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要旨 
 
 
破骨細胞および異物巨細胞（foreign body giant cell, FBGC）はいずれも骨髄

の造血幹細胞に由来する。破骨細胞分化初期に生じる immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif (ITAM) 受容体下流の細胞内カルシウムの振

動 (Ca oscillations) の報告はあるが、その制御機構は不明だった。本研究で

は、巨細胞分化におけるCa oscillations の役割を検討した。 

申請者は oscillations の周波数解析法を確立した。2種の ITAM受容体 Fc 

receptor γ (FcRγ) およびDNAX activating protein 12kDa（DAP12）は、

M-CSF ないしRANKL下流で oscillations に干渉し、干渉効果は周波数帯によ

り異なることを明らかにした。また関節リウマチ治療薬アバタセプトが、

FcRγを介してCa oscillations に抑制的に干渉し、NFATc1発現を抑制し、

破骨細胞分化を抑制することを解明した。 

FBGC分化時のCa oscillations の報告はなかったが、FBGC分化因子 IL-4 が

Ca oscillations を強力に抑制することを明らかにした。 

骨髄細胞由来の巨細胞分化では、Ca oscillations の周波数が巧みに制御され、

分化が制御される可能性がある。 

 
   



 6 

  



 7 

序文 
 
 

骨髄細胞由来の多核巨細胞は 2種類ある。破骨細胞Osteoclast と異物巨細胞

Foreign Body Giant Cell（FBGC）である。 

破骨細胞分化初期に、immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

(ITAM)受容体下流でカルシウムオシレーション (Ca oscillations) が起こる現

象はよく知られている。しかしCa oscillations の時系列データの定性的評価に

留まっていた。また FBGC分化における Ca oscillations の報告はなかった。 

 

本論文では、3つのサブテーマに分割し、議論を進めた。 

 

1.  破骨細胞分化における ITAM下流Ca oscillations 解析 

2.  CTLA4-Ig(アバタセプト)が破骨細胞形成を直接抑制する機序 

3.  異物巨細胞分化条件の検討、異物巨細胞分化におけるCa oscillations 
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背景 
 
1. 破骨細胞分化における ITAM下流 Ca oscillations 
 
 
破骨細胞の起源、分化誘導シグナル 

骨組織は、破骨細胞による骨吸収および骨芽細胞による骨形成が精密に制御さ

れることで新陳代謝（リモデリング）を行う組織である。骨吸収を行う破骨細

胞の由来は、単球・マクロファージ系の血球系細胞である。破骨細胞分化にお

ける必須因子には、マクロファージコロニー刺激因子 (M-CSF) 、Receptor 

activator of nuclear factor κ B ligand (RANKL) がある 1。RANKL は破骨細

胞前駆細胞に発現する受容体RANKに結合し、アダプター分子である tumor 

necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF6) を介してNFκBや

mitogen-activating protein（MAP）キナーゼなどの細胞内シグナルを活性化

し、破骨細胞のマスター転写因子とされるnuclear factor of activated T-cell 

1 (NFATc1) の発現を誘導し 2、破骨細胞分化を制御する 3, 4。 
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破骨細胞分化における immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif (ITAM) の役割 
 
上述のシグナル経路に加えて、RANKの下流において immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif (ITAM) を有する受容体を介した共刺激が破

骨細胞分化に重要であることが知られている 5 6 7。ITAM motif は、

YXXLXXXXXXXXYXXL (Y = tyrosine, L = leucine) という特徴的なアミノ酸

配列であり、チロシンキナーゼ活性を持つ。破骨細胞の起源となる単球マクロ

ファージ系に発現する ITAMとしては、Fc receptor gamma (FcRγ)および

DNAX activating protein 12kDa（DAP12）の 2種類がある（Fig. 1）。 

DAP12は、M-CSF + 

RANKL による in vitro の

破骨細胞分化に重要な役

割を果たすことが報告さ

れている 8。一方 FcRγ

の役割については議論が

あり、破骨細胞による骨

吸収に必要であるとの意

見と 9、破骨細胞形成に抑

制的に働く 10との相反する意見がある。最近の報告では、細胞外の免疫複合体

の形成状況に応じた制御を受けているとされており 11、FcRγの破骨細胞分化

における役割は未だ確定していない状況である（Fig. 2）。 
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破骨細胞分化における ITAM下流 Ca oscillations 

RANKL によって ITAM受容体が活性化されると、その下流で spleen tyrosine 

kinase（Syk）のリン酸化、phospho-lipase C（PLC）γのリン酸化が起こ

り、カルシウムシグナルが活性化されることが知られている。Komarova は、

ラットの破骨細胞形成において、RANKL投与によりCa濃度上昇が誘発され

る事を示した 12。古賀らは、マウスの破骨細胞前駆細胞に対してRANKL投与

後 24時間の Ca濃度測定により、ITAM受容体ダブルノックアウトマウス（以

下 ITAMs DKOマウス）では、細胞内カルシウムの振動（以下、Ca 

oscillations）が生じないことを示した 8。鍛冶屋らは、マウス単球性白血病細

胞由来株細胞であるRAW264.7 細胞を用いて、破骨細胞前駆細胞における

RANKL誘発性のCa oscillations には、メカノセンサーとしての機能を持つ

Caチャネル transient receptor potential vanilloid 2 (TRPV2) が必要である

ことを示した 13。また増山らは、TRPV4を介したCa流入が破骨細胞分化後期

に必要であることを示した 14。 

これらの ITAM受容体下流のCa oscillations に関する研究は、これまでCa濃

度変化の定性的理解に留まっており、破骨細胞分化におけるCa oscillations に

関しては、次の問題が未解決だった。 
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 1. Ca oscillations は、骨髄マクロファージには起こらないのか 

2. Ca oscillations は、M-CSF, RANKL いずれの下流で誘発される現象なのか 

3. ITAM受容体がないとCa oscillations が誘発されないのか 

4. 2 種の ITAM受容体 FcRγ, DAP12が、Ca oscillations の制御にどう寄与

しているのか 

5. そもそもCa oscillations の定義は何なのか 

 

これらの疑問点を解決するために、破骨細胞分化における ITAM下流 Ca 

oscillations 解析を行った。申請者は ITAMノックアウトを用いてCa 

oscillations を測定した。また、周波数に着目した解析を行い、2種の ITAM

のCa oscillations に与える役割に違いが存在することを明らかにした。 
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2. 関節リウマチ治療薬CTLA4-Ig (Abatacept) による破
骨細胞形成直接抑制 
 
 
関節リウマチの現在の治療 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis, RA）は、関節滑膜の炎症を中心とした

全身性自己免疫疾患である。発症早期から関節破壊が生じ、日常動作の障害や

生活の質の低下へと直結する為、早期から寛解を目指した治療介入が重要とな

る。薬物療法の進歩によって最近 20年間で RA治療戦略は大きな変化を遂げ

た。中でも抗TNF-α製剤をはじめとした生物学的製剤の登場によって、疾患

活動性のコントロールは著しく改善し、寛解がRA治療の現実的なゴールにな

っている。また Smolen らが提唱した treat to target（T2T）が旗印となり

15、早期介入を意図した診療アルゴリズムは国内外で普及し、RAの治療成績は

向上した。しかし生物学的製剤登場後も効果不応例は少なからず見られ、骨破

壊が進行する症例も存在するため、効果的な骨破壊予防薬の開発が期待されて

いる。 
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関節リウマチの病態と治療薬作用点 

Fig. 3 は RA進行に伴い生じる骨破壊に関わる種々の細胞とその治療標的をま

とめたものである 16。左側の遺伝的要因および環境要因に暴露された抗原提示

細胞は、自己免疫寛容の破綻をきたす。抗原提示細胞は、T細胞を活性化し、

B細胞による種々の自己抗体産生を促す。関節近傍滑膜組織にはマクロファー

ジなどの炎症細胞が浸潤し、tumor necrosis factor（TNF）α、interleukin 

（IL）-1、IL-6 などの炎症性サイトカインを大量に産生する。 

滑膜線維芽細胞に強く発現するRANKLにより分化促進された破骨細胞は滑膜

―骨境界面に多く存在し、RAの骨破壊において中心的な役割を果たす。 
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T細胞のうち、Th17細胞は IL-17を産生して局所炎症を活性化し、滑膜線維

芽細胞のRANKL発現を促す 17。さらに抗シトルリン化ペプチド (CCP) 抗体な

どACPA (anti-cyclic citrullinated peptide) は、破骨細胞前駆細胞に直接作用

して破骨細胞分化を促進する 18。近年、イムノグロブリン免疫複合体が、Fc 

gamma受容体を介し破骨細胞分化を制御することが報告されている 11。 

単球・マクロファージ系前駆細胞由来の破骨細胞が、T細胞やB細胞を含む獲

得免疫系からのフィードバックによる制御を受ける点は、RAの新たな治療標

的になる可能性がある。 

ヒト型抗RANKLモノクローナル抗体デノスマブは、RANKLと RANKの結合

を阻害して破骨細胞の分化を強力に抑制し、骨粗鬆症における脆弱性骨折予防

効果を有するが、RAにおける骨びらん進行抑制にも有用であることが明らか

になっている 19。一方、炎症がトリガーとなる軟骨破壊は、滑膜細胞や軟骨細

胞によるプロテアーゼ産生が主たる原因である。 

RAに対する生物学的製剤のうち、特徴的な作用点を持つものとして、細胞傷

害性Tリンパ球抗原（cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen, CTLA）4 

を利用したアバタセプト (CTLA4-Ig) が挙げられる。CTLA4は制御性T細胞

に発現し、抗原提示細胞上のCD80または CD86に結合することでT細胞受

容体の活性化を抑制する分子として知られている。CTLA4と免疫グロブリン

の定常部分との融合タンパクであるCTLA4-Ig は、T細胞共刺激阻害を競合阻

害し、T細胞の活性化を抑制する。 
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CTLA4-Ig (アバタセプト) による破骨細胞分化抑制機序 

CTLA4-Ig はこのよ

うにT細胞の活性化

を抑制することで

RA疾患活動性を制

御する治療薬である

が、近年破骨細胞分

化を直接的に抑制す

るというエビデンス

が蓄積している

（Fig. 4）。Schett らのグループは、CTLA4-Ig が破骨細胞前駆細胞の

CD80/86を介して、indoleamine 2,3-dioxygenase/tryptophan 経路を活性化

し、破骨細胞の分化を抑制すると報告した 20。また臨床研究でも、多田らが

CTLA4-Ig による大腿骨頚部BMD (bone mineral density) 上昇効果を報告し

ており、ヒトにおいても破骨細胞の機能を抑制するメカニズムが想定された

21。しかし、CTLA4-Ig はなぜ破骨細胞分化を直接抑制するのか、メカニズムの

全貌は明らかではなかった。 

申請者は、CTLA4-Ig の直接作用機序として、破骨細胞分化のマスター転写因

子NFATc1発現経路への影響に着目した。本研究によって、これまで報告のな

い細胞内Ca oscillations への干渉現象を見出した。 
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3. 異物巨細胞分化とCa oscillations  
 
