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要         旨 

破骨細胞は骨吸収を行う唯一の多核巨細胞であり, その分化メカニズムを解明す

ることは, 破骨細胞が関わる様々な疾患の治療につながる. 破骨細胞は骨髄由来の

単球・マクロファージ系の前駆細胞に由来し, 外部から種々の刺激により, 破骨細胞

に分化する. 破骨細胞前駆細胞は表面に RANK を発現し, 骨芽細胞表面に発現す

る RANKL と結合することで分化シグナルが伝達される. 分化の過程では, 様々な転

写因子が重要な役割を果たし, 分化後骨表面に接着し, 融合しながら成熟破骨細胞

へと成長する. 転写因子や様々な分化関連因子のタンパクをコードする mRNA には

AU-Rich Element (ARE) と呼ばれる RNAエレメントをもつものが多い.  

ARE-mRNA は, 通常転写後すぐに分解されるが, RNA 結合タンパク HuR が結合

すると, 核外輸送・安定化される. 細胞にストレス刺激などが加わると, ARE-mRNA は

一時的に核外輸送・安定化されるが, HuR により恒常的に安定化されると細胞のがん

化や様々な疾患に関与することが知られている. また,  ARE-mRNAは細胞の分化に

も関与することが報告されており, 分化中の骨格筋細胞では HuR が細胞質に局在し, 

ARE-mRNAが安定化されている. 本研究では，破骨細胞の分化に HuRがどのように

関わるかを明らかにすることを目的とした.  

ラット脛骨組織中の免疫染色によって，破骨細胞の多くで HuR の細胞質局在を認

め，RAW264.7 細胞を RNAKL により分化した破骨細胞でも HuR の細胞質局在が認



められた．破骨細胞の分化に対する HuRの役割を検討するために，熱ショックで HuR

の分解を促進した結果，破骨細胞への分化が抑制され，CMLD-2でHuRの機能を阻

害しても，濃度依存的に破骨細胞への分化が抑制された．また，分化した成熟破骨細

胞では Actin ringを認めたが, CMLD-2処理した細胞では Actin ringは認められなか

った．破骨細胞の骨吸収能と HuR との関連を調べるために Pit formation assayを行っ

た結果，CMLD-2 で HuR 阻害した系では Pit  (吸収窩) の数が減少し，HuR を阻害

することにより，破骨細胞の骨吸収能が低下した．さらに，破骨細胞の分化の最終段

階でのアポトーシスと HuR との関係を調べた結果，アポトーシス中の破骨細胞では，

核に局在する HuRが減少していた. 

破骨細胞で HuR の細胞質局在を認めたことは, 破骨細胞の分化には HuR による

ARE-mRNA の核外輸送・安定化が関与することを示している. また, HuR 阻害すると

Actin ringの形成や骨吸収能が抑制され, HuRが破骨細胞の分化だけではなく，細胞

骨格形成や細胞接着にも関連することが考えられる. また, アポトーシス中の破骨細

胞で核に局在する HuR の低下を認めたことから, 分化からアポトーシスまでの破骨細

胞の一生に HuR が寄与していることが示された．これらの結果より，HuR を破骨細胞

分化のマーカーとして利用できる可能性が示された.             

 

 

 



              緒       言 

破骨細胞は骨組織を破壊・吸収する生体内で唯一の細胞である. 多核の巨細胞

である破骨細胞は, 骨髄由来の単球・マクロファージ系の前駆細胞から, 骨芽細

胞より産生されるサイトカインによって分化され, 細胞融合によって形成され, 

多核の巨細胞を形成する. 核は 2～100 個以上と変化に富み, 細胞質内に多数の

ミトコンドリアやゴルジ装置の発達を認め, エネルギー代謝やタンパク質合成

が活発で, 多数の偽足様突起を伸ばしているものがあるなど形態や大きさは

様々である 1).   

また, 破骨細胞のマーカー酵素は酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ (TRAP) で

あり, 組織染色法による破骨細胞のマーカーとして用いられている. 破骨細胞

には極性があり,骨基質に接着すると帯状の明帯 (シーリングゾーン) を形成し

て骨を取り囲み, その内側にヒダ状の波状縁を形成して活発に骨吸収を行い,  

吸収窩 (ハウシップ窩) を形成する. 明帯にはアクチンフィラメントやインテグ

リンなどが存在し, 破骨細胞の接着や運動に関与していると考えられている 1). 

また, 波状縁は、酸 (H＋) や種々のプロテアーゼを分泌することで, アパタイト

結晶やコラーゲンなどの骨基質を溶解している 2). 骨代謝は破骨細胞による骨吸

収と骨芽細胞による骨の添加による骨のリモデリングによって恒常性が保たれ

ており, 恒常性が崩れると様々な病変を引き起こす. 破骨細胞の骨吸収能の異



常を原因とする疾患は多数存在し, 骨吸収能の低下により骨が異常に成長して

硬化する大理石病や骨吸収能の異常亢進によって骨が脆くなる骨ページェット

病, 骨粗鬆症, 歯周病による歯槽骨破壊, 関節リウマチによる骨破壊などが有名

である 1),3). 

