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【はじめに】

骨組織のモデリング ･リモデリングの過程において,

血管新生と骨 ･軟骨組織の吸収は欠くことが出来ない日｡

これまでに,組織学的に血管の侵入と破軟骨細胞及び破

骨細胞の出現が同時期に認められることより,これらは

時を同じくして密接に関連 していることが知 られてい

る｡さらに,この2つの事象は生理的な骨形態形成過程

のみならず,慢性関節リュウマチや癌の骨転移などの病

態でも同様に認められる2･3)｡そこで,血管新生 と破軟骨

細胞及び破骨細胞による軟骨 ･骨組織の吸収活性を同時

に促進する因子の存在が考えられる｡

血管内皮増殖因子 (VEGF)は強力な血管新生因子の

ひとつである4)｡これまでに骨芽細胞や肥大化軟骨細胞

などからも産生されることが知られており5･6),VEGFが

血管新生促進作用ばかりでなく,骨モデリング ･リモデ

リングにも関与 している可能性が考えられる｡また,

VEGFは血管内皮細胞ばか りでなく,造血系幹細胞にも

作用することが知られてお り,単球の走化作用があるこ

とが知 られている7･8)｡更に最近になって,免疫組織学的

手法により破軟骨細胞にVEGF受容体の発現が認められ

ること,破骨細胞分化因子 (ODF)とともに破骨細胞

の分化を促進すること6･9),などが報告されている｡ しか

し,成熟破骨細胞の機能に対するVEGFの作用は未だ不

明な点が多い｡

そこで,成熟破骨細胞に対するVEGFの直接的な作用

と成熟破骨細胞におけるVEGF受容体の発現についてin

vitroから検討したのでここに紹介する｡
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【方法】

成熟破骨細胞による骨吸収活性は,まず7日齢の日本

白色ウサギの長管骨より未分画全骨細胞を調整し,コラー

ゲ ンゲ ル上 に播 き,各 種酵 素処 理 (pronaseE,

collagenaseなど)によって破骨細胞のみの細胞浮遊液

(純度95%以上)を調整 した後,単離破骨細胞を象牙片

上に播種 し,VEGF165を添加した｡そして任意時間培養

した後に形成された吸収蘭の面積より算定した10'Oまた,

この象牙片上の細胞を酒石酸耐性酸フォスフアタ-ゼ

(TRAP)にて染色 し,任意時間培養後の破骨細胞の生

存を検討した｡次に,成熟破骨細胞におけるVEGF受容

体 (Flt-1,KDR/Flk-1)の発現をRT-PCR分析,免疫染色

およびwesternblot分析にて検討した｡最後にVEGFの

作用と破骨細胞内のチロシンキナーゼの活性化との関連

性を抗フォスフオチロシン抗体を用いたwesternblot分

析およびチロシンキナーゼ阻害剤であるherbimycinA

を用いて検討した｡

【結果】

VEGF165は直接成熟破骨細胞による骨吸収活性を促進

することが示され,この促進効果は濃度,及び処理時間

に依存 して有意に現れた｡また,象牙片上の破骨細胞は

VEGF165を作周させることによって生存が高められるこ

とが示された｡(Fig.1.)成熟破骨細胞におけるVEGF受

容体 (Fl t-1,KDR/Flk-1)の発現が遺伝子,及びタンパ

クレベルにて認められた｡(Fig.2.3)最後にVEGF165を成

熟破骨細胞に作用させると破骨細胞内のチロシンキナー

ゼ活性が促進することが示され,この促進効果はチロシ

ンキナーゼ阻害剤を作用させることによって,コントロ

ールと同等のレベルにまで抑制された｡

【以上の結果より】

血管新生促進因子であるVEGFが破骨細胞による骨吸

収活性を促進することが明らかになり,この促進効果に

は破骨細胞 自身の生存が関与 していることが示唆され

た｡ また,成熟破骨細胞には2つのVEGF受容体の発現

が認められ,VEGFによる破骨細胞の骨吸収活性促進効

果はVEGF受容体 (Flト1もしくはKDR/Flk-1)を介した

直接的な作用であり,破骨細胞内のチロシンキナーゼの

活性化によってもたらされることが示された｡
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今回の検討において,成熟破骨細胞の単離は破骨細胞