 
インプラント周囲の異物反応 

整形外科で汎用される人工関節をはじめ生体内インプラントは、血管内・骨内

に移植されるものや・新たな靭帯再建を目的としたものなど様々なバリエーシ

ョンに富む。生体内でインプラントが固有の効果を発揮するには、物理的に安

定することのみならず、周囲に過剰な炎症・感染症など、生体にとって有害な

反応を生じないことが求められる。インプラントのゆるみが生じる過程は様々

である。破骨細胞による骨吸収は、骨内インプラントゆるみの原因となるが、

感染を契機とする場合もあれば、感染が証明されず生体防御の一環として異物

を排除する機構のみが賦活化していると考えられる場合もある 22。 

生体において異物を認識する細胞としては、好中球、マクロファージ、樹状細

胞などの自然免疫系にカテゴライズされる細胞群が挙げられる 23。マクロファ

ージは、細菌、ウイルスから、死細胞、代謝産物、細胞外基質、酸素濃度、温

度、pHなどの外的環境まで様々な異物・外的要因を認識する受容体を持って

おり、これらはパターン認識受容体としてまとめられている。審良らが報告し

たToll 様受容体（TLR）はパターン認識受容体ファミリーであるが、TLR1か

ら TLR11まで報告されており、各々DNA、RNA、脂肪化タンパクなど、種々

の異物を受容し、細胞内シグナルを惹起する 24。 
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異物反応における異物巨細胞 

生体内インプラント周囲には、多核巨細胞である異物巨細胞（foreign body 

giant cell, FBGC）が数多く存在する。この現象は古くより知られており、生

体内に埋没した骨ロウ周囲に生じた巨細胞が最初の報告である 25。電子顕微鏡

を用いた詳細な観察では、FBGCは周囲に外套膜構造を複数持つ多核巨細胞で

あり、破骨細胞とは明らかに形態が異なることが示された 26。近年、生体内異

物周囲に集まる FBGCの live imaging に関する報告があり、異物留置後経時

的に小細胞が融合して巨細胞ができることも明らかになった 27。 

FBGC は前述の通り、存在は広く知られているものの、 FBGC の生体内にお

ける役割は不明なままである（Fig. 5）。FBGC は、インプラントゆるみの原

因となる骨吸収を起こすと考えられてきたが 28、FBGC自身は骨吸収能を持た

ないことが証明された 29。 
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異物巨細胞の分化メカニズム 

また、FBGCの分化メカニズムについても、未解明点が多い。破骨細胞と

FBGCはいずれも単球・マクロファージ系細胞由来である。破骨細胞の分化誘

導においては、M-CSF およびRANKLが必須因子であり、Ca oscillations の

賦活化が分化において重要である。一方で FBGCの分化には、インターロイキ

ン４ (IL-4) が必須因子である。IL-4 は FBGC以外にも、通常のマクロファー

ジとは形態の異なる細胞集団として定義されたM2マクロファージ（組織修復

性マクロファージ）分化も誘導する 30。興味深いことに、IL-4 は破骨細胞分化

の強力な抑制因子であることが知られている 31 32。また IL-4 に加え、顆粒球マ

クロファージ刺激因子 (GM-CSF) が共存すると、破骨細胞分化が抑制され 33、

他の巨細胞が誘導されやすい。 

FBGC分化における ITAMの必要性は、破骨細胞に比べて検討が進んでいな

い。DAP12は、マクロファージが融合する際に必要であると報告されている

34。また異物反応に関連して、マクロファージの Fc gamma受容体は、異物の

サイズを認識し、貪食するか否かの判断する役割をしていることが知られてい

る 35。 

さらに、FBGCの in vitro 培養には、破骨細胞に比べて純度高く分化誘導する

方法がない。マクロファージは、sorting を行わない限りM1, M2の subset を

いずれも含むヘテロな細胞集団であるように、これまでの FBGC分化誘導法で

は、単核の細胞が多く混ざり、FBGCの純度が上がらないばかりか、FBGC の

判別が困難であった。さらには、FBGCは巨大な細胞で sorting に耐えない。
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よって FBGCの異なる sub population の混在が想定されるものの、分離する

ことができず、結果研究が進まなかった。 

そこで申請者は、GM-CSF + IL-4 による in vitro の FBGC誘導系を改良し、

新たな分化誘導法にて、ITAMの分化における必要性について検討した。また

FBGC分化においても、破骨細胞同様にCa oscillations の変動が起こるか、さ

らには oscillations が起こるならばどのような制御を受けているのか検証し

た。 
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目的 
 
 
本研究の目的は下記の 3点である。 
 
 
・1. 破骨細胞分化早期において、2種の ITAM下流の Ca oscillations の違い

を明らかにすること。 

・2. CTLA4-Ig が破骨細胞形成を直接抑制する機序を明らかにすること。 

・3. FBGC分化誘導法を確立し、FBGC分化におけるCa oscillations の存

在、ITAMの役割を検証すること。 
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方法 
 
マウス 

C57BL/6 は三共ラボサービス（東京, 日本）より購入した。Fc receptor 

gamma (FcRγ)ノックアウトマウス（以下、KOマウス）、およびDAP12 KO

マウスは、東北大学加齢医学研究所高井俊行先生より提供された 36。FcRγ 

KOマウスとDAP12 KOマウスを交配し、FcRγ + DAP12 ダブルノックアウ

トマウス（以下、ITAMs DKOマウス）を作製した。 

 

初代骨髄細胞培養、in vitro 破骨細胞分化誘導試験 

マウス両下肢より骨髄細胞を採取した。α minimum essential medium (α-

MEM; Sigma-Aldrich Co., Missouri, 米国)に、10% fetal bovine serum (FBS; 

JRH Biosciences, Kansas, 米国)、1 % GlutaMax (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Massachusetts, 米国)、ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液

（Sigma-Aldrich）を加えたものを培養液とした。 

M-CSF（R&D Systems, Minnesota, 米国）（50 ng/mL）を培養液に加え、2 

～ 3日骨髄細胞を培養することで、骨髄マクロファージを得た。 

細胞数を 1×105個/mL に調整した上で、骨髄マクロファージを 96 well プレー

トに各well 100 μL ずつM-CSF (50 ng/mL) およびRANKL (25 ng/mL) 

(PeproTech Ltd., New Jersey, 米国)を加え培養し、破骨細胞を得た。 
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破骨細胞の分化を確認するため、tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) 

染色を行った。他の細胞に比べてサイズが大きく、多核の巨細胞を破骨細胞と

定義した。 

 

細胞内カルシウム濃度測定 

細胞内カルシウム濃度測定は、以下の正規法で行った。カルシウム検出試薬と

して、 Fura-2（Dojindo, 熊本, 日本）を用いた。蛍光の測定は、34℃に温め

て行った。細胞外液にはNaCl 150 mM, KCl 6 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 1 

mM, HEPES 10 mM, and D-glucose (pH 7.4) 10 mMを含めた。 

アーチファクトの影響を取り除いて、細胞内カルシウム濃度を測定するため、

光電子増倍管（Aquacosmos; Hamamatsu Photonics, 静岡, 日本）にて 340 

nmと 380 nmの 2波長の蛍光を測定した。測定は蛍光顕微鏡を用い、2～3

秒の間隔で、ほぼ一定のペースで行い、各シリーズ 600秒以上測定した。蛍光

強度比を細胞内カルシウム濃度とした。 

細胞内Ca濃度測定は、別の条件（細胞外液中のカルシウムが欠乏状態）で

も、簡易的に蛍光顕微鏡で測定した。骨髄マクロファージを 96 well プレート

上にサイトカインフリーの条件で 1晩培養した。1群には、CTLA4-Ig（25 

μg/mL）を加えた。解析 1時間前に培養液をカルシウムが含まれないPBSに

替え、カルシウム検出試薬 Fluo-4（Fluo-4 NW Calcium Assay Kit, 

Invitrogen）を試薬取り扱い指示通りに投与した。蛍光顕微鏡にて、494 nm

の蛍光を室温で約 10秒おきに検出した。測定開始 1分後に、M-CSF（50 
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ng/mL）および RANKL（50 ng/mL）を添加し、合わせて 6分間蛍光測定し

た。 

 

カルシウム濃度変動のデータ解析 

各細胞において得られた蛍光強度比の時系列データより 1階の差分を求め、1

時点少ないデータに変換した。この後に行うフーリエ変換に耐える弱定常過程

と見做すためのデータ前処置である。差分のデータは、平均はほぼ 0で一定と

みなせる。続いて、各細胞ごとに、差分データをフーリエ変換し、Ca 

oscillations の周波数を求めた。薬剤急性投与中の周波数変換には、時系列に

沿った周波数解析として、ウエーブレット変換を用いた。 

各細胞のカルシウム濃度変動の振幅は、以下のように求めた。実験 2では簡易

的に、差分の最大値を採用した。実験 1および 3では、周波数フィルタリング

の原理を用いた。フーリエ変換後の周波数データから、特徴的な周波数域に絞

り抽出した。逆フーリエ変換によって、固有周波数帯の振動を再構築した。得

られた振動の変動量（最大値―最小値）から、個々の細胞の oscillations 振幅

を求めた。 

データ解析には、R version 3.5.1 を用いた。tidyverse packages を主として

用いた。Morlet ウエーブレット変換には、Tarik らが開発したパッケージ 

‘biwavelet’ を用いた 37。 
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In vitro 破骨細胞分化誘導におけるCTLA4 の作用検証 

96 well プレートにて骨髄マクロファージを培養した。破骨細胞分化誘導条件

において、マウスキメラCTLA4-Ig（recombinant mouse CTLA4 Fc 

chimera; R&D Systems）(以下、特に断りがない場合はCTLA4-Ig は、この試

薬を指す) を投与した。これはマウスCTLA4とヒト IgG1 Fc ドメインからな

る結合タンパクである。5 μg/mL の投与を基本とし、濃度依存性を検証する

実験では、25 μg/mL の条件も追加した。 

CTLA4-Ig における作用ドメインを確定する実験では、マウス

CTLA4/CD152Human IgG1 (ACRO Biosystems, Delaware, 米国)、Human 

recombinant IgG1 Fc (R&D Systems) を用いた。 

 

In vitro 破骨細胞 survival assay 

破骨細胞の生存期間への影響は、秋山らの手法を適宜変更して検討した 38。In 

vitro で破骨細胞を前述の培養方法で 4日間行う際に、1群では CTLA4-Ig を添

加した。その後、M-CSF およびRANKLをメディウムから除去したタイミング

を time 0 とした。図に示した各タイミングまで培養を継続した。各タイミン

グのTRAP陽性の多核巨細胞数をカウントし、time 0 の平均値を 100%とした

時の割合を生存率と定義し求めた。 
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培養細胞からの total RNA 抽出および cDNA合成 

骨髄マクロファージに対して 2日間RANKL 刺激下に培養した後、RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, Venlo, オランダ) を用いて total RNAを抽出した。プロト

コールはKit の各種指定の条件に従った。Complementary DNAは、Prime 

Script RT reagent kit (Takara Bio, 滋賀, 日本)を用いた逆転写で作成した。 

 

Quantitative real-time PCR (qPCR) 解析 

遺伝子発現レベルは、SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio)を用い Thermal 

Cycler Dice Real-Time Systemにて定量 PCRにて解析した。β-Actin を内在

性コントロールとし、Change-in-threshold 法にてmRNA相対発現レベルを

求めた。 

qPCRs に用いた、primer 配列は以下の通りである。 

β-actin-forward: 5-TGAGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3′  

β-actin-reverse: 5-AAGAAGGAAGGCTGGAAAAGAG-3′  

NFATc1-forward: 5-CAAGTCTCACCACAGGGCTCACTA-3′  

NFATc1-reverse: 5-GCGTGAGAGGTTCATTCTCCAAGT-3′. 

