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Thesis

緒　言

　骨形成と骨吸収のバランスを保ちつつ行わ
れる骨のリモデリングは，生体内の様々な器官に
よる内分泌系を介した制御を受けることが知られ
ているが1, 2)，近年，神経系も骨代謝を制御することが
明らかとなりつつある 2, 3)．一方で，血管は骨を含む生
体内の多くの器官に酸素，栄養分，ホルモンやサイト
カインを供給するため，血管形成は骨リモデリングや
骨格系の発達に重要であることが示唆される 4)．骨に
おける血管形成も骨格の発達や骨代謝に不可欠な存在
である．血管は神経に伴走しており，神経系と連絡
を取り合っていることから 5)，血管系による骨代謝の
制御が存在する可能性も否定できない．
　骨代謝における破骨細胞は，骨破壊をできる
唯一の細胞で 6)，単球・マクロファージ系の造血

細胞より分化した多核巨細胞である．破骨細胞
の分化は，骨芽細胞が分泌するマクロファージ
コロニー刺激因子（Macrophage colony-stimulating 
factor：M-CSF）とNFκB活性化受容体リガンド
（Receptor activator of NF-κB ligand：RANKL）に
より厳密に制御されている 6 -8)．血管系と破骨細胞
との関係では，血管を制御する因子が破骨細胞や
破骨前駆細胞に作用することや，血管内皮細胞
から産生される因子が破骨細胞分化を抑制するこ
とが報告されている 9)．たとえば，強力な血管形成
因子であるvascular endothelial growth factorは，低酸
素状態で血管内皮細胞から誘導され，破骨細胞分化を
促進させ，破骨細胞の寿命を延長させ，骨吸収を促進
させる10)．また，血管内皮細胞由来のendothelin-1は，
破骨前駆細胞に作用して破骨細胞による骨吸収および
細胞遊走性を抑制する 11)．Chikatsuらは，血管内
皮細胞と骨髄マクロファージの非接触型共培養に
より，破骨細胞形成が抑制されることを報告した 12)．
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　骨代謝は様々な器官による内分泌系を介した制御を受けることが知られている．血管は多くの器官
に重要な役割を果たしており，骨における血管形成も骨格の発達や骨代謝に不可欠な存在である．
しかしながら，骨代謝における血管系の役割は完全に解明されているとは言い難い．血管内皮細胞と
骨髄マクロファージ（BMMs）の非接触型共培養にて破骨細胞分化が著明に抑制される現象は知られ
ていたが，これを担う分泌性因子については不明であった．本研究では，血管内皮細胞由来のnetrin
（Ntn）- 4がBMMsに作用して破骨細胞分化を抑制すること，骨粗鬆症モデルマウスにおいてNtn4投与
により骨量が増加することを見出した．血管内皮細胞に強く発現する分泌型 netrinであるNtn1および
Ntn4の破骨細胞に対する作用を調べたところ，Ntn1は破骨細胞形成を促進し，Ntn4は破骨細胞形成
を抑制した．そこで，共存培養においてNtn1あるいはNtn4の中和抗体を添加したところ，Ntn4の中
和抗体は破骨細胞形成を有意に促進し，Ntn1の中和抗体は破骨細胞形成に影響を与えなかった．また，
共存培養において，破骨細胞のDSCAM受容体発現が上昇しており，DSCAM中和抗体により破骨細
胞分化抑制が解除された．さらに，in vivoにおいても，骨に孔をあけて治癒過程を観察した実験で，
骨組織におけるPECAM-1陽性細胞である血管内皮細胞を持つ血管様組織は，Ntn4陽性細胞と一致し，
Ntn4の発現を認めた．また，骨粗鬆症モデルマウスに対してNtn4を予防的に投与することで，破骨
細胞の抑制を介して骨量低下を防止した．これらの結果より，血管内皮細胞由来Ntn4と破骨細胞の
DSCAM受容体は少なくとも一部のメカニズムとして，破骨細胞分化を抑制し，骨量の低下を抑制
することに関与している可能性が考えられた．
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この事実は，血管内皮細胞から産生される何らか
の因子が，破骨細胞の分化を抑制することを示し
ている．
　哺乳類のネトリン（netrin）ファミリー は，ラミニン
（laminin）のスーパーファミリーに属し，分泌タン
パク質であるnetrin-1，netrin-3，netrin-4，netrin-5と，
膜タンパク質である n e t r i n - G 1と n e t r i n - G 2が
存在し，神経軸索の移動，リンパ管の発生や血管
の新生に関与している 13, 14)．これらのリガンドの
受容体として，Deleted in colorectal cancer（DCC），
Neogenin（Neo1），Adenosine A2b receptor（Adora2b），
Uncoordinated 5a, 5b, 5c, 5d（Unc 5a, b, c, d），
Down’s syndrome cell adhesion molecule（DSCAM）が
知られている13)．血管内皮細胞は，Ntn1とNtn4を強く
発現している．血管形成において重要なNtn1は，白血
球遊走能を抑制し 15, 16)，ヒトやラットにおける胎盤血
管形成の発達に不可欠である 17)．一方，Ntn4はリンパ
脈管新生を誘導するが，角膜上皮細胞の増殖および
網膜における血管分枝を抑制する 14, 18)．しかしながら，
netrin familyの骨代謝における役割は不明である．
　今回，われわれは，血管内皮細胞が N t n 4を
介して骨髄マクロファージに作用して破骨細胞分化を
抑制し，Ntn4が骨粗鬆症モデルマウスにおいて骨吸
収を抑制し，骨量の低下を防ぐことを報告する．

