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骨代 謝 は、破 骨細胞 による古 い骨基 質 の吸収 反応 と、骨芽細胞 によ る新 しい骨基 質

の形 成反応 によ り維持 され て いる。 骨粗髪症 をは じめ とす る骨疾患 の多 くが骨 吸収の

異常 克進 に起 因す る ことか ら、破骨 細胞 は各種 骨疾患 の治療法 開発 にお ける標 的細 胞

と して、そ の分化 および骨 吸収活性 の制御機構 に関す る研 究が盛 ん に行 われて いる。

破骨細胞 は単球 一マ クロフ ァー ジ系列 の前駆 細胞 に由来 し、生存 因子M-CSFと 分化 因

子RANKLの 作 用 を受 け、単核 破骨細胞へ の分化、細胞融 合 によ る多核化、骨 吸収能 の

活性化 を経て、成熟 破骨細胞 へ と至 る。マ ウス破 骨細胞 に関す る詳細 な研 究 は多 く行

われて い るものの、 ヒ ト破骨細 胞 に関 して は、適 切な前駆細 胞株が無 い ことや、初代

細胞 の入手 にお ける限界 に加 え、imvilτoで の分化 ・成熟 に も10-14日 間 とい う比較

的長期 間の培養 を必要 とす る ことな どの理 由によ り、 あま り研 究が進 んでいな い。 こ

の ことか ら、 ヒ ト細胞 を用 いた効 率 的な成熟破骨細 胞分化誘導 系 の構 築は、骨代謝研

究 にお いて非常 に有用 な手段 を提 供す るもの と考 え られ る。

そ こで私 は、初 代マ ウス骨髄細胞 か ら破骨 前駆細胞株 を樹立 す る基本技術 を確立 し、

次 いで、それ をヒ ト骨髄 由来 の初代細胞 に応用す る ことによ り、 ヒ ト破骨細胞 の新規

分化誘 導系 を構築す るための研 究 を行 った。そ の結果 、

1)初 代マ ウス骨髄細胞 か らの破骨 前駆細胞株樹立 と解 析 ：

マウス骨髄か らM-CSF依 存性増殖 を示す細胞集 団を調製 し、温度感 受性SV40LargeT

抗原(tsLT)遺 伝子 の導入 によ る不死化 につ いて検討 を行 い、少な くとも1年 以上は

培養 可能で あ り、既 に報告 され てい る破骨 前駆 細胞 と同様 の性質 を有す る細胞 を得 る

ことに成功 した。 さ らに、それ らの細胞集 団 を限外希釈 によ り単一コ ロニー 由来 の細

胞株 を複数 取得 し、TRAP陽 性多核細 胞 に分化可能 な破骨前駆細胞株 の取得 に成功 し

た。以 上 によ り、マ ウス破 骨細胞 の研 究上有用 な ツール とな りうる破 骨前駆細胞株 を

樹立す るとと もに、ガ ン遺伝 子導入 によ る不死化 法が分化 能 を有す る破 骨前駆細胞株

の樹立 に有効 であ る ことを実 証 した。

2)ヒ ト初代破 骨前駆細胞 の培養 系構 築 ：

マ ウス系で の知見 を応用 し、 ヒ ト初代 骨髄細胞 か らヒ ト成 熟破骨細胞 への分化 を誘

導 した ものの、効 率的な分化 誘導 には至 らなか った。そ こで、 まず ヒ ト初代骨髄細 胞

をMethocult培 養 法 と抗体標識磁 性粒子 によ る細胞分取方法(MACS)を 組み合わせ

る ことで、 ヒ ト破 骨前駆細胞 の純化 を試 みた。得 られた細胞 群 を破骨細 胞分化条件下

で培養 した ところ、6日 間 とい う比較 的短 期間 にTRAP陽 性 の多核 細胞へ と分化誘導

可能で ある ことが確認 され た。それ らの細胞群 に対 し、 レ トロウィルス によ る遺伝子

の導 入 を実 施 し、導入 遺伝子 の発現 を確 認 した結果 、 ヒ ト細 胞 にお いて も破 骨前駆細

胞 への遺伝子導入 が可能で ある ことを実証 した。
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破 骨細胞 は各種骨疾患 の治療法 開発 にお ける標 的細 胞 と して、そ の分化 および骨 吸