 

細胞免疫染色 

破骨細胞分化初期のNFATc1のタンパク発現を細胞免疫染色にて評価した。骨

髄マクロファージに対し、M-CSF およびRANKLを投与し 2日経過した段階

で、4%中性パラホルムアルデヒドを用いて 10分間固定した。Bovine serum 
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albumin を用いてブロッキング処理を行った上で、一次抗体として抗マウス 

NFATc1抗体 (1:100 希釈; Santa-Cruz, Texas, 米国) を加え、4ºCで一晩おい

た。続いて二次抗体として Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (1:200 希釈; 

Promega, Wisconsin, 米国)を加えた。DAPI (1:2000希釈; Wako Pure 

Chemicals Indus- tries, 大阪, 日本)による核染色を追加し、観察した。 

 

Western blotting によるタンパク発現量解析 

前述の骨髄マクロファージをM-CSF + RANKL 存在下で 2日間培養し in vitro

で破骨細胞分化誘導した。PBSでよく洗った上で、RIPA buffer (1% 

Tween20, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.25 mM 

phenylmethylsulfonylfluoride, 10 μg/mL aprotinin, 10 μg/mL leupeptin, 

1 mM Na3VO4, 5 mM NaF) (Sigma-Aldrich Co.) にて細胞を溶解し、タンパ

クを抽出した。タンパクは SDS-PAGEにて電気泳動した上で、poly 

vinylidene fluoride メンブレン (Millipore Corp., Massachusetts, 米国) に転

写した。ブロックングを行った上で、一次抗体反応を 1晩かけて行った。一次

抗体として、抗マウス NFATc1抗体 (1:1000 希釈; Santa-Cruz)、抗マウスβ-

actin 抗体 (1:1000希釈; Sigma-Aldrich)を用いた。続いて二次抗体反応を, 

horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:10000 希

釈; Promega)を用いて行った。化学発光したバンドを enhanced 

chemiluminescence (GE Healthcare, Illinois, 米国) を用い検出した。 
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In vivo 頭蓋骨骨溶解モデルを用いた CTLA4-Ig の効果検証 

CTLA4-Ig による in vivo での骨吸収抑制作用を検証するため、マウス頭蓋骨

における LPS誘導性骨溶解誘発に対する作用を検討した 39。 

10週齢雌マウスの頭蓋骨上に、phosphate-buffered saline (PBS) 200 μL に

LPS (25 μg/g)を添加し注入した。LPSを加えない個体を骨破壊陰性コントロ

ール群とした。CTLA4-Ig 投与群では、マウスキメラCTLA4-Ig (2.5 μg/ 

gram 体重)を追加した。投与 5日後に、マイクロCTを撮影した。InspeXio 

SMX-100CT system（島津製作所, 京都, 日本）を用いた。撮影方法は、

Huang らの方法を参考にした 40。スキャンは 90 kV, 40 μAで行った。解像度

は 1,024 × 1,024 ピクセルとした。頭蓋骨 3D像の再構築には、TRI/3D-BON 

（Ratoc System Engineering, 東京, 日本）を用いた。骨吸収面積の推定のた

めに、ImageJ software （version 1.51, Wayne Rasband, National Institutes 

of Health, 米国）を用いて画像解析を行った。 

 

In vitro FBGC 分化誘導試験 

骨髄マクロファージは、破骨細胞の検討実験と同様の方法で得た。FBGCの in 

vitro での分化誘導は、まずは既報の通り行った 39。細胞数を 1×105個/mL に

調整した上で、96 well プレートに各well 100μLずつ分注し、GM-CSF（50 

ng/mL）（R&D Systems）および IL-4 （50 ng/mL)（R&D Systems）を加え

2～4日間培養し、FBGCを得た。FBGCの分化を確認するため、May‒

Grünwald Giemsa （MGG） 二重染色を行った。他の細胞に比べてサイズが
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大きく、多核の巨細胞で、破骨細胞と異なり辺縁の歪な構造のものを FBGCと

定義した。 

上述の FBGC分化誘導従来法では、染色後に多核巨細胞の同定が困難だったた

め、新たな FBGC分化誘導法を検討した。骨髄細胞からM-CSF 刺激下で巨細

胞前駆細胞を得る過程で、IL-4 を添加し前処置した。コントロールとしてGM-

CSF、ないしは無処置の群をおいた。前処置後の FBGC誘導条件は同じであ

る。前処置を追加することで、FBGCの同定は容易になった。前処置にて添加

するサイトカインの濃度検討を行った結果、FBGC誘導時の半量程度あれば、

同定容易な FBGCを比較的均質に分化誘導できることが分かった。よって巨細

胞前駆細胞を得る前処置では、IL-4 ないしは GM-CSF を 25 ng/mL ずつ加え

た。 

 

In vivo マウス腹腔内異物モデル 

In vivo での異物反応観察のため、マウス腹腔内異物モデルを用いた 39。 

腹腔内麻酔を行い、マウス腹部を正中切開し、腹膜を切開し、腹腔内に進入し

た。1 cm角に裁断しPBSに浸しておいたポリウレタンスポンジをマウス腹腔

内に 3個留置した。腹膜、皮膚を各層縫合した。腹腔内留置後 6日後に、マウ

スを安楽死させ、腹腔内のスポンジを取り出した。 

組織像の検討は以下の通り行った。10%中性ホルマリンで固定の上、パラフィ

ン包埋した上で切片を作成し、HE染色した。スポンジ異物周囲に形成される

層状の構造を評価した。 
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統計学的処理 

データは、平均値 ± 標準偏差（standard deviation, SD）の順に示した。各群

の平均値の統計学的検定としては、主に対のない両側 Student’s t-test を行っ

た。蛍光強度比差分の最大値、および骨吸収域の比較では、Wilcoxon rank 

sum test を行った。振幅の多群間比較検定の際は、一元分散分析（one-way 

analysis of variance (ANOVA); Tukey-Kramer 法）を行った。有意水準は、P 

< 0.05 とした。 

 

倫理的配慮 

動物実験は、慶應義塾大学動物実験委員会 (Permit Number: 09092) および東

京大学動物実験委員会 (Permit Number: Med-P14-096) の承認を得て行っ

た。 
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結果 および 考察 
 
1. 破骨細胞分化における ITAM下流 Ca oscillations 解析 
 
結果 
 
ITAMによる in vitro 破骨細胞分化への影響 

FcRγおよびDAP12という 2種類の ITAM受容体KOマウスを用いた in 

vitro 破骨細胞分化培養系によって、これらの受容体が破骨細胞分化に与える

影響を調べた。野生型マウスと比較し、FcRγ KOマウス由来の骨髄細胞から

は、同程度破骨細胞が分化誘導された。一方、DAP12 KOおよび ITAMs DKO

マウス由来の骨髄細胞からは、破骨細胞誘導が著しく減少した（Fig. 6）。 

 

破骨細胞分化初期の Ca oscillations 測定 

骨髄細胞に M-CSF 刺激を 3日間行い、骨髄マクロファージを得た後、カバー

グラス上に播種して接着させた。1晩サイトカインフリーとした後をday 0 と

し、M-CSF 50 ng/mL、RANKL 25 ng/mL、M-CSF + RANKL の各条件で 2

日間刺激したday 2 の 2つのタイミングで、Ca oscillations を計測した。 

Ca oscillations の観察は Fig. 7A に示すように行った。観察で得られた蛍光強

度比時系列データの解析は、Fig. 7B に示すように行った。各細胞から得られ

た蛍光強度比の時系列を、1時点差分に変換した。平均値がほぼ 0であり、弱

定常状態となり、その後の周波数変換のため、必要なデータ前処置であった。

データ測定間隔はほぼ一定であったが、測定間隔が不均等な時系列データでも
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周波数変換が可能な Lomb-Scargle 法を用いて 41、時系列データを周波数デー

タに変換した。各シリーズのデータサンプリング間隔は、2 ～ 3秒であったた

め、最も遅い間隔に合わせ、ナイキスト周波数（サンプリング間隔の周波数の

半分）0.16 Hz（≒1/3*1/2 Hz）より遅い周波数成分を解析対象とした。得ら

れた周波数のデータは periodogramとなり、横軸は周波数（Hz）、縦軸はパ

ワー（dB）として図示した。周波数帯の構成成分の傾向を定性的に評価するた

め、累積 periodogram（低い周波数成分から足し合わせて、合計が 100%とな

る）を作成した。 

 

野生型マウス由来破骨細胞分化初期の Ca oscillations  

Wild type マウス由来骨髄マクロファージから得られた細胞内カルシウム濃度

のデータをまとめた（Fig. 8）。まずは蛍光強度比実測データの所見を述べ

る。骨髄マクロファージにおいては、day0 でも一部の細胞のCa oscillations

は大きく検出は容易だった。day2では、M-CSF, RANKL, M-CSF + RANKL

いずれのサイトカイン刺激条件においても、Ca oscillations は見られた。 

次に、周波数変換して得られたピリオドグラムの所見を述べる。大別して上に

凸になる細胞と下に凸になる細胞の 2群に分類可能であった。いずれのサイト

カイン条件でも同様の傾向が見られた。上に凸の傾向を示した細胞は、元の時

系列データを参照すると振幅が大きく変化が見やすいものが多かった。 

上記結果をまとめると、Ca oscillations は、RANKL 刺激特異的な現象ではな

いことが分かった。また細胞ごとに周波数パターンが異なることが分かった。 
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ITAM KOマウス由来破骨細胞分化初期の Ca oscillations  
 