材料および方法

1．試薬
　リコンビナントタンパク質として，リコンビナントマ
ウスNtn1（1109 -N1，R&D systems社）および，リコンビ
ナントマウスNtn4（1132-N4，R&D systems社）を用いた．
中和抗体による実験は，ヤギポリクロナール抗Ntn1
抗体（AF1109，R&D systems社），ヤギポリクロナー
ル抗Ntn4抗体（AF1132，R&D systems社），ウサギポ
リクロナール抗DSCAM抗体（sc-79437，Santa Cruz社），
陰性コントロールとして，Normal goat IgG（sc -45077，
Santa Cruz社），Normal rabbit IgG（sc-3888，Santa 
Cruz社）を用いた．免疫染色による実験は，ヤギポ
リクロナール抗Ntn4抗体 ，ヤギポリクロナール抗
PECAM-1抗体（sc-1506，Santa Cruz社）を用いた．
2．実験動物
　実験に用いたすべてのマウスはC57BL/6で，東京
実験動物株式会社より購入し，埼玉医科大学動物施設
において飼育した．また，実験は埼玉医科大学動物
実験委員会による動物実験規程に従った（許可番号
No.1165）．
3．細胞培養
　マウス破骨細胞は，in vitroにおける確立された培養
プロトコールに従い分化させた 19)．すなわち，8～ 10
週齢の雌のC57BL/6マウスの脛骨から採取した骨髄
細胞を，10％のウシ胎児血清（FBS），1％のペニシ

