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    免疫グロブリン様レクチンSiglec・15を介した

共刺激シグナルによる破骨細胞分化制御機構に関する研究

学位論文内容の要旨

  【背景と日的】破骨細胞の分化・活性化制御機構の解明は骨破壊性疾患の病態と治療を

考える上で必要不可欠である．破骨細胞は，造血細胞を起源とする単球／マクロファージ系
の細胞であり，Macrophage colony stimulating factor (M-CSF)存在下で，Receptor activator of

NF-KB ligand毋ANKIー）の刺激により，酒石酸抵抗性酸フオスファターゼ(TRAP)陽性の多
核巨細胞（破骨細胞）へと分化する． RANKLは，TRAF6，c-fos，カルシウムシグナルなど様々
な刺激経路を介して，破骨細胞分化のマスター転写因子であるNuclear factor of activatedT

cells (NFATcl)を誘導するが，このうちカルシウムシグナルを介した刺激経路についてはま
だ不明の点が多い．近年の研究により，免疫グロブリン様受容体とimmunoreceptor

tyrosineーbased activation motif(ITAM)をもっアダプター蛋白を介した共刺激が，カルシウム
シグナルを賦活化すると考えられているが，そのりガンドやメカニズムの詳細は不明のま
まである，
  免疫グロブリン様受容体の一種であるSiglecファミリーは，特定のシアリル糖鎖と結合
する内因性レクチンであり，血球系細胞に広く発現しているが，その機能の多くは未解明

のままである．，我々は，過去の研究において破骨細胞前駆細胞に発現するシアリル糖鎖が
その分化に関与することを見出していたことから，Siglecが共刺激経路を介して破骨細胞
分化を制御しているという仮説を立てた．
  本研究では，この仮説を検証するため，破骨細胞分化におけるSiglecの発現，分布の解
析および共刺激経路への関与を調査した．

  【方法と結果】マウスの骨髄系細胞に存在が示されているSiglec-l，‐3，-5(F)，-15，-Hに関
して，破骨細胞分化過程における遺伝子発現の経時的変化をreal-time qPCRを用いて調査し

た．初代培養細胞である骨髄マクロファージ(BMM)およびマウスマクロファージ株化細

胞株RAW264.7において，Siglec-l，－3，－5，-Hは分化に伴って遺伝子発現が減少もしくは不
変であったが，唯- Siglec-15は分化に伴って発現が増加した．

  次に免疫染色を行ったところ，Siglec-15は前駆細胞では細胞膜にわずかに発現を認める
のみであったが，前破骨細胞およぴ成熟破骨細胞では細胞膜および核周囲に強く発現して
いた．興味深いことにRANKI，刺激後，細胞融合過程にある前破骨細胞など一部の細胞に

は強い発現がみられたが，発現が弱い単核の細胞も混在していた．フローサイトメトリー
法を用いてSiglec-15陽性細胞の分布変化を調査したところ，RANKIー刺激後，Siglec-15陽

性細胞は17.1％から37.5％に増加し，平均蛍光強度の増強が確認された．また，異なる蛍
光強度のピークが複数混在していたことからも，RANKI，刺激後にはSiglec-15の発現量が
異なるへテロジニアスな細胞群が形成されることも裏付けられた．

  Siglec-15遺伝子を過剰発現させた安定化細胞株(RAW.Siglecー15（り）を作成し，Siglec-15
の破骨細胞分化に及ばす影響を調査した．RAW.Siglec-15(+)を用いてRANKL刺激後に

TRAP染色行ったところ，コントロールのRAW264.7 (RAW.Ctl)に比ベ非常に多くの核を
内包する巨大な破骨細胞の形成がみられた．またピットフオーメーションアッセイを行う
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とRAW.Siglec-15(+)はRA．W．Ctlに比べ有意に大きな吸収窩を形成した．破骨細胞分化マー