各種 ITAM KOマウス由来の骨髄マクロファージから得られた細胞内カルシウ

ム濃度を測定した。Fig. 9Aに時系列データを示す。FcRγ KO由来細胞で

は、サイトカイン刺激後にCa oscillations の振幅が減弱し、特にRANKLを単

独投与すると最も減弱することが分かった。他方、DAP12 KO由来細胞では、

サイトカイン刺激後にCa oscillations の spike が際立って見えることが分かっ

た。ITAMs DKO由来細胞では、day 0 の Ca濃度の粗い変動が顕著だった。

day2における Ca濃度変化は、FcRγ KOより明瞭であり、DAP12 KOのよ

うな spike は少なかった。 

次に、累積 periodogramのデータをまとめた（Fig. 9B）。day 0 では、

ITAMs DKO細胞において上に凸の傾向が顕著だった。Day 2 では、FcRγ 

KO細胞ではいずれのサイトカイン刺激条件下でも下に凸となった。他方、

DAP12 KO細胞では、いずれのサイトカイン刺激条件下でも上に凸の傾向を示

した。ITAMs DKO細胞では、M-CSF 刺激では下に凸、M-CSF + RANKL 刺

激では上に凸、RANKLでは上に凸が低周波域でのみ見られる特徴的な

sigmoidal curve が見られた。 

これらの結果から、2種の ITAMには、各種サイトカイン刺激下で、Ca 

oscillations の周波数帯が変調するのを抑制する役割があることが分かった。 
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Ca oscillations の周波数フィルタリング、振幅評価 

これまでの実験結果から、2種の ITAMがCa oscillations に対して各周波数帯

に与える影響が異なることが分かった。そこで、各周波数帯に含まれる成分を

元波形に復元し、即ち、逆フーリエ変換し、変動波のパターンを観察し、比較

的均質な波形から振幅を求めた。新たな解析方法の概要は、Fig. 10 にまとめ

た。 

周波数帯として、0.01 ～ 0.03 Hz を Low frequency、0.03 ～ 0.1 Hz を

High frequency と定義した。周波数帯を区切った根拠としては、以下の通り

である。蛍光強度比を測定して得られるCa oscillations の周波数帯のうち、全

施行で検出可能だったのは 0.16 Hz 以下であった。0 ～ 0.16 Hz の中で、トレ

ンド成分と考えられる 0.01 Hz 未満の遅い波、および白色ノイズと考えられる

0.10 Hz より大きな速い波を除去した。0.01 ～ 0.10 Hz の中で値の対数をと

った際に、ほぼ中間値となる 0.03 Hz（log10 0.03 ≒ -1.5）を帯域内のカット

オフ値とした。 

Fig. 11A は、Fig.9Aの蛍光強度比時系列データを変換し得られた周波数デー

タをもとに、Low frequency の成分を抽出した上で、フーリエ逆変換し、復元

された 1時点差分データを表す。Fig. 11B は、1時点差分データを累積加算

し、元の蛍光強度比の推移に変換した。Fig. 11C,D は、6Bの振動の最大値か

ら最小値を引き求めた振幅を図示した。Fig.11Cでは野生型マウスにおける各

種サイトカイン条件下の振幅を比較したが、有意差はなかった。Fig.11Dでは

各種サイトカイン条件下における、各種ノックアウトマウス間の振幅を比較検
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討した。Low frequency の振幅は、day0で有意差はつかないものの、FcRγ 

KOマウスで減少し、ITAMs DKOマウスで増加する傾向が見られた。day 2 

M-CSF 刺激後は、KOマウスは全て振幅が減少した。RANKL 刺激後は、

single KOマウスでは振幅が減少した。FcRγ KOマウスでは、M-CSF + 

RANKL 条件下でも振幅が減少した。 

続いて、High frequency に限定した元データ復元を試みた。Fig. 11E は、

High frequency を抽出し復元した 1階差分データであり、Fig. 11F は加算変

換し得られたカルシウ濃度変化である。Fig. 11G,H はその振幅である。High 

frequency 域でも野生型は各種サイトカイン刺激で振幅に有意差はなかった。

各種ノックアウトマウスの検討では、M-CSF 刺激群のみ、KOマウスは全て振

幅減弱が見られた。 

まとめると、ITAMはいずれの周波数帯においてもM-CSF 刺激中の振幅維持

に関わっている可能性が示唆された。またRANKL刺激中は、低周波域の維持

に ITAMが 2種揃っていることが必要であると考えられた。 
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Fig. 6 in vitro 破骨細胞分化誘導と ITAM 

 
In vitro 破骨細胞誘導において ITAMが与える影響。野生型マウス、FcRγ 
KOマウス、DAP12 KOマウス、ITAMs DKOマウスより得られた骨髄マクロ
ファージを用い、96 well プレートにて、M-CSF（50 ng/mL） + RANKL（25 
ng/mL） 投与 4日間で破骨細胞を誘導した（シェマとして上段に示した）。 
下段左に 4日目のTRAP陽性染色像の代表像を示す。下段右図では、各well
における破骨細胞数を由来マウスごとに比較した（bilateral t-test; p 
*<0.05）。  
骨髄マクロファージからの破骨細胞形成は、野生型マウスと比較し、DAP12 
KOマウスないし ITAMs DKOマウスでは、著減した。 
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A                 B 

 

 

Fig. 7 Ca oscillations 測定および解析の概要 

 
(A) Ca oscillations 測定の実際をシェマにまとめた。骨髄マクロファージをカ
バーガラス上に接着させた。1晩サイトカインフリーとした時点をday 0 とし
た。その後各種サイトカインを 2日間加えた。 
観察前に Fura-2 で前処置を行った。蛍光顕微鏡下で、蛍光強度を細胞ごとに 2
波長同時に測定した。サンプリング間隔は、2～3秒おきに行い、600秒以上
記録した。算出された蛍光強度比を細胞内カルシウム濃度とした。 
 
(B) Ca oscillations 解析の実際をシェマにまとめた。各細胞の蛍光強度比の時
系列データを 1階差分列に変換し、周波数変換可能な弱定常状態を仮定でき
た。フーリエ変換にて、時系列データを周波数に変換した。periodogramで
は、横軸は周波数（Hz）、縦軸は各々の周波数のパワー（dB）を表す。ナイ
キスト周波数を参考に、0.16Hz 以下を解析対象とした。 累積 periodogram
では、横軸は周波数（Hz）、縦軸は低周波から高周波へと加算した累積度数
（%）を縦軸に表している。 
細胞ごとに得られた蛍光強度比の時系列データは、周波数の異なる波からなる
合成波と考える。フーリエ変換にて周波数データに置換することで、どのよう
な周波数の波の成分が多く含まれているのか、特徴を掴むことができる。 
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Fig. 8 破骨細胞分化初期の Ca oscillations 

 
骨髄マクロファージを 1晩サイトカインフリーでカバーガラスに接着させた後
をday 0 とし、各種サイトカイン（M-CSF、RANKL、M-CSF + RANKL）を
2日間投与した時点（day 2）とともに、Ca oscillations の自発波を計測し
た。 
計測された時系列データをもとに、周波数解析を行った。各列は、タイミング
（day 0 ないし day 2）、day2は各種サイトカイン投与条件を示している。
最上行は蛍光強度比の元データである。細胞ごとに異なる色を用いて表示して
いる。2行目は、対応する細胞の蛍光強度比の 1時点差分である。3行目は、
periodogramであり、周波数（0 ～ 0.16 Hz）ごとのパワー（dB）を表す。4
行目は、累積 periodogramであり、低周波から高周波に至る累積度数を表し
ている。 
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Fig. 9 各種 ITAM KO マウス、破骨細胞分化初期の 
Ca oscillations 

 
 
各種 ITAM KOマウス由来の骨髄マクロファージを用いて検討した。1晩サイ
トカインフリーでカバーガラスに接着させたタイミングをday_0とし、各種サ
イトカイン（M-CSF、RANKL、M-CSF + RANKL）を 2日間投与した時点
（day 2）とした。day_0および day_2の各種サイトカイン刺激条件下におい
て、Ca oscillations の自発波を計測した。 
1行目には野生型マウス（コントロール）、2行目は FcRγ KOマウス、3行
目はDAP12 KOマウス、4行目は ITAMs DKOマウスのデータを示す。各列
は、タイミング（day 0 ないし day 2）、day2は各種サイトカイン投与条件
を示している。 
 
(A) Ca oscillations を反映する蛍光強度比の元データ。各図内、細胞ごとに異
なる色を用いて表示した。 
 
(B) 図 Aの蛍光強度比データを前処置し、周波数変換を行うことによって得ら
れた累積 periodogram。低周波から高周波に至る（0 ～ 0.16 Hz）累積度数
（%）を表す。Ca oscillations の周波数の偏りの傾向が分かる。 
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Fig. 10 Ca oscillations 周波数フィルタと復元の概要 
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Ca oscillations の周波数フィルタおよびフィルタリング後元波形復元の概要を
シェマとして示す。 
 
Low frequency は 0.01 ～ 0.03 Hz、High frequency は 0.03 ～ 0.1 Hz と定
義した。 
まずはこれまで通り、蛍光強度比時系列データを前処置の上、周波数データに
置換した。次に、LowおよびHigh frequency として定義した周波数帯に含ま
れる成分のみを各々抽出した。 
抽出された周波数データに、逆フーリエ変換を施し、1時点差分のデータを復
元した。記録開始前および記録終了後のデータは欠損してしまう時系列データ
の制約上、開始直後および終了直前の修復データには乱れが生じ、信頼性は欠
けてしまう。本解析では、記録開始後 100秒間および終了前の 600秒以降の
およそ 100秒間をカットすることで、相対的に安定した振幅の波を復元しえ
た。復元した 1時点差分データを累積加算することにより、LowないしHigh 
frequency に含まれる波を再構成した。 
この手法は、時系列データの周波数フィルタとして、特徴的な周波数の成分を
抽出するために、汎用されている。本研究では、Ca oscillations を特定の周波
数帯でフィルタリングすることで、均質な波を再構築ができ、結果、振幅を求
めることができた。 
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A

B

C

D

1行目には野生型マウス（コント
ロール）、2行目は FcRγ KOマ
ウス、3行目はDAP12 KOマウ
ス、4行目は ITAMs DKOマウス
のデータを示す。各列は、タイミ
ング（day 0 ないし day 2）、
day2は各種サイトカイン投与条
件を示す。 
 
(A) Low frequency フィルタリン
グ（0.01 ～ 0.03Hz）し復元し
た 1階差分。 
(B) 1 階差分を累積加算し得られ
たフィルタリング後元波形。 

(C,D) Low frequency に含まれる
波の振幅の比較 (One-way ANOVA 
test; p **<0.01, ***<0.001) 
各群中央の実線は平均値±S.D.、各
点は細胞ごとの振幅の値を表す。 
 
(C) 野生型マウス における各種サイ
トカイン刺激条件の振幅比較。 
(D) 各種ノックアウトマウスにおけ
る各種サイトカイン刺激条件下振幅
比較。 
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Fig. 11 周波数フィルタリングで復元した Ca oscillations 波形 
～ 各種 ITAM KOマウスごとに 