リン・ストレプトマイシン（P/S）を添加した培養液
（MEM）で16～ 20時間培養し，培養後，上清に含ま
れた非接着細胞を1×105 cell/cm2で播種し，10 ng/ml
のM-CSF（Peprotech社）を添加し，48時間培養した．
培養後の接着細胞を骨髄マクロファージ（BMMs）と
して使用し，10 ng/mlのM-CSFと100 ng/mlのRANKL
（Oriental Yeast社）を加えて培養した．5日間の培養後，
10％のホルマリンで5分間固定し，50：50のエタ
ノールおよびアセトンで1分間再固定した．破骨細
胞のマーカー酵素である酒石酸抵抗性酸性ホスファ
ターゼ（TRAP）を検出するために，naphthol AS -MX 
phosphate（Sigma-Aldrich社）と fast red violet LB salt
（Sigma-Aldrich社）を添加した50 mMの酒石酸含有緩
衝液を用い，室温で染色した（TRAP染色）．3核以上
のTRAP陽性細胞を破骨細胞として計算した．マウス
血管内皮細胞系のUV♀ 2（UV2：RCB1994）は，理化
学研究所バイオリソースセンターによって提供された
細胞を用いた．UV2は，10％のFBSと1％のP/Sを
添加した培養液（α-MEM）で培養した．細胞間非接触
型共培養のトランスウェルシステム（Corning社）での
実験は，下段にBMMsを1× 105 cell/cm2で，上段に
UV2を3× 104 cell/cm2で播種し，10 ng/mlのM-CSF
と100 ng/mlのRANKLの存在下で培養し，TRAP染色
した．すべての細胞培養は，2～ 3日毎に培地交換を
行い，二酸化炭素濃度5％，37℃の環境下で培養した．
4．細胞増殖能の検討
　BMMsを96well-plateに1× 104 cell/cm2で播種し，
M-CSFの存在下にリコンビナントマウスNtn1と
Ntn4を添加し，48時間培養した．培養後はCell Titer 
96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
（Promega社）を用い，Model 680 XR plate reader（BIO 
RAD社）で490 nmの波長を測定し，定量化した20)．
5．逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）法による遺
伝子発現の評価
　Tota l  RNAは，ISOGEN（Nippon Gene 社）で
抽出し，Super Script One-Step R T-PCR kit（Life 
Technologies社）で，遺伝子発現解析を検討した．
用いた遺伝子特有のプライマーはTableに示す．cDNA
の合成は45℃で30分間インキュベートし，94℃の2分
間で停止した．得られたcDNAは94℃で60秒間の変性
と55℃で90秒間のアニーリングと72℃で180秒間の
伸長を32サイクル行い増幅した．
6．リアルタイム定量 PCR（Real-time qPCR）法による
発現遺伝子の定量
　Applied Biosystems Prism 7900HT Sequence 
Detection System（Life Technologies社）を用い，プロト
コールは添付文書に従った 20)．プライマーはTaq 
Man Gene Expression Assays（Life Technologies社）
のNFATc1（Mm00479445_m1），Cathepsin K（Ctsk）
（Mm00484039_m1），GAPDH（Mm03302249_g1）
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を用いた．Total RNAは，ISOGENで抽出し，逆転
写 酵 素 反 応 はHigh Capacity RNA-to - cDNA Master 
Mix（Life Technologies社）を用いた．ウラシル -DNA 
グリコシラーゼ（UNG）で，50℃で2分間処理し，
AmpliTaq Gold DNA ポリメラーゼで，95℃で15秒
間の変性と60℃で60秒間のアニーリングと伸長を40
サイクル行い，増幅した．得られた結果は，GAPDH
を内部標準とし，相対的な値をApplied Biosystems 
Prism Sequence Detection Software version 2.1（Life 
Technologies社）で分析した．
7．drill-holeを利用した大腿骨損傷モデルマウス
　drill-holeを利用した大腿骨損傷モデルは，8週齢の
雄のマウスを用いた．ペントバルビタールナトリウム
（20 mg/kg）の腹腔内麻酔をしたマウスの大腿骨前面
の筋肉および骨膜を剝離し，骨面を露出させ，膝関節
より6 mm近位の大腿骨に直径 1 mmの骨孔を骨髄腔
まで形成した21)．形成後，6日および14日後に屠殺し，
免疫組織化学的染色により検討した．
8．免疫組織化学染色
　大腿骨損傷モデルマウスはペントバルビタールナ
トリウム（20 mg/kg）の腹腔内注射を行い，4％のパ
ラホルムアルデヒド（pH 7.4）にて灌流固定し，大腿
骨を採取した．採取した大腿骨は，ドライアイスを
加えたヘキサンを用いて，5％のカルボキシメチル
セルロースジェルに包埋し，CM1900 cryostat（Leica 
Microsystems社）で，5 μmの切片に薄切した．得ら
れた骨修復時の大腿骨と骨孔の形成をしていない
大腿骨の非脱灰切片は，Kawamoto’s film methodで
固定し 22)，PECAM-1およびNtn4の特異抗体をDAB法
で染色した．その後，TRAP染色，ヘマトキシリンで
対比染色した．

