラフィン切片
染色において破骨細胞を特異的に認識する
レクチンを「新規骨吸収窩認識レクチン」と
して絞り込み、このレクチンに結合する糖タ
ンパク質の同定を行なった。新規骨吸収窩認
識レクチンに結合する糖タンパク質のうち、
最も主要なタンパク質を MALDI-TOFMS（質量
分析装置）を用いて同定した結果、MMP-9 で
あることが明らかとなった。MMP-9 は破骨細
胞に強く発現していること、分泌タンパク質
として骨基質を分解することが既に報告さ
れていることから、骨吸収窩に存在するタン
パク質としては予想できる分子であった。今
後は、成熟破骨細胞から分泌された MMP-9 の
糖鎖構造を明らかにしていくとともに、破骨
細胞以外から分泌されたMMP-9の糖鎖構造と
の比較を行ない、成熟破骨細胞が分泌する
MMP-9 が持つ糖鎖構造の特異的な役割を明ら
かにして行きたいと考えている。これまでの
研究により、糖鎖修飾は、マトリックスプロ
テアーゼであるMMP-9の酵素活性に大きな影
響を与えないことが報告されている（Van den 
Steen PE et al. J Biol Chem. 2006, 281(27): 
18626-37）。このことからも、成熟破骨細胞
から分泌された糖鎖修飾型MMP-9が全く新し
い機能を持つ可能性は十分に考えられる。さ
らに最終年度は、骨吸収窩付近における骨芽
細胞の動きを観察・解析するために、骨吸収
窩の標識、骨芽細胞の可視化、観察方法の検
討を行った。骨吸収窩付近における骨芽細胞
の動きを観察する解析方法を確立後、実験系
に新規骨吸収窩認識レクチンや抗MMP-9抗体
を添加し、骨芽細胞の動きの変化を調べた。
いずれの処理に関しても骨芽細胞の接着に
大きな影響がみられ、動きの観察・解析をす
るには至らなかった。今後は骨芽細胞の接着
に関する問題を除くため、骨吸収窩を作る骨
片に関して素材やコーティング等の検討を

行なった後、本研究で同定した糖タンパク質
が骨芽細胞の動きに与える影響を解析した
いと考えている。 
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