収活 性 の制御機 構 に関す る研究 が盛ん に行 われて い る。破骨細 胞 は単球 一マ クロフ ァ

ージ系列 の前駆細胞 に 由来 し、生存 因子M-CSFと 分化 因子RANKLの 作用 を受 け、単核

破骨 細胞へ の分 化 、細胞 融合 によ る多核化 、骨吸収能 の活性化 を経て、成熟 破骨細胞

へ と至 る。 これ まで 、マウス破骨細 胞 の分化 ・成熟過 程 に関 しては、初代細 胞や 前駆

細胞 株が利用可 能で ある ことか ら、詳細 な研 究が多 く行われ てい る。一方 、 ヒ ト破骨

細胞 に関 しては、適切 な前駆細胞株 が無 い ことや 、初 代細胞 の入 手 にお ける限界 に加

え、 仇 γitτOでの分化 ・成熟 にも10-14日 間 とい う比較的長期 間の培養 を必 要 とす る

ことな どの理 由によ り、あ ま り研究 が進 んでいな い。 この ことか ら、 ヒ ト細胞 を用 い

た効 率的な成熟 破骨細胞分 化誘導 系の構 築は、骨代謝研 究な らび に応 用面 において非

常 に有用 な手段 を提供す る もの と考 え られ る。

そ こで 申請者 は、初代骨髄 細胞か ら効 率 的 に成熟破骨細 胞 を得 る分化 誘導 系の構 築

を行 った。マ ウス細胞 にお いて は、細 胞外 か らガ ン遺伝子 を導入す ることで細胞 を不

死化 し、破骨 前駆 細胞株 を得 る手法 を開発 した。 この方法 によ り、特 定の増殖 因子 を

培地 に加え る ことで、破骨細 胞 に分化 す る ことがで きる前駆細胞 を株化 で きる ことを

示 した。 また、株 化 した マウス破骨 前駆細胞 には、破骨細 胞分化 にお いて多核化 に違

いのあるポ ピュ レー シ ョンが含 まれ る ことを見 出 した。

これ らの成果 を もとに、 ヒ ト細胞へ の応用 を試 み、初代 ヒ ト骨髄細胞 か らの効率 的

な成熟破 骨細胞へ の分化誘導 系 を構 築 した。 この系 を用 い る ことで 、初 代骨髄細胞 に

比べ破骨細胞分化 能 を持 つ細胞 が80倍 以上 に増幅可能 であ り、分化 に要す る 日数 の短

縮 も実現 で きた 。 さ らに、得 られた細 胞 に レ トロウィル ス によ る遺伝子導 入が可能 で

ある ことを示 した。近年、 これ まで に行 われて きたマ ウス細 胞 を用 いた破 骨細胞研究

が、 ヒ ト細胞 を用 い る研 究 に シフ トしてきてお り、今 回の成果 は ヒ ト破 骨細胞研究 を

行 う上で の有用な 手段 と して期 待 され る。 また 、 ヒ ト破骨細 胞 を標 的 とした治療法 開

発 にお ける前 臨床試 験の代替 手段 と して も期待 でき ると考 える。

以上 のよ うに、本 論文 は初代 骨髄細胞 か ら効率 的 に成熟破骨 細胞 を得 る分化 誘導 系

の構築 を行 った もので、学術 上、応用 上貢献す る と ころが 少な くな い。 よ って審査委

員 一 同は、本論文 が博士(バ イオサイ エ ンス)の 学位 論文 として価 値 ある もの と認 め

た。