9．RANKL 誘発性骨粗鬆症モデルマウス作製
　7週齢雄マウスに対して，可溶性 RANKL（sRANKL; 
1 mg/kg）を24時間毎に，3日間腹腔内注射を行い，
RANKL誘発性骨粗鬆症モデルマウスを作製した 23)．
ネガティブコントロールとしてリン酸緩衝生理食
塩水（PBS）を，ポジティブコントロールとしてゾ
レドロン酸（zoledronic acid：Zol）を用い，PBS, Zol
（100 µg/ml），Ntn4（1 mg/kg）はsRANKL投与前に腹
腔内注射を行った．sRANKL投与マウスに対する対照
としてPBSのみを投与したマウスを用意した．最後の
腹腔内注射の90分後に屠殺し，PBS群（PBS），PBSと
RANKLを投与した群（RANKL-PBS），Ntn4とRANKL
を投与した群（RANKL-Ntn4），ZolとRANKLを投与
した群（RANKL-Zol），それぞれ6匹について骨形態計
測の分析を行った．
1 0．血清 Ntn 4 濃度測定
　RANKL誘発性骨粗鬆症モデルマウスの血清中のNtn4
の濃度測定は，mouse Ntn4 ELISA kit（CUSABIO社）
を用い，プロトコールは添付文書に従った．PBS，
RANKL -PBS，RANK L -Ntn4の3群について，それぞれ
6個のサンプルを測定した．
1 1．骨形態計測分析
　屠殺する5日前と2日前にカルセイン（Sigma社）
を 2 5  m g / k gで腹腔内注射した．R A N K Lで誘発
した骨粗鬆症モデルマウスは，屠殺後に4％の
パラホルムアルデヒドで固定し，エタノール
で脱水し，椎骨を採取した．採取した椎骨は
メチルメタクリル酸塩で包埋し，RM2255（Leica 
Microsystems社）で，4～ 7 µmの切片に薄切した．
得られた非脱灰切片は，フォンコッサ染色，トレイ
ジンブルー染色およびTRAP染色を行った 2)．形態

Table.	 RT-PCR用プライマーの一覧表
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計測分析は，米国骨代謝学会（American Society for 
Bone and Mineral Research：ASBMR）の一般命名法
に基づいた分類計測に沿って，骨密度の骨量／組織量
（BV/TV; ％），骨形成速度の骨形成率／骨面積（BFR/
BS; μm3 mm-1 yr-1）， 石 灰 化 速 度（MAR; mm yr-1），
骨芽細胞面（Ob.S/BS; ％），そして海綿骨・破骨細胞
数（N.Oc/B.Pm; per 100 mm）の項目をOsteoMeasure 
Analysis System（OsteoMetrics社）で分析した2)．
1 2．統計学的解析
　すべての実験は，独立した3個以上の結果を分析し，
平均値（AVG）および平均値の標準誤差（SEM）で分
析した．また，2つの結果の比較はStudent’s t-testsを
用い，3つ以上の結果の比較はOne -Way Analysis of 
Variance and Bonferroni / Dunn methodsで分析した
（#p＜ 0.05; ##p＜ 0.01; ###p＜ 0.001）．

結果および成績

1．BMMsとUV 2 の非接触型共培養は破骨細胞分化を
抑制する
　Chikatsuらは，血管内皮細胞と骨髄マクロファージ
の非接触型共培養において，破骨細胞分化が抑制さ
れることを報告した 12)．われわれはマウス血管内皮細
胞様細胞株（UV2）がBMMsとの非接触型共培養にて
破骨細胞分化を抑制するかどうかを検討したところ，
予想通り，UV2が存在しない場合と比較して破骨細胞
形成は抑制された（Fig. 1）．また，破骨細胞分化マーカー
遺伝子であるNFATc1，calcitonin receptor（Calcr），
Ctskの発現は抑制された（data not included）．従って，
血管内皮細胞から産出される分泌性の因子により，
破骨細胞分化が抑制されることが示唆された．
2．Ntn 1 は破骨細胞分化を促進し，Ntn 4 は破骨細胞
分化を抑制する
　血管内皮細胞はnetrinファミリーを発現している24, 25)．