カーの遺伝子発現量は全てRANKIー刺激後RAW．Siglecー15（十）において上昇した．また細胞

融 合関 連遺 伝子 のう ちCD44とSIRPqの遺 伝子 発現 は不 変 であ った がDC‐S1、 AMPとCD9

は上昇した，

  Siglecー15遺伝子をノックダウンした安定化細胞株（RAW．Siglec．15（－））を作成し，同様に

破骨細胞分化に及ばす影響を調査した．RAW．Siglec‐15（．）ではRANKL刺激後もTIuP陽性

多核巨細胞は ほとんどみられなかった．ピットフオーメーションアッセイでも吸収窩をほ

と ん ど 形 成 せ ず， 破骨 細胞 分化 マー カ ーの 遺伝 子発 現も それ ぞれ 抑制 され てい た．

  次に免疫沈降法を用いて破骨細胞内でSiglec―15がI口‘Mモチーフを持つ細胞内アダプタ

ー 蛋白 DAP12と会 合し てい る事 を確 認し た．更に DAP12の下流シグナルである りン酸化

蛋白PLCYl，2のりン酸化やその下流のカルシウムシグナルがRAW．Siglec－150では抑制さ

れ，RA．W．Siglec‐15（十）では賦活化されていることを，それぞれウェスタンブロッティングと

螢光イメージ ング法を用いて明らかにした，また免疫染色を行うとNFATc1の核内移行は

m蝌 Siglec‐ 15（ －） でほ とん どみ られ ず，RAW．Siglec－15（＋）で賦活化 された．

  【考察】本研究により我々は，Siglec-15がDAP12と会合しカルシウムシグナルを介し

た共 刺激 経路 を賦 活化 する こ とで 破骨 細胞 分化を制御しているこ とを明らかにした．

Siglec-15は骨 髄細胞に発現するSiglecとしては唯ー，ITAMをもつDAP12と会合している

ことから，Siglec-15が破骨細胞分化に促進的に制御している事が想定されたが，このこと

は本研究における遺伝子改変細胞を用いたPLC'yのりン酸化，カルシウムシグナル，NFATcl

の核内移行に関する実験結果によって証明された，

  RANKL刺激後 に異なるSiglec-15発現量の へテロジニアスな細胞群を形成したことは非

常に 興味 深い 結果 である。過去の報告 でも骨髄マクロファージはRANKL刺激後に，偽足

を伸ぱし周囲の細胞を取り込もうとする細胞と，取り込まれてゆく細胞とでへテロジニア

スな細胞群を形成するといわれている．本研究においてもSiglec-15の高発現細胞は細胞融

合過程の細胞であった，このことはSiglec-15が破骨細胞分化のうち細胞融合という過程で

特 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 し て い る と 考 え て い る ，

  一方で本研究には疑問点も残されている．破骨細胞には，今回我々が見出したSiglec-15

の他 にも ，TREM2や SIRP-pぬ どア ダプ ター 蛋白 DAP12と会合する免 疫グロブリン様受容

体 (DARs)の 存 在 カ ミ 知 ら れ て い る ． こ れ ら の DAP12を 介 し た 共 刺 激 経 路 に よ り

RAW.Siglec-15(ー）においても成熟破骨細胞が少なからず形成されるだろうと想定されたが，

実際にはTRAP陽性多核巨細胞は殆ど形成さ れなかった，この現象に対して考え得る理由

としては，破骨細胞に複数存在するDARsは 同時に賦活化されることでその機能が発揮さ

れる ので はな いか ということである． この考えはTREM2遺伝子をノ ックアウトした細胞

で，他のDARsが存在しているにもかかわら ず，破骨細胞分化が抑制されたという過去の

報告からも裏付けられる．この疑問を解決するためにもSiglecー15のさらなる分子機構の解

明が必須であると考える．

  今後の研究において，他のDARs同様未だ 明らかにされていないSiglec-15の内因性リガ

ンドを同定することは，Siglecー15のさらなる分子機構の解明のためには必要不可欠である．

また実際の生体内での骨代謝における役割を明らかにするためには遺伝子改変動物を用い

たm vivo研究も今後必須であると考えている．

    【結論】我々はマウス破骨細胞前駆細胞にSiglec-15が存在し，分化過程において発現

上昇する事を 明らかにした．また，Siglec-15はDAP12と会合し，カルシウムシグナルを

介した共刺激 経路によりNFATclの核内移行を誘導することで，破骨細胞の分化を制御し

ている事を明らかにした．
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    免疫グロブリン様レクチンSiglec-15を介した