E

F

G

H

1行目には野生型マウス（コン
トロール）、2行目は FcRγ 
KOマウス、3行目はDAP12 
KOマウス、4行目は ITAMs 
DKOマウスのデータを示す。各
列は、タイミング（day 0 ない
し day 2）、day2は各種サイト
カイン投与条件を示す。 
 
(E) High frequency フィルタリ
ング（0.03 ～ 0.10Hz）し復元
した 1階差分。 
(F) 1 階差分を累積加算し得られ
たフィルタリング後元波形。 
 

(G,H) High frequency に含まれる波
の振幅の比較 (One-way ANOVA 
test; p **<0.01)。各群中央の実線は
平均値±S.D.、各点は細胞ごとの振
幅の値を表す。 
 
(G) 野生型マウス における各種サイ
トカイン刺激条件の振幅比較。 
(H) ノックアウトマウスにおける各
サイトカイン刺激条件の振幅比較。 
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考察 
 
本研究では、破骨細胞分化初期におけるCa oscillations を計測した。破骨細胞

分化において、ITAMは co-stimulatory signal の細胞内への入力ゲートであ

り、ITAMがないとCa oscillations が起こらないと考えられてきた 8。しかし

ながら本研究によって、破骨細胞分化が抑制されない FcRγ KOマウス骨髄マ

クロファージにおいて、むしろCa oscillations の振幅が減少すること、

DAP12 KOマウス、特に ITAMs DKOマウスでは、RANKL刺激前から粗雑な

Ca oscillations が起こることが示された。 

細胞内のCa oscillations は、細胞外の環境により変化することが知られている

ため、本研究では還流液を加温し一定に保った。また、生体の骨髄環境では

Ca濃度が高いと考えられ、Ca豊富な生理的環境を再現することで、本研究で

は従来の手法よりもCa oscillations が検出されやすかったと考える。また、

Fura-2 を用いた 2波長同時計測の正規法を用い、蛍光強度比を細胞内Ca濃度

と定義しているが、これはノイズの影響をキャンセルするためCa oscillations

の正規化された標準的測定方法である。 

既報と結果が異なった理由は、Caを高濃度に維持したこと以外にも、ITAM

受容体のリガンドによる影響が考えられる。Fetal bovine serumには FcRγを

含む Fc受容体のリガンド、イムノグロブリンが含まれる。またDAP12に結

合する受容体OSCARはコラーゲンを認識する 42。本研究ではカバーグラスに

骨髄マクロファージを接着させており、細胞培養環境の違いが結果の相違につ

ながった可能性がある。 
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従来の研究ではCa濃度時系列変動の定性的な理解に留まっていたが 8 14 2、本

研究は周波数に着目した解析を追加し、Ca oscillations の理解を深めた。

FcRγは高周波への遷移を抑制する傾向があること、他方DAP12は低周波へ

の遷移を抑制する傾向に働くことが分かった。周波数解析から得られた 2種の

ITAMの役割相違の解釈を Fig. 12 に示す。 

 

 

  

Fig.12 破骨細胞分化時、共刺激受容体のCa oscillations 調節の
役割シェマ 1（周波数解析を踏まえて） 
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さらに、Ca oscillations を Low frequency およびHigh frequency の 2群に

分けて周波数フィルタリングした。即ち、いったんCa oscillations を周波数領

域に変換し、特定の周波数域のみ切り出し、部分的に元の時系列データを復元

した。結果、Low frequency oscillations には双方の ITAMが、振幅の維持に

関わることが分かった。M-CSF + RANKL の条件では、低周波域の振幅は野生

型でも減衰し、有意差がつきにくい中、それでも FcRγ KOは頑強に振幅を減

少させており、低周波域の維持にも FcRγが関与していることが分かった。他

方High frequency oscillations は、M-CSF 刺激時に、2つの ITAMが揃わな

いと減弱することが分かった。周波数帯フィルタリングを用いた復元したデー

タの振幅解析により、2種の ITAMが各周波数帯に与える影響が異なることが

分かった。追加解析により明らかになった 2種の ITAMの Ca oscillations に

おける役割の解釈を Fig. 13 に示す。 
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Fig.13 破骨細胞分化時、共刺激受容体のCa oscillations 調節
の役割シェマ 2（周波数フィルタ後振幅比較を踏まえて） 
 
 
M-CSF、RANKL、ITAMと各周波数帯のCa oscillations の関係を統合的に説
明するシェマ。 
 
M-CSF、RANKL ともCa oscillations に対して抑制的に働く。 
M-CSF によるCa oscillations 抑制に対して、FcRγおよびDAP12は別の作用
点で独立し、各々が抑制的に作用する。 
他方、RANKL下流のCa oscillations 抑制系では、FcRγとDAP12は同じ作
用点で拮抗し、その作用を打ち消し合いながら、促進的に作用する。 
 
Ca oscillations は破骨細胞分化の過程で、振幅を維持する機構が存在する。 
Ca oscillations の低周波は、M-CSF、RANKL が拮抗し、振幅を抑制する。 
Ca oscillations の高周波は、M-CSF のみが振幅を抑制する。 
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2種の ITAMのうち、DAP12はM-CSF と RANKL による in vitro の破骨細胞

分化に必須である。一方、DAP12 KOマウスの骨内には破骨細胞が観察されて

おり、生体においては骨芽細胞に固相化されたRANKLが破骨細胞分化をレス

キューすると理解されている 8 43。FcRγ KOマウスにおいては、in vitro およ

び in vivo とも、 破骨細胞形成に影響はない。ITAMs DKOマウスでは、破骨

細胞形成が抑制され、in vivo では、大理石病様の骨病変を示す 8。過去の報告

によると、FcRγ複合体が活性化されると、破骨細胞が形成され、RAにおけ

る骨びらんが促進する 44 9 45。また、破骨細胞形成は、FcRγを介した co-

stimulatory signal の強度により調節されるとの報告もある 11。  

本研究結果から、co-stimulatory signal 誘発における 2種の ITAMの役割を切

り分けることが可能となり、周波数帯により、Ca oscillations は異なる制御を

行っていることが明らかになった。破骨細胞分化誘導因子であるRANKLが、

2種の ITAMを介し、低周波域のコントロールを巧みに行っていると考えた。 

本研究で用いた手法は、破骨細胞のみならず、非興奮性細胞におけるCa 

oscillations 解析に応用可能なものと考える。神経・筋などの興奮性細胞で

は、細胞外刺激とCalcium spike が 1:1 対応するため、spike 波形に着目すれ

ば定量的解析も容易である。一方、非興奮性細胞では、1:1対応する細胞外刺

激がなく、Ca oscillations 解析には別のフレームワークが必要だった。本研究

で実践した oscillations の周波数解析は、細胞生理学に新たな展開を生む可能

性がある。 
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本研究の limitation は以下の通りである。まずCa oscillations の現象の理解に

留まっている。破骨細胞分化の原因か、結果なのか、不明瞭である。周波数の

違いを人工的に改変し、リズムを作るだけで破骨細胞を分化誘導できるのか、

検討するには新たな手法の開発が求められる。また、特定のリズムを生み出す

責任チャネル（細胞膜上ないしは小胞体上）は同定できていない。個々のチャ

ネルの阻害ないしはノックアウトによる oscillations の解析の事例はこれまで

もあった。しかし、複数のチャネルが細胞全体の oscillations 調律に各々どの

程度寄与しているのか、さらには各分化段階における重要性を知るためには、

さらなる研究が必要であり、今後検討すべき課題と考えている。 

 

本研究の結果、破骨細胞分化において生じるCa oscillations の周波数が、2種

の ITAM分子により、巧みに制御されていることが分かった。今後、各種イオ

ンチャネル、受容体を含む、破骨細胞分化メカニズム解明の一歩となり、さら

には、破骨細胞分化を抑制する新たな治療標的が発見される可能性がある。 
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2. CTLA4-Ig(アバタセプト)が破骨細胞形成を直接抑制
する機序研究 
 
結果 
 
CTLA4-Ig は NFATc1 発現を抑制し、破骨細胞形成を抑制する 

CTLA4-Ig が RANKL 誘導性破骨細胞形成におよぼす効果を検討した。野生型

C57BL/6マウスから得られた骨髄マクロファージをM-CSF + RANKL 存在下

で 4日間培養し、破骨細胞分化誘導した。分化誘導の際に、マウスキメラ

CTLA4-Ig を 5 μg/mL ないしは 25 μg/mLで投与した。CTLA4-Ig は濃度依

存性に破骨細胞分化を抑制した(Fig. 14A)。 

次に破骨細胞分化初期に着目し、M-CSF + RANKL 投与後 2日目における

NFATc1発現に対するCTLA4-Ig の作用を検討した。qPCRによるmRNA発

現評価、細胞免疫染色、western blotting によるタンパクレベルの発現評価の

いずれにおいて、CTLA4-Ig は NFATc1発現を抑制した (Fig. 14B‒D)。一方

CTLA4-Ig は破骨細胞の生存期間に影響を与えなかった (Fig. 14E)。 

続いてマウスキメラCTLA4-Ig の構成ドメインである、マウスCTLA4および

ヒト IgG1の Fcドメインを個別に用い、RANKL誘導性破骨細胞分化への影響

を調べた。その結果、マウスCTLA4はNFATc1の発現を低下し、破骨細胞分

化を抑制する一方で、ヒト IgG1 Fc ドメインは上述の効果は示さなかった 

(Fig. 14F‒I)。 
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骨髄マクロファージの細胞内Ca oscillations は、 
CTLA4-Ig に 1 日間暴露されると抑制効果が持続する 
 
続いて、CTLA4-Ig による破骨細胞分化直接抑制の機序として、NFATc1のシ

グナル上流にあるCa oscillations に着目した。骨髄マクロファージを 1日間

CTLA4-Ig に暴露した後の細胞内Ca oscillations に対する効果を調べた。 

細胞内カルシウム濃度計測の概要を説明する。対象の骨髄由来細胞をカバーガ

ラス上に 1晩かけて接着させた。この間はM-CSF ないしRANKLは加えてい

ない。計測前に Fura-2 による前処置を行った。蛍光顕微鏡で計測する際は、

細胞外液中の条件を一定に保つため、34℃に保温したカルシウム含有Krebs 液

を還流させながら行った。 

Fig. 15A は、3つの異なる前処置を行った各群で、各細胞における Fura-2 の

蛍光強度比を図に示したものである。Fig. 15B では、得られた蛍光強度比

を、個々の細胞ごとに、時系列に沿って 1時点間の差分 (lagged difference) 