UV2が分泌型 netrinを発現しているかどうかを検討
した．ポジティブコントロールとしてマウス脳抽出
物（MBE），脾臓（spleen），白色脂肪組織（WAT）を
用い，ネガティブコントロールとしてBMMsを用い，
RT-PCRを行った．UV2は，Ntn1とNtn4を強く発現し
ていたが，Ntn3とNtn5はほとんど発現していなかった
（Fig. 2A）．次にわれわれは，UV2が発現するNtn1
あるいはNtn4が破骨細胞分化を抑制する因子である
と仮定し，リコンビナントマウスNtn1あるいはリコン
ビナントマウスNtn4をBMMsの培養時にRANKL
と同時に添加し，M-CSFおよびRANKLの存在下
にて5日間の培養を行った．その結果，破骨細胞形成
はNtn1により促進されたが（Sup. Fig. 1A），Ntn4に
より抑制された（Fig. 2B）．Ntn1の添加によりCtskの
発現は上昇していたもののNFATc1の発現に変化はな
かった（Sup. Fig. 1B）．Ntn4の添加によりNFATc1と
Ctskの発現は下降していた（Fig. 2C）．一方で，リコン
ビナントマウスNtn1あるいはNtn4の添加により
BMMsの細胞増殖に影響を与えなかった（Sup. Fig. 2）．
3．UV 2 から産生されたNtn 4 は破骨細胞分化を抑制
する
　次に，UV2から産生されるNtn1あるいはNtn4が，
破骨細胞分化を抑制するかどうかを検討した． M-CSF
およびRANKLの存在下，UV2とBMMsの非接触型共
培養にNtn1あるいはNtn4の中和抗体を添加する実験
を行った．Ntn4の中和抗体は，破骨細胞形成を有意に
促進したが（Fig. 3），Ntn1の中和抗体は，破骨細胞形
成に影響を与えなかった（Sup. Fig. 1C）．
4．BMMsとUV 2 の非接触型共培養によりBMMsにお
けるDSCAM 受容体の発現が上昇する
　次に，B M Mが n e t r i n受容体を発現している
かどうか検討した．B M M sを R A N K Lにて 5日間
刺激後に受容体のmRNA発現をみたところ，破骨

Fig. 1.	血管内皮細胞様細胞株と骨髄マクロファージの非接触型共培養は破骨細胞分化を抑制する．血管内皮細胞様細胞株 
（UV2）と骨髄マクロファージ （BMMs）の非接触型共培養時の破骨細胞分化のTRAP染色像とTRAP陽性細胞の細胞
数比較．Scale bar; 400 µm, AVG±SEM, ###; p＜ 0.001．
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Fig. 2.	血管内皮細胞様細胞株と骨髄マクロファージの非接触型共培養の破骨細胞分化はNtn4を介して抑制する．
	 A) RT-PCRによるUV2の分泌型 netrinの発現分析：分泌型 netrin（netrin-1（Ntn1），netrin-3（Ntn3），netrin-4（Ntn4），

netrin-5（Ntn5）），内部標準（β- actin）：コントロール（マウス脳抽出物（MBE），脾臓（spleen），白色脂肪組織（WAT），
BMMs）．B) BMMsの分化培養時にリコンビナントマウスNtn4を添加した時の破骨細胞分化のTRAP染色像とTRAP
陽性細胞の細胞数比較：Ntn4の培養液濃度（0.5 µg/ml，2 µg/ml）．C) Bの破骨細胞のReal-time qPCRによる破骨細
胞分化マーカー遺伝子の分析：マーカー遺伝子（NFATc1, Ctsk）．CRL（control），Scale bar; 400 µm, AVG±SEM, ###; 
p＜ 0.001．
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Sup. Fig. 1.	Ntn1は破骨細胞分化を抑制しない．A) BMMsの分化培養時にリコンビナントマウスNtn1を添加した時の破骨
細胞分化のTRAP染色像とTRAP陽性細胞の細胞数比較：Ntn1の培養液濃度（0.5 µg/ml）．B) Aの破骨細胞の
Real-time qPCRによる破骨細胞分化マーカー遺伝子の分析：マーカー遺伝子（NFATc1, Ctsk）．C) 血管内皮細
胞様細胞株（UV2）と骨髄マクロファージ（BMMs）の非接触型共培養にNtn1の中和抗体を添加した時の破骨細
胞分化のTRAP染色像とTRAP陽性細胞の細胞数：コントロール（normal gaot-IgG）：培養液濃度（100 ng/ml）．
CRL（control）, Scale bar; 400 µm, AVG±SEM, ###; p＜ 0.001．
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細胞はAdora2b，Neo1，Unc5b，DSCAMを発現していた
（Fig. 4A）．さらに，UV2との共培養において，これら
の受容体の遺伝子発現を定量したところ，DSCAMが
有意に上昇していた（Fig. 4B）．DSCAM受容体が破

骨細胞形成を抑制するのに重要かどうかを検討す
るために，DSCAMの細胞外ドメインを認識する抗体
を加えたところ，破骨細胞形成の抑制が解除された
（Fig. 4C）．