自身の強力な接着力を利用し,各種酵素処理にて破骨細

胞以外の除去することで行ったO 得られた成熟破骨細胞

は骨髄間質細胞などの介在を必要とせずに,象牙片上で

の骨吸収活性が認められた｡このように,成熟破骨細胞

のみを象牙片上で培養することによって,VEGFの破骨

細胞に対する直接的な作用,すなわち骨吸収活性促進作

用を示すことが可能になった｡この破骨細胞の単離法お

よび骨吸収活性分析法はこれまでに不明な点が多かった

破骨細胞の機能に及ぼす各種因子の直接的な作用を解明

する有効な分析法であることが示された｡

これまでに,invivoにおける研究で,op/opマウスに

おいてVEGFがFlt-1を介 して破骨細胞の形成を促 し,

VEGFがM-CSFの代替因子として作用する9',という報

告や長管骨の成長板にFlt-1キメラタンパクを作用させ

ると石灰化軟骨組織への血管侵入が妨げられ,肥大化軟

骨組織は吸収されず一次海綿骨への置換が行われない6',

という報告がある｡また,骨芽細胞や肥大化軟骨細胞が

VEGFを産生することがこれまでにも知 られており,骨

芽細胞に関しては,骨吸収促進因子である活性型ビタミ

ンD3やプロスタグランジンE2を作用させると VEGFの

産生が促進することも知 られている11･12)｡これらの報告

か らVEGFが骨形態形成において血管新生作用ばかりで

なく,軟骨 ･骨組織吸収作用にも関与していることが示

唆されてきたが,今回のinvitroにおける研究において

もVEGFが血管新生作用ばか りでなく,骨吸収活性促進

作用 も合わせ持つことが示めされた｡
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lFigurelegends]

Fig.i.Dose-andtime-dependenteffectofVEGFon

boneresorptionby matureosteoclasts.Isolated

matureosteoclasts(200cells)wereincubatedwith
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variousconcentrationsofVEGFfor24h(A),or

incubatedwithout(Opencircle)orwithVEGF(100
ng/ml,closedcircle)fortheindicatedtimes(B)

Then,theareaofpitsexcavatedbytheisolated

osteoclastsweremeasured.ThenumberofTRAp-

positiveosteoclastsonthedentinesliceswere

counted,andthepercentagetothenumberof

initially-seededosteoclastswasindicatedassurvival

rate. Theexperimentswereperformedfourtimes,

andthevaluesaremeans+SDfor5culturesina

representativeexperiment.*P<0.01vs.untreated

cells.

Fig.2,RT-PCRanalysisfortheexpressionofVEGF

receptorsinmatureosteoclasts.(A),Equalamounts

oftotalRNAfrom endothelialHUVECcells,rabbit

(Rab.)aorta,andisolatedrabbitosteoclasts(Rab.OC)

werereverse-transcribed(RT,+),ornot(RT,-),

andthenthesampleswereamplifiedwithFlt-1or

**,*p<0.01
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KDR/flk-1prlmerS.ThePCRproductsforFlt-1and

KDR/flk-1were971bpand398bp,respectively.

Fig･3･ExpressionofVEGFreceptorproteinsin

matureosteoclasts.Rabbitunfractionatedbonecells

wereimmunostainedwithpolyclonalrabbitanti-Flt-

1IgG(A),monoclonalmouseanti-KDR/flk-1IgG(C)

antibody,non-immunerabbitlgG(B),ornon-

immunemouselgG(D) Notethatmultinucleate

osteoclasts(arrows)werepositivelyimmunoreactive

fortwodistinctreceptorsofVEGF.Barineach

photographindicateslOO 〟m.(E),Western

blottinganalysisforVEGFreceptorsexpressedon

matureosteoclasts.Membraneproteinswere

extractedfromHUVECcells(lanes1,3)andisolated

matureosteoclasts(lanes2,4),andusedforWestern

blottinganalysisofKDR/flk-1(lanes1,2)andFlt-1

(lanes3,4) Arrowsindicatesimmunoreactive

bandsforKDR/Ⅶk-1andFlt-1,respectively.

* p<0.01
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