に変換した。Fig. 15C では、Fig. 15Bで得られた個々の細胞の差分の絶対値

の最大値を、Ca oscillations の振幅とみなし、3つの異なる前処置群間で比較

した。CTLA4-Ig 前処置を行った群では、Ca oscillations の振幅が減少した。 

CTLA4-Ig による骨髄マクロファージのCa oscillations への抑制効果は、Ca

が欠乏した別の細胞外液条件でも確認された。1晩サイトカインフリーとする

際に、CTLA4-Ig による前処置を追加した群と前処置なしの対照群をおいた。

前処置なしの群では、自発的Ca濃度変動を反映した蛍光の変動が観察され

た。一方、CTLA4-Ig で前処置をした群では、蛍光は対照群に比べ全体的に抑
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制されており、蛍光の変動はほぼ見られず、M-CSF + RANKL 刺激を加えても

変動は惹起されなかった。 

 

破骨細胞前駆細胞の細胞内Ca oscillations は、 
CTLA4-Ig の急性投与により抑制される 
 
次に、骨髄マクロファージに対してCTLA4-Ig を急性投与した際に、Ca 

oscillations に与える影響を検出した。1晩サイトカインフリーとした骨髄マク

ロファージを Fura-2 で染色した。蛍光強度を観測する際に、還流液に各種サ

イトカインを追加ないしは除去する事によって、quick response を検出する事

に成功した。コントロールとしては、ヒト IgG1 Fc を用いた。 

サイトカイン投与による蛍光強度比の時系列変化をまとめた (Fig. 16A)。前実

験のフーリエ変換は、時間軸の情報を圧縮し、全時間帯をまとめて周波数ごと

の分布を見た。急性投与の効果をみる本実験では、時間軸に沿って周波数帯の

変化をみるため、Morlet ウエーブレット解析を行った。Fig. 16Bは、各サイ

トカイン投与条件の代表的 2細胞のウエーブレット解析の結果である。

CTLA4-Ig の投与に応じて、Ca oscillations の周波数帯変化が見られ、特に高

周波域の減弱が顕著だった。他方、RANKL ないしは ヒト IgG1 Fc ドメイン

の投与期間に応じたCa oscillations 周波数の変化は見られなかった。 

 

 

 



 55 

FcRγは、CTLA4-Ig が細胞内 Ca oscillations に干渉し、 
破骨細胞形成を抑制するのに必要である 
 
CTLA4-Ig が破骨細胞前駆細胞のCa oscillations に関与する機序として、

ITAM受容体の関与を考えた。FcRγ KO マウス由来の骨髄マクロファージか

ら 、M-CSF + RANKL 刺激によって in vitro で破骨細胞は分化誘導される。

CTLA4-Ig 投与による破骨細胞分化抑制効果は、FcRγ KOマウスでは見られ

ず、NFATc1 の発現変化も見られなかった (Fig. 17A,B)。FcRγ KO由来の骨

髄マクロファージでは、CTLA4-Ig を 1日投与しても、Ca oscillations の振幅

減弱は見られなかった(Fig. 17C-E)。また、サイトカイン急性投与条件でも、

FcRγ KOマウス由来の骨髄マクロファージには、野生型マウスのような周波

数の急激な変化が見られなかった (Fig. 17F,G)。 

 

CTLA4-Ig は、LPS 誘導性頭蓋骨骨吸収を抑制し、 
in vivo でも効果を示す 
 
最後に、CTLA4-Ig の破骨細胞抑制作用を in vivo で検証した。LPSのマウス

頭蓋骨上への投与によって炎症性骨破壊が生じる。この時CTLA4-Ig を追加投

与すると、野生型マウスでは、micro CT による三次元構築画像の骨吸収面積

が減少した。同じ実験を FcRγ KOマウスで行ったところ、骨吸収面積の減少

は見られなかった (Fig. 18A, B)。 
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Fig. 14 CTLA4 は、NFATc1 発現を抑制し、破骨細胞形成を
直接抑制する 
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(A) in vitro 破骨細胞誘導におけるCTLA4-Ig の効果。96well プレートにて、
M-CSF (50 ng/mL) + RANKL (25 ng/mL) 投与 4日間で破骨細胞を誘導する際
に、マウスキメラ CTLA4-Ig (5 μg/mL or 25 μg/mL) を加えた。TRAP陽性
多核巨細胞である破骨細胞を各well 内で数えた。 Bar = 100 μm。 
 
(B) 破骨細胞分化誘導 2日目のNfatc1 mRNA発現レベルの qPCR結果。骨髄
マクロファージに対してM-CSF + RANKL 刺激を 2日間行い、一部の群に
は、分化誘導中にマウスキメラCTLA4-Ig を 5 μg/mL ないしは 25 μg/mL
加えた。β-actin を内在性コントロールとした(*P<0.05, **P<0.01; unpaired 
two-tailed Student’s t-test)。少なくとも 3回の繰返し試行で得られた代表デー
タを示す。 
 
(C) 破骨細胞分化誘導 2日目のNFATc1細胞免疫染色。骨髄マクロファージに
対してM-CSF + RANKL にて 2日間刺激した。一部の群にはマウスキメラ
CTLA4-Ig を 5 μg/mL ないしは 25 μg/mL加えた。一次抗体として rabbit 
anti-NFATc1 antibodies (Santa Cruz)、二次抗体としてAlexa Fluor 488-
conjugated goat anti-rabbit antibodies を用い、DAPI 核染色を追加し蛍光顕
微鏡で観察した。 
 
(D) 破骨細胞分化誘導 2日目のNFATc1タンパク発現レベル。破骨細胞分化誘
導を 2日間行った際、各条件でCTLA4-Ig 投与を行った後、RIPA buffer に溶
解し上清としてタンパクを回収し、western blotting を行った。rabbit anti-
NFATc1 antibodies を一次抗体とし、β-actin を内在性コントロールとした。 
 
(E) 破骨細胞の survival assay。骨髄マクロファージを M-CSF + RANKL にて
in vitro で 4日間培養し、破骨細胞に分化させる際に、マウスキメラ CTLA4-
Ig (5 μg/mL)を一部の群に加えた。 M-CSF および RANKL を培養液から除去
したタイミングを time 0 とし、グラフの横軸のタイミングまで各々培養を継
続した。破骨細胞の生存率は、TRAP陽性の多核巨細胞の個数について、time 
0 における個数に対する割合とした。少なくとも 2回の繰返し試行で得られた
代表データを示す。Bar = 500 μm。 
 
(F‒I) 96 well プレートにて、骨髄マクロファージをM-CSF（50 ng/mL）+ 
RANKL （25 ng/mL）の存在下で培養する際に、E,F では マウス CTLA4 
with His tag (5 μg/mL) を G,Hでは ヒト IgG1 Fc (5 μg/mL)を一部に加え
た。 
 
(F,H) 破骨細胞分化誘導 4日目の各well 内、破骨細胞数カウント。Bar = 100 
μm。 
(G,I) 破骨細胞分化誘導 2日目、qPCRによる NFATc1 発現 (β-actin を内在
性コントロールとして) (*P<0.05, **P<0.01; unpaired two-tailed Student’s t-
test)。少なくとも 3回の繰返し試行で得られた代表データを示す。 
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Fig. 15 CTLA4-Ig 単回投与により持続する 
骨髄マクロファージ内 Ca oscillations 減弱効果 

 
 
骨髄マクロファージを観察 1日前にカバーグラス上に、各条件で播種した。カ
ルシウム検出試薬 Fura-2 で観察前に前処置した後、蛍光顕微鏡で各細胞の蛍
光強度を 2波長同時に計測し、蛍光強度比を求めた。 
 
(A) Fura-2 蛍光強度比の時系列データ。以下の 3つの前処置条件;サイトカイ
ンフリー, ヒト IgG1 Fc ドメイン、マウスキメラ CTLA4-Ig (左から右へ)。細
胞ごとに異なる色の線で表示した。 
 
(B) 各細胞蛍光強度比の時系列データから算出した 1時点差分データ。対応の
ある細胞ごとに、(A)と同じ色の線で表示した。 
 
(C) 各条件下で、各細胞の 1時点差分絶対値(振幅最大値の代替マーカー)の最大
値の箱ひげ図。縦軸は、各細胞の蛍光強度比の最大値(振幅の代替マーカー)。
縦軸は Fig. 3Bにおける各細胞の蛍光強度の差分値を表す。このデータは、少
なくとも 2回の実験施行の上、代表的なデータを表す(**P<0.01, ***P<0.001; 
Wilcoxon rank sum test)。 
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Fig. 16 CTLA4-Ig 急性投与による骨髄マクロファージ内  
Ca oscillations 抑制 

 
Ca oscillations 解析 1日前に、骨髄マクロファージをカバーガラス上に播種
し、M-CSF を培養液から抜いた。解析前にカルシウム検出試薬 Fura-2 にて前
処置した。蛍光顕微鏡で、細胞ごとに蛍光強度を 2波長同時に測定した。 
 
(A) 蛍光強度比の時系列データ。以下の 3つの薬剤投与プロトコールで得られ
た。RANKL (25 ng/mL) のみ (左), RANKL に加えて、ヒト IgG1 Fc ドメイン 
(10 μg/mL) (中央), or RANKL に加えて、マウスキメラ CTLA4-Ig (10 
μg/mL) (右)。細胞ごとに異なる色を用いて表示している。 
 
(B) 各群代表 2細胞の蛍光強度比、周波数ウエーブレット解析結果。横軸は時
間を表す。縦軸はCa oscillations の周波数を表す。蛍光強度比の時系列変化
は、各周波数の波が複合してできると考え、周波数ごとの重なりの密度をカラ
ースケールで表した。図中の黒い囲み線は、その周波数帯の重なりの密度が大
きく一定以上に飽和していることを示している。下に凸の線より下方の白色に
霞んだ領域は、時系列データの開始点および終了点を超えたデータを補って計
算した領域であることを示す。時系列のうち中央の周波数は、開始点から終了
点まで全てのデータを用いて計算されるので、この補正は適応されない。 
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Fig. 17 CTLA4-Ig は FcRγ 依存性に骨髄マクロファージ内 
 Ca oscillations に干渉し、破骨細胞形成を抑制する 
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(A,B) FcRγ KO由来の骨髄マクロファージを 96well プレートに播種し、M-
CSF (50 ng/mL) and RANKL (25 ng/mL)を加え、マウスキメラ CTLA4-Ig (5 
μg/mL)を一部の群に加えた。 
 
(A) 4 日間M-CSF + RANKL 刺激した後の各well 内破骨細胞数。Bar = 100 
μm。 
 
(B) 2 日間M-CSF + RANKL 刺激した後、定量 real-time PCRによるNfatc1 
mRNA発現レベル。β-actin を内在コントロールとした。少なくとも 3回の独
立した試行のうち、代表的データを挙げた。 
 
(C) FcRγ KOマウス由来の骨髄マクロファージに対して、マウスキメラ 
CTLA4-Ig (10 μg/mL)を投与し 24時間後の蛍光強度比の時系列データ。 
 