5．骨組織における血管内皮細胞はNtn 4 を発現する
　in vivoでの骨組織においても，血管内皮細胞は
Ntn4を 発 現 す る か ど う か を 組 織 学 的 に 観 察
するために，大腿骨に骨孔を形成し，その治癒
過程を観察する実験を行った．骨孔形成後 6日目
および14日目にサンプリングを行い，それぞれの
時期においてPECAM-1とNtn4の免疫染色を行った．
Fig. 2Aで血管内皮細胞にNtn4が発現していることと
一致して，6日後および14日後の大腿骨の修復過程
においても，Ntn4はPECAM-1陽性の血管組織に主
に局在していた（Fig. 5）．また，未処置の大腿骨に
おいても，Ntn4はPECAM-1陽性の血管組織に主に局
在していた（Sup. Fig. 3）．以上の結果から，in vivoの
骨組織における血管内皮細胞にも，Ntn4を発現する
と示唆される．また，骨修復時の一部のTRAP陽性
細胞は，血管内皮細胞およびNtn4陽性細胞の近傍に
局在していた（Fig. 5）． 
6．Ntn 4 はRANKL 誘導性骨粗鬆症モデルマウスの骨
量の減少を抑制する
　in vivoにおけるNtn4の骨代謝における作用を調べ
るためにRANKLを投与して骨粗鬆症を引き起こす
モデルマウスを用いた 23)．7週齢の雄のマウスに
24時間の間隔でRANKLを投与し骨吸収を誘導させた
（Fig. 6A）．Ntn4の予防的効果を検討するために，
Ntn4を腹腔内注射したマウスの腰椎について骨形
態計測を行った．陰性コントロールとしてPBSを，
陽性コントロールとしてZolを腹腔内注射したマウ
スを分析した．その結果，Ntn4は，破骨細胞形成
の抑制を介して，骨量の低下を防いだ（Fig. 6A, B）．
一方で，骨形成速度，石灰化速度 , 骨芽細胞数には影
響を与えなかった（Fig. 6C -E）．また，Ntn4を投与した
マウスでは対照よりも血清中のNtn4濃度は有意に高
かった（Sup. Fig. 4）．

考　察

　netrinファミリーは軸索誘導や血管形成において不
可欠な因子である 13)が，骨代謝における役割は解明さ
れていなかった．本研究において，血管内皮細胞が破
骨細胞分化を制御することを明らかにし，Ntn1が破
骨細胞分化を促進し，Ntn4が破骨細胞分化を抑制す
ることを明らかにした．また，Ntn4は，血管内皮細胞
から産生される破骨細胞分化抑制因子の1つであるこ
とを明らかにした．これは次の理由に依る．まずは，
M-CSFおよびRANKL存在下でのBMMsの培養に
おいて，Ntn1ではなくてNtn4が破骨細胞分化を抑制
することである．次に，非接触型共培養において破骨

Sup. Fig. 2.	Ntn1およびNtn4は骨髄マクロファージの増殖
に影響しない．骨髄マクロファージ（BMMs）
に培養時にリコンビナントマウスNtn1および
Ntn4を添加よる細胞増殖試験：Ntn1および
Ntn4の培養液濃度（0.5 µg/ml）．CRL（control）, 
AVG±SEM．

Fig. 3.	血管内皮細胞由来のNtn4は非接触型共培養におい
て破骨細胞分化を抑制する血管内皮細胞様細胞株
（UV2）と骨髄マクロファージ（BMMs）の非接触
型共培養にNtn4の中和抗体を添加した時の破骨細
胞分化のTRAP染色像とTRAP陽性細胞の細胞数：
コントロール（normal gaot-IgG）：培養液濃度
（100 ng/ml）．Scale bar; 400 µm, AVG± SEM, ###; 
p＜ 0.001．
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細胞分化の抑制が，Ntn1ではなくてNtn4の中和抗体
で解除されることである．
　N t n 1 は U n c 5 b を介して血管形成を抑制
させる 26)．また，Ntn1はDCCを介して血管形成
を 促 進 さ せ る 16)が，Ntn4はUnc5a-d，Adora2b，
DCC，Neo1以外の受容体を介して血管形成を促
進させることが報告されている．本研究において，