共刺激シグナルによる破骨細胞分化制御機構に関する研究

申請者は、先ず、破骨細胞の分化およびSiglecファミリ一分子の説明を行い。本研究の実施に

至った背景を明確に説明した。  本研究において、マクロファージ細胞株であるRAW細胞を

用いて、糖結合能を有するSiglecファミリー分子群の中で、Siglec-15分子に着目し、その破骨

細胞分化における役割およびその分化制御機序について明らかにした。RAW細胞にSiglec-15

を遺伝子導入したRAW.Siglec-15(+)細胞株を用いて、遺伝子導入前の細胞RAW.Ctlを対象群に

して実験を進めた。RAW.Siglec-15(+)においてRAW.Ctlと比ベ破骨細胞分化は亢進する事を明

らかにした。更に、破骨細胞分化のマスター転写因子であるNFATclの発現が亢進し，カルシ

トニンレセプター，カテプシンK，インテグリンB，TRAP等の既知の破骨細胞分化マーカー

群の遺伝子発現も亢進している事を示した。Siglec-15分子による破骨細胞分化の制御機序に関

して、申請者は、Siglec-15がDAP12と会合し，共刺激経路を介して破骨細胞分化を制御して
いることを明らかにした。

  発表後、主査の上出教授からは、ヒトにおいて遺伝的なSiglecの異常が原因となる疾患は存

在しているのかと質問がなされた。申請者は、現在の所，未だそのような疾患は報告されてい

ないが，特にSiglec-15は2007年に発見された比較的新しいSiglecであることからも今後発見

される可能性があると返答した。さらに申請者は、Siglecのりガンドであるシアリル糖鎖が，

喘息や悪性腫瘍，ウイルス感染などさまざまな疾患に関与する分子である事からSiglecもヒト
の疾患と関係が深い事が考えられる旨の説明をなした。Siglec-15遺伝子の過剰発現系を用いた

実験を行っており，その結果下流のシグナルが亢進しているが，これはSiglec-15分子のアグリ

ゲーションによる結果であり、真のりガンドが作用した結果だと言えるのかと質問に対し、申

請者は、リガンドが同定されていないために本研究においてはそれを証明することは現段階で

はできないとの返答をなした。加えて現在進行中の研究を引用しSiglec-15KOマウスを用いた

系において，Siglecー15全長cDNAを導入することで，破骨細胞分化がレスキューされており，
さらにSiglec-15のりガンド結合部位にミューテーションを組み込んだSigle-15-R143Aの導入で

はレスキューされないことから，Siglec-15の外因性導入においてもりガンドが作用してシグナ

ルを活性化していると考えていると明確に回答した。最後に本研究ではRAW264.7細胞を用い
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た 実験で あること から， マクロフ ァージ のRANKL誘 導性の 破骨細胞分化過程の検討を行って

いるが，骨髄細胞から破骨細胞への分化においてはSiglec-15がどのような役割を果たしている

か との質 問を受けた。申請者は、既にSiglec-15KOマウスを用いた実験で骨髄細胞培養などは

計画していると回答した。

    更に、副査の藤田、久下、三浪の各教授および遠山准教授から多くの質問があり、活発な

質 疑 応 答 が あ っ た 。 即 ち 、 破 骨 細 胞 に お け る Siglec-15の 局 在 に つ い て ， 作 成 し た

RAW.Siglec-15(+)細胞でも細胞膜上にSiglec-15が発現していたかどうか。NFATclの結合実験

な どを行 ったか。 他のDAP12会合受 容体の影響についてはどうか。Siglec-15のりガンドはど

の 細胞が 発現して いるの か。RANK-RANKLシ グナルに よって Siglec-15の発現が上昇する機序

は明らかになっているのか等の質問である。これらの質問に対して申請者は、自らの実験結果

やこれまでの論文報告および自己の未発表の実験結果を引用しつつ概ね妥当な回答を成し得た。

    この論文は、Siglec-15を介した共刺激シグナルが破骨細胞の分化に極めて重要な役割を

果たしている事を明らかにした点で高く評価され、今後の異常な破骨細胞活性化による骨吸収

を示す骨疾患の新たな治療法の開発の糸口となる事が期待される。

審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単位なども併せ申

請 者 が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 充 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 し た 。
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