(D) データ(C)から算出した、各細胞の蛍光強度比の 1時点間差。 
 
(E) 蛍光強度比の 1時点間差の絶対値の最大値（蛍光強度比振幅の代理マーカ
ー）、箱ひげ図（散布図とともに）。FcRγ KOマウス由来骨髄マクロファー
ジにCTLA4-Ig 前処置した群を野生型マウスにヒト IgG1 Fc ドメインを投与し
た群、マウスキメラCTLA4-Ig を投与した群と比較した(***P<0.001; Wilcoxon 
rank sum test)。 
 
(F) FcRγ KOマウス由来の骨髄マクロファージに対して、RANKL (25 
ng/mL) および murine chimera CTLA4-Ig (10 μg/mL) を投与した際の蛍光
強度比の時系列データ。色の違いは、異なる細胞であることを表す。 
 
(G) 蛍光強度比の時系列データのウエーブレット解析結果。CTLA4-Ig 急性投
与時間帯のある代表的な 2細胞の結果を挙げた。横軸は時間軸、縦軸はCa 
oscillations の周波数を反映している。 
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Fig. 18 LPS 誘導性マウス頭蓋骨溶解モデルを用いた 
CTLA4-Ig の骨吸収抑制効果検証 

 
 
(A) micro CT 頭蓋骨 3D再構築画像。10週齢雌マウス頭蓋骨上に、PBS 200 
μL、PBS 200 μL + LPS (25 μg/gram body weight)、PBS 200 μL + LPS 
(25 μg/gram body weight) + マウスキメラ CTLA4-Ig (2.5 μg/gram body 
weight)を投与した (左から右へ)。投与 5日後、頭蓋骨骨吸収面積を評価し
た。Bars = 1 mm。 
 
(B) 頭蓋骨骨吸収面積の定量評価 (mm2, *P<0.05; Wilcoxon rank sum test, n 
= 3)。2値化画像を作成し、(A)最左列のコントロール群との差分で、骨吸収面
積を算出した。 
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考察 
 
本研究では、CTLA4-Ig が、骨髄マクロファージの細胞内Ca oscillations に干

渉し、RANKL誘導性の破骨細胞形成を直接抑制する機序を明らかにした。

CTLA4-Ig による破骨細胞形成抑制効果は、in vitro および in vivo で確認し

た。また、CTLA4-Ig のうち、作用のあるドメインはCTLA4であることを示

した。CTLA4-Ig による細胞内Ca oscillations に対する干渉は、速効性があ

り、かつ持続性があることも示した。 

薬剤の急性投与がCa oscillations に与える影響を調べるため、研究 1とは異

なり、時間軸の情報を残した新たな解析が必要だったため、ウエーブレット解

析を行った。ウエーブレット解析は、経済学、気象、生態学や神経細胞の興奮

解析などの時系列解析で応用事例がある 46 47 48。ウエーブレット解析により、

破骨細胞前駆細胞の細胞内Ca oscillations が、CTLA4-Ig 投与に呼応して、急

速に周波数パターンが変化することが分かった。特にCa oscillations の中で

も、高周波域の減弱が顕著であったため、前研究の結果を踏まえると、

CTLA4-Ig の Ca oscillations による干渉効果において、FcRγが重要な役割を

果たすことが示された。これまでに破骨細胞形成が FcRγを介した co-

stimulatory signal の強度により調節されていることが報告されており 11、

FcRγにはCa oscillations を調整する何らかの追加制御機構があると予測され

た。 

本研究では、FcRγ KO由来の骨髄マクロファージには、CTLA4-Ig によるCa 

oscillations 干渉効果や破骨細胞形成抑制効果が見られなかった。CTLA4の受
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容体であるCD80/86は、細胞内機能的ドメインを持たない。よってCD80/86

は、細胞膜上ないしは細胞外で FcRγと相互作用を引き起こし、破骨細胞分化

を制御していると考えられる。CD80 (B7-1) 、CD86 (B7-2)は、B7 イムノグ

ロブリンスーパーファミリーに属する分子であり、IgV および IgC ドメインか

らなる 49。CD80/86のイムノグロブリンドメインが、イムノグロブリン受容体

である FcRγ受容体と何からの競合作用があり、CTLA4が競合作用に干渉す

る可能性があるが、本研究ではこれらの分子の相互作用は直接証明できていな

い。CTLA4と FcRγの関連については、さらなる研究が必要である。 

本研究の結果、CTLA4-Ig は、骨髄マクロファージに対して、FcRγを介して

細胞内Ca oscillations に干渉し、NFATc1 発現を減らし、破骨細胞形成を直

接抑制することが分かった（FIg. 19）50。 
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Fig. 19 CTLA4-Ig による破骨細胞形成直接抑制の機序シェマ 
 
CTLA4-Ig は、FcRγ依存性に、骨髄マクロファージの細胞内カルシウム振
動に干渉し、NFATc1発現を抑制し、破骨細胞分化を抑制する。 
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3. FBGC 分化条件の検討、FBGC分化における   
Ca oscillations の検討 

 
結果 
 
In vitro FBGC 分化に ITAMが与える影響  

- 新分化誘導法を含めて 
 
まずは、GM-CSF + IL-4 による in vitro FBGC分化培養系を用いて、FBGC

の分化誘導を確認した（Fig. 20A）。Fig. 20B は光学顕微鏡強拡大像を示

す。従来の FBGC分化誘導法では、形態学的に 2種に分かれる巨細胞が混在す

ることが分かった。小細胞が凝集したように見える巨細胞をM1 FBGC、核が

中心に集まり細胞質が抜けてみえ辺縁に波状縁が見られる多核巨細胞をM2 

FBGCと命名した。 

M1 FBGCとM2 FBGCを明瞭に分ける分化誘導法を検討した。骨髄細胞を前

培養し骨髄マクロファージを得る前処置の過程で、M-CSF に加えてGM-CSF

ないしは IL-4 を添加しておき、前駆細胞からは従来の条件で FBGCを誘導す

ると、前述のM1 FBGCおよびM2 FBGCが共存しないことが分かった。この

新たな分化誘導条件では、M2 FBGCの分化の有無の判定が容易になった。 

次に、2種類の ITAM受容体が FBGC分化に与える影響を調べた。従来のM-

CSF 添加のみで骨髄マクロファージを得る方法に加え、GM-CSF ないし IL-4

で前処置を追加した方法で誘導した（Fig. 20C）。96 well プレートで得られ

た 2種の FBGC細胞数の計測データを示す（Fig. 20D）。従来の培養条件よ

り、前処置を追加した群で差が明瞭であった。pre-GM-CSF treatment 条件で
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得られやすいM1 FBGCは、種々の ITAM KOマウスでは減少した。また pre-

IL-4 treatment 条件で増加するM2 FBGCは、野生型およびDAP12 KOマウ

スで見られ、FcRγ KOマウス、ITAMs DKOマウスではほぼ見られなかっ

た。 

 

In vivo 異物反応に ITAMが与える影響 

続いて、マウス腹腔内異物（スポンジ）投与モデルを用いて、ITAMが異物反

応に与える影響を調べた。HE染色像にてスポンジ周囲には、スポンジを取り

囲むように細胞の層状構造ができる（Fig. 21A）。この層状構造内に多核細胞

が存在することから、層状構造の形成を異物反応および FBGCの指標とした。

Fig. 21B には、各種 ITAM KOマウスから得られたスポンジ異物組織像を示

す。ITAMs DKOマウスでは、スポンジへの細胞侵入が少なく、異物を囲む層

状構造はほぼ見られなかった。またDAP12 KOマウス由来の組織では、スポ

ンジを囲む厚い層状構造が見られた。FcRγ KOマウスでは層状構造形成は、

やや少ないものの存在した。 

 

FBGC分化におけるCa oscillations 

これまでの検討で、FBGCの分化誘導には ITAM（特に FcRγ）が関わってい

た。これまでの研究で、破骨細胞分化における 2種の ITAMがCa oscillations

の周波数に与える影響が分かっており、同一起源である FBGC誘導条件におい

てもCa oscillations の関与が示唆された。 
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野生型マウス由来の骨髄マクロファージに対し、サイトカイン投与前（day 

0）およびGM-CSF, IL-4, GM-CSF + IL-4 投与 2日後（day 2）の Ca 

oscillations を検討した。Ca濃度の検出方法は Fig. 22A に、解析方法は Fig. 

22B にまとめた。Fig. 22C は各細胞で得られた蛍光強度比をもとに、1時点

差分を計算し、periodogram、累積 periodogramと算出した結果を示す。IL-4 

の単回投与により、元波形の振幅は減少し、累積 periodogramは下に凸にな

ることが分かった。同様の傾向がGM-CSF + IL-4 の条件でも見られた。Fig. 

22D は周波数フィルタ後の復元波である。Low frequency、High frequency

とも IL-4 群およびGM-CSF + IL-4 群で振幅が減弱していた。 

Fig. 22E,F は、各周波数帯の波の振幅を各種サイトカイン条件下で比較したも

のである。いずれの周波数帯においても IL-4 は振幅を減少させることが分かっ

た。高周波帯ではGM-CSF 単独では振幅を増加させるが、IL-4 は GM-CSF に

よる賦活効果を帳消しにし、振幅を減少させた。 

これらの結果から、IL-4 に暴露することで、 Ca oscillations の周波数変動効

果は持続し、また oscillations の振幅は減少することが明らかになった。 

次に骨髄マクロファージに対して、IL-4 を急速投与した際に、Ca oscillations

の周波数が変化するかを調べた（Fig. 23A）。ウェーブレット解析の結果を 

Fig. 23B に示す。各種投与実験で行った結果、IL-4 投与期間中に、Ca 

oscillations の周波数が高周波を中心に減弱する細胞が見られた。IL-4 naive

な細胞の中には、Ca oscillations が急激に変動する細胞があると分かった。 
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ITAM KOマウス由来 FBGC分化初期の Ca oscillations  
 
各種 ITAM KOマウス由来の骨髄マクロファージを用い、GM-CSF 50 ng/mL 

+ IL-4 50 ng/mL を 3日間投与した際のCa oscillations を測定し、野生型と

比較した。代表的な 1施行の時系列データおよび周波数フィルタリング後のデ

ータを示す（Fig. 24A）。定性的な評価では、FcRγ KOマウスおよび

ITAMs DKOマウスでは、Low frequency の振幅減弱が見られた。より詳細に

な検討として、Ca oscillations を周波数帯に分けフィルタリングを行なった上

で、各周波数帯成分の振幅を比較した（Fig. 24B, C）。低周波帯では、FcRγ 

KOマウスおよび ITAMs DKOマウスで振幅が減少した。高周波帯では、

ITAMs DKOマウスで振幅が増加した。 

これらの結果から、FBGC誘導条件では、FcRγが低周波域のCa oscillations

を維持することで分化に影響を与える可能性が示された。 
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Fig. 20 In vitro FBGC 分化誘導と ITAM 
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(A) In vitro FBGC誘導において ITAMが与える影響。野生型マウスをコント
ロールとし、FcRγ KOマウス、DAP12 KO マウス、ITAMs DKOマウスを用
いた。96well プレートにて、骨髄マクロファージに対して、GM-CSF (50 
ng/mL) + IL-4 (25 ng/mL) 投与 4日間で FBGCを誘導した。 
 