Ntn1は破骨細胞分化を促進させることを見出
した．同様に，MedieroらはNtn1が破骨細胞分化
促進因子であることを発表している 27)．興味深い
ことに，彼らはNtn1による破骨細胞分化促進は，破
骨細胞におけるUnc5bを介していると主張してい
る．Unc5bはマクロファージに発現しており，Ntn1
はUnc5bを介してマクロファージによるアテローム

Fig. 4.	DSCAMは非接触型共培養において破骨細胞分化を抑制する役割がある．A) RT-PCRによるM-CSFおよびRANKL
存在下の骨髄マクロファージ（BMMs）のnetrin受容体の発現分析：netrin受容体（Deleted in Colorectal Cancer 
(DCC), adenosine A2b receptor (Adora2b), neogenin (Neo1), uncoordinated 5a, 5b, 5c, 5d (Unc5a, 5b, 5c, 5d), Down’s 
syndrome cell adhesion molecule (DSCAM)），内部標準（β- actin）：コントロール（マウス脳抽出物（MBE））．
B) 血管内皮細胞様細胞株（UV2）と骨髄マクロファージ（BMMs）の非接触型共培養時の破骨細胞のReal-time qPCRに
よるDSCAM遺伝子の分析．C) UV2とBMMsの非接触型共培養にDSCAMの中和抗体を添加した時の破骨細胞分化
のTRAP染色像とTRAP陽性細胞の細胞数：コントロール（normal rabbit-IgG）：培養液濃度（100 ng/ml）．Scale bar; 
400 µm, AVG±SEM, #; p＜ 0.05, ###; p＜ 0.001．
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Fig. 5.	 in vivoにおいて骨修復時の血管内皮細胞はNtn4を発現する．6日間と14日間の治癒過程を得た大腿骨損傷モデルマ
ウスのDrill-hole部のNtn4陽性細胞と血管内皮細胞：上段（PECAM-1抗体の免疫染色），中段（Ntn4抗体の免疫染色），
下段（コントロール），白矢（血管内皮細胞），黄矢（破骨細胞）．弱拡大Scale bar; 1000 µm，強拡大 Scale bar; 100 µm．

Sup. Fig. 3.	in vivoにおいて未処置の大腿骨の血管内皮細胞はNtn4を発現する．損傷の加えていないマウス大腿骨において
Ntn4陽性細胞と血管内皮細胞：上段（PECAM-1抗体の免疫染色），中段（Ntn4抗体の免疫染色），下段（コント
ロール），白矢（血管内皮細胞）．Scale bar; 弱拡大 ; 1000 µm，強拡大 Scale bar; 100 µm．
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硬化症を促進することが報告されている 28, 29)．今回の
研究で，血管内皮細胞との共培養で破骨細胞の
DSCAM受容体発現が上昇しており，血管内皮細胞
の破骨細胞分化抑制は，DSCAM受容体が主である
可能性があると考えられたため，DSCAM抗体を共培
養系に添加する実験を行ったところ，破骨細胞分化
抑制が解除されたことから，血管内皮細胞による破骨

細胞分化抑制は， DSCAMを介している可能性が示唆
された．しかしながら，今回の研究では他のUnc5b，
Adora2b，Neo1受容体について検討していないため，
これらの受容体を介している可能性も否定はできない．
　DSCAMを介してnetrinと同じ軸索誘導因子で
あるセマフォリン（semaphorin）ファミリーの中で，
semaphorin3Aは，Ntn4と同じように破骨細胞分化を

Fig. 6.	 in vivoにおいてNtn4は骨量の低下を防止する．Ntn4を腹腔内注射した骨粗鬆症モデルマウスの椎骨の組織形
態計測的な分析：PBSのみ群（PBS），PBSを投与したRANKL誘発モデルマウス群（RANKL-PBS），Ntn4を投与
したRANKL誘発モデルマウス群（RANKL-Ntn4），zoledronic acid（Zol）を投与したRANKL誘発モデルマウス群
（RANKL-Zol）：A) フォンコッサ染色の組織像と骨密度の骨量／組織量（BV/TV; ％）．B) 海綿骨・破骨細胞数（N.Oc/
B.Pm; per 100 mm）．C) 骨芽細胞面（Ob.S/BS; ％）．D) 骨形成速度の骨形成率／骨面積（BFR/BS; μm3 mm-1 yr-1）．E) 
石灰化速度（MAR; mm yr-1）．AVG±SEM, #; p＜ 0.05, ###; p＜ 0.001．
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抑 制 す る 2, 30)．そ し て ま た，semaphorin6Dは，
Ntn1と同じように破骨細胞分化を促進する 31)．
semaphorin6Dは，免疫グロブリン -プレキシン
転写制御領域をもつplexin-A1と結合する．この
plexin-A1は，Triggering receptor expressed on 
myeloid cells 2 (TREM2) / DNAX-activation protein 12 
(DAP12)複合体と関係し，破骨細胞分化を促進する．
一方で， semaphorin3Aは，neuropi l in -1と結合
するが，これによりTREM2/DAP12複合体が分離し，
破骨細胞分化を抑制することが報告されている 30)．
netrinの受容体のひとつであるDSCAMは，免疫
グロブリン -タイプC2領域を持つため，Ntn4がこの
DSCAMを介してsemaphorin3Aと同じように作用する
可能性が考えられる．現在われわれは，この仮説に関
して検討中である．
　血管は骨端部や骨幹部の海綿骨，軟骨層や皮質
骨に入り込み，骨の隅々まで血管が張り巡らされ
ている 9)．今回の実験でも，骨幹部の皮質骨や骨修
復時の骨組織に血管内皮細胞を認め，Ntn4を発現
していた．従って，in vivoにおいてもNtn4は，血管
内皮細胞から産生される破骨細胞分化抑制因子の
1つであることが示唆される．また，骨損傷修復時に
多く発現する破骨細胞の一部は，血管内皮細胞の近傍
に認めた．抑制因子を産生する細胞が近傍にある例
として，骨芽細胞が破骨細胞に接触して破骨細胞分
化抑制因子であるosteoprotegerinを産生することが

あげられる．骨芽細胞がRANKLとOPGという作用
の相反する因子を産生するように，血管内皮細胞も
Ntn1とNtn4という作用の相反する因子を産生する．
このように同じ細胞が作用の相反する因子を産生する
ことは大変興味深いが，何故このようなシステムを
備えているか，骨修復時の血管内皮細胞はどの因子
が重要かを解明するには今後さらなる研究が必要で
ある．なぜ，血管が破骨細胞分化を抑制する必要が
あるのだろうか．メカニカルストレスなどさまざま
な外的ストレスを骨が受けると，骨リモデリング
領域における種々の細胞もストレスを受けると考え
られる．たとえば，骨芽細胞においてはメカニカルス
トレスでRANKL発現が上昇し 32)，虚血状態の血管内
皮細胞ではNtn4が過剰に産生される 33)．骨折や過重
負荷など病的状態において，破骨細胞前駆細胞は骨芽
細胞由来のRANKLにより刺激を受ける一方，血管内
皮細胞はNtn4を産生して破骨細胞分化を抑制して，
破骨細胞分化を制御しているメカニズムをわれわれは
考えている．
　骨における血管内皮細胞は特徴的であることが報告
されている 34)．Streetenらは，骨髄由来血管内皮細胞
は副甲状腺ホルモン（parathyroid hormone：PTH）に
反応するが，肺動脈由来内皮細胞は反応しないことを
示した 35)．本研究で使用した血管内皮細胞は骨髄由来
ではないため，われわれのモデルには限界がある．
　われわれは，Ntn4が破骨細胞数を抑制することで
骨粗鬆症モデルマウスの骨量低下を防止することを
示した．この in vivoにおける結果は，in vitroにおける
Ntn4が破骨細胞分化を抑制する結果と一致した．
さらに，Ntn4を in vivoにおいて投与することで，生
理的濃度のおよそ5倍になることが明らかとなった．
Ntn4は血管新生を促進すること36)を考慮すると，Ntn4
が血管と骨構造の再構築を必要とする骨疾患である骨
粗鬆症や歯周炎の治療薬として有用な因子となること
が示唆される．

結論および要約

　本研究では，血管内皮細胞は骨髄マクロファージに
Ntn4を介して作用し，破骨細胞分化抑制することで，
骨量低下を予防し，骨減少性疾患の有用な予防薬にな
りえることを示した．そして，脈管系がnetrinを介し
て骨代謝の制御に関与していることを示した．しかし
ながら，血管と骨組織の相互作用はまだ不明な点が
多く存在する．よって今後も引き続き，更なる実験が
必要であると考える．
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