(B) 野生型マウスを用いて得られた FBGC、May‒Grünwald Giemsa (MGG) 染
色、光学顕微鏡強拡大像。Bar = 100 μm。M1 FBGC（Foreign Body Giant 
Cells）（▶で示す）は、小細胞が凝集しているように見える巨細胞と定義し
た。M2 FBGC（▶で示す）は、核が中心に集まり、細胞質が透明で抜けてみ
え、辺縁に波状縁が見られることの多い多核巨細胞と定義した。 
 
(C) 新たな FBGC分化誘導法。骨髄細胞を培養する際M-CSF に GM-CSF ない
し IL-4 で pre-treatment を追加し、従来の増幅法とは異なる骨髄マクロファー
ジを得た。骨髄マクロファージからの FBGC誘導は(A)と同じである。 
 
(D) 2 種の FBGC細胞数の計測データ。野生型マウスをコントロールとして、
FcRγ KOマウス、DAP12 KOマウス、ITAMs DKOマウス骨髄細胞由来のも
のを比較した。（Student’s t-test; **p<0.01, ***<0.001） 
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Fig. 21 In vivo 異物反応と ITAM 
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(A) マウス腹腔内異物投与モデル。マウス腹腔内に 1cm角のスポンジ 3個を留
置し、6日後に取り出した。ホルマリン固定後、パラフィン切片作成、HE染
色像。野生型マウスを用いた組織像を示す。スポンジ周囲を取り囲むように細
胞の層状構造が形成される（▶で示す）。 
 
(B) 野生型マウスをコントロールとして、FcRγ KOマウス、DAP12 KOマウ
ス、ITAMs DKOマウスを用いたスポンジ組織HE染色像の代表例。少なくと
も 3回の施行を繰り返した代表的所見を供覧する。 
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Fig. 22 FBGC 分化初期の Ca oscillations 
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(A) Ca oscillations 測定の概要。骨髄マクロファージを 1晩サイトカインフリ
ーでカバーガラスに接着させた後、各種サイトカイン（GM-CSF、IL-4、GM-
CSF + IL-4）を 2日間投与した時点の Ca oscillations の自発波を計測した。
計測された時系列データをもとに、周波数解析を行った。 
 
(B) Ca oscillations 解析の概要。蛍光強度比の元データから、蛍光強度比の 1
時点差分を求め、フーリエ変換を行い、周波数領域に展開した。periodogram
では、周波数（0 ～ 0.16 Hz）ごとのパワー（dB）を表す。さらに周波数ごと
の分布を明瞭にするために、累積 periodogramにて、低周波から高周波に至
る累積度数を示した。さらに、0.01～0.03 Hz を Low frequency、0.03～
0.10 Hz を High frequency と定義し、各周波数帯成分を抽出した上で、逆フ
ーリエ変換を行い、各周波数帯の元波形を再構成した。 
 
(C) 野生型マウス由来の骨髄マクロファージに対して、day 0、および day 2 各
種サイトカイン刺激（GM-CSF, IL-4, GM-CSF + IL-4） した細胞におけるCa 
oscillations。最上行が蛍光強度比のデータ。細胞ごとに異なる色を用いた。第
２行は、対応する 1時点差分。第３行はフーリエ変換にて得られた周波数デー
タより算出した periodogram。第４行は累積 periodogram。 
 
(D) 周波数フィルタ後に、逆フーリエ変換にて復元した各周波数帯の元波形。
最上行は、元の蛍光強度比のデータ。第 2行は、Low frequency (0.01～0.03 
Hz)成分の復元波。第 3行はHigh frequency (0.03～0.10 Hz)成分の復元波。 
 
(E) Low frequency に含まれる波の振幅を各種サイトカイン条件下で比較した 
(One-way ANOVA test; p ***<0.001)。各群中央の実線は平均値±S.D.、各点
は細胞ごとの振幅の値を表す。 
 
(F) High frequency に含まれる波の振幅を各種サイトカイン条件下で比較した 
(One-way ANOVA test; p **<0.01, ***<0.001)。各群中央の実線は平均値±
S.D.、各点は細胞ごとの振幅の値を表す。 
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Fig. 23 GM-CSF, IL-4 急性投与による Ca oscillations 変動 
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Ca oscillations 解析 1日前に、骨髄マクロファージをカバーガラス上に播種
し、M-CSF を培養液から抜いた。解析前にカルシウム検出試薬 Fura-2 にて前
処置した。蛍光顕微鏡で、細胞ごとに蛍光強度を 2波長同時に測定した。 
 
(A) 蛍光強度比の時系列データ。以下の 3つの薬剤投与プロトコールで得られ
た。GM-CSF 50 ng/mL に加えて、IL-4 50 ng/mL  (左)、IL-4 50 ng/mL に加
えて、GM-CSF 50 ng/mL (右)。細胞ごとに異なる色を用いて表示している。 
 
(B) 代表的な 2細胞の蛍光強度比、周波数ウエーブレット解析結果。横軸は時
間を表す。縦軸はCa oscillations の周波数を表す。蛍光強度比の時系列変化
は、各周波数の波が複合してできると考え、周波数ごとの重なりの密度をカラ
ースケールで表した。図中の黒い囲み線は、その周波数帯の重なりの密度が大
きく一定以上に飽和していることを示している。下に凸の線より下方の白色に
霞んだ領域は、時系列データの開始点および終了点を超えたデータを補って計
算した領域であることを示す。時系列のうち中央の周波数は、開始点から終了
点まで全てのデータを用いて計算されるので、この補正は適応されない。 
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Fig. 24 FBGC 分化初期の Ca oscillations と ITAM  
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GM-CSF 50 ng/mL + IL-4 50 ng/mL 投与 2日後に蛍光強度を測定した。野生
型をコントロールとし、FcRγ KO、DAP12 KO、ITAMs DKOマウス由来の
骨髄マクロファージの場合を比較した。 
 
(A) 最左列は、蛍光強度比の元データである。細胞ごとに異なる色を用いた。 
2列目以降は、Low frequency (0.01～0.03 Hz) および High frequency (0.03
～0.10 Hz) フィルタリング後復元した、各周波数帯の蛍光強度比時系列。 
 
(B) Low frequency に含まれる波の振幅を各種ノックアウトマウスで比較した 
(One-way ANOVA test; p *<0.05, ***<0.001)。各群中央の実線は平均値±
S.D.、各点は細胞ごとの振幅の値を表す。 
 
(C) High frequency に含まれる波の振幅を各種ノックアウトマウスで比較 し
た(One-way ANOVA test; p *<0.05, ***<0.001)。各群中央の実線は平均値±
S.D.、各点は細胞ごとの振幅の値を表す。 
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考察 
 
本研究の結果から、FBGC分化においても、ITAM受容体を介した co-

stimulatory signal が重要であることが明らかになった。また 2種の ITAMの

中でも、 in vitro の分化誘導では FcRγが重要な役割を果たすことが示され

た。このように単球マクロファージ系細胞を起源とする 2種の巨細胞は、co-

stimulatory signal を巧みに使い分けていることが明らかになった。 

これまでに同一起源のマクロファージには細胞障害性を持つM1と、組織修復

性を持つM2があるように、FBGCにもM1/M2のように異なる細胞集団が想

定されること 51、また環境に合わせて FBGCが形質転換する可能性が報告され

ている 52。しかし、2種の FBGC subset に関するエビデンスは乏しく、そもそ

も FBGC分化メカニズムの詳細が不明であった 29。 

本研究の結果、FBGCにも形態的に異なる subpopulation があり、安定して分

離培養が可能となった。今後、機能解析を進め、これまで確立されていなかっ

た表面マーカー確立を目指し、異物反応における FBGCの真の役割を明らかに

する予定である。 

また本研究では FBGC分化においても、Ca oscillations の変動が起こっている

ことが明らかになった。特に FBGC分化に必須のサイトカインである IL-4 の

単回投与により、Ca oscillations の振幅は減弱した。IL-4 による周波数変動

は、時系列に沿った周波数解析であるウエーブレット解析でも一部の骨髄マク

ロファージで急速に見られた。さらに、周波数フィルタを行った結果、FcRγ

による低周波 oscillations の維持が分化誘導に重要な可能性が示唆された。
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FBGC分化時、共刺激受容体のCa oscillations 調節の役割シェマを Fig. 25 に

示す。FcRγは IL-4 による高周波シフト（下に凸変化）にブレーキをかけ、低

周波数帯の減弱を抑制する効果があると考えられた。 

 

Fig. 25 異物巨細胞分化時、共刺激受容体のCa oscillations 
調節の役割シェマ 

 
申請者の予備検討では、Ca関連チャネルの阻害でもマクロファージ分化への

影響が確認されており、今後分化の各段階におけるカルシウム関連チャネルに

よるCa oscillations への寄与度を検証する必要がある。 

FBGCは破骨細胞と共通した分子メカニズムを持つ一方、ITAMのCa 

oscillations や分化に対する寄与が明瞭に異なることが示された。今後、FBGC

の理解を進めることで、生体親和性の高いインプラント開発の一助としたい。 
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結語 
 
 

骨髄細胞由来の巨細胞分化過程において、2種の ITAM下流で Ca oscillations

の周波数が巧みに制御されていた。 

本研究を通して、非興奮性細胞におけるCa oscillations 解析法を考案した。 
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倫理面への配慮 
 
 本研究では、東京大学、慶應義塾大学、福岡歯科大学にて、動物実験委員会

の承認を得た計画にもとづき、マウスを用いた（「マウスモデルを用いた運動

器疾患の分子メカニズムの解析」（東京大学承認番号：医-P17-091））。ま

た、動物愛護の観点に最大限配慮し、マウスを安楽死させた後、両下肢骨から

骨髄液を採取し、破骨細胞誘導実験を行った。破骨細胞分化におけるカルシウ

ム振動測定実験も、骨髄液由来の培養細胞を用いて行った。破骨細胞の分化メ

カニズム、および、カルシウム振動の詳細に迫るために必要な手法と考えた。 

 動物実験および遺伝子組換えマウスを用いた研究について、遺伝子組換え実

験等安全委員会および動物実験委員会で本研究実施の妥当性について承認を受

けた上で、研究を行った。「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の

多様性の確保に関する法律」に準じ実験設備（ P 2 レベル）を備えた両大学お

よび委託施設内で取り扱い、安全主任者の監督・指導のもと適切に行った。 
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