破骨細胞前駆細胞はその表面に RANK (Receptor Activator NF- kβ) を発現して

おり, 骨芽細胞表面に発現している RANKL (Receptor Activator NF-kβ Ligand) が

結合する事で分化シグナルが伝達される 4). その過程で AP-1 (FOS + JUN) , NF 

kβ,  MITF, NFATc1 などの転写因子の発現が誘導され分化が進み, 破骨細胞が骨

表面に接着後, 細胞融合しながら成熟した破骨細胞へと成長する. RANKL によ

る刺激後は, Calcitonin receptor や MMP-9 を発現して, 骨吸収能を獲得すること

が知られている 1),3). AP-1 (FOS + JUN) , NF kβ, MITF, NFATc1 などの転写因子や

様々な分化関連分子のタンパクをコードする mRNA の中には，AU-Rich Elements 

(ARE) と呼ばれる RNA エレメントを持つものが多数存在することを我々は見

出した 5),6) . 

ARE とは mRNA の 3’非翻訳領域に存在するアデニンとウラシルを多く含む

領域で 5)，がん原遺伝子や転写因子, サイトカイン等，細胞の増殖に関わる遺伝

子から転写される mRNA に多く存在している 6),7). その役割は転写後調節であ

り, 通常 ARE-mRNA は転写後すぐに分解されるが，細胞に何らかのストレスが



加わると，ARE-mRNA は一時的に核外輸送され，安定化される 6,8). しかしなが

ら, がん細胞や炎症性疾患, ウイルス感染症などの様々な疾患に関する細胞で

ARE-mRNA の恒常的な核外輸送・安定化が指摘されており 9),10)，また，疾患以

外でも筋肉細胞の分化等にも同様に，ARE-mRNA の核外輸送・安定化が関連す

ることが報告されている 8),11).  

ARE-mRNA の分解や安定化には，ARE に結合する RNA 結合タンパクが重要

な役割を果たすことが知られている. TTP や AUF などのタンパクは，ARE に特

異的に結合すると ARE-mRNA の分解を促進する．一方，embryonic lethal abnormal 

vision（ELAV）family に属する HuR タンパクは，ARE に特異的に結合し，核外

輸送タンパクと共に mRNA を核外へ移動させ，輸送された ARE-mRNA は安定

化される 9),12) . 従って，HuR の細胞内局在を検討することで，ARE-mRNA の安

定化を予想することができ，上述したがん細胞や分化時の骨格筋細胞では HuR

が細胞質に局在し 8),12)， ARE-mRNA の安定化されることが報告されている． 

前述のように, 破骨細胞の分化過程においても ARE-mRNA によってコードさ

れる転写因子等が多く発現している事から, 破骨細胞の分化にも HuR 結合によ

る ARE-mRNA の安定化機構の関与が考えられる. そこで本研究では，破骨細胞

の分化と HuR との関連を検討した．ラット脛骨中の破骨細胞および RAW264.7

細胞を RANKL 処理により分化させた破骨細胞では, HuR の細胞質局在を認め



た．熱ショックや阻害剤により HuR の働きを抑制すると，分化刺激を加えても，

分化した破骨細胞の数が著しく減少した．破骨細胞の機能を解析するために，Pit 

formation assay を行ったところ，HuR を阻害することにより破骨細胞の骨吸収能

が低下した．さらに, アポトーシスを起こしている破骨細胞では核に存在する

HuR 量が低下した．これらの結果は，破骨細胞の分化や機能に HuR が関わって

いることを示しており，ARE-mRNA の核外輸送・安定化がこれらを仲介するこ

とが予想される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



材 料 と 方 法 

1. 対象および標本作製 

対象は 7週齢のラット (オス) , 脛骨の近位端とした（3匹，両側の脛骨）. EDTA-

2Na10%溶液に 3 週間浸漬させて標本を脱灰し, 通法に従ってパラフィン包埋標

本を作製した. 作成したパラフィン包埋標本は薄切して厚さ 4.5µm の連続切片

とし, HE 染色を行った. 

 

2. 組織 TRAP 染色 

脱パラフィン処理後の切片を N,N-Dimethyl Formide (富士フイルム和光純薬,大

阪 ,日本) , Naphthol AS-BI Phosphate(Sigma-Aldrich Co. LLC, St-Louis, Missouri, 

USA), Fast Red Violete LB Salt (Sigma-Aldrich Co. LLC) , L(+)-Tartaric Acid (Sigma-

Aldrich Co. LLC) , 0.2mol/l 酢酸緩衝溶液 (pH5.0) の混合溶液と 37℃で 45 分間反

応させ, マイヤーヘマトキシリン溶液 (武藤化学株式会社, 東京, 日本) で 30 秒

反応させ, 核染色を行った. 

 

3. 免疫組織染色 

脱パラフィン処理後の切片を, 1％BSA-PBS で 30 分ブロッキングを行い, 一次

抗体を室温で 45 分間反応させた. 一次抗体として抗 HuR 抗体 (3A2 Santa Cruz 



Biotechnology, Inc, Dallas, Texas, USA) を用い, 希釈倍率は 200 倍とした. 次いで

ペルオキシダーゼ標識抗ヤギ IgG 抗体を二次抗体として室温で 30 分反応させた

後, 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) で発色させマイヤーヘマトキシリン溶液 (武

藤化学株式会社, 東京, 日本) で核染色を行った. 

 

4. 破骨細胞の定義と評価 

本研究では TRAP 陽性細胞を「破骨細胞」と定義して, TRAP 染色および HE

染色標本で破骨細胞を確認し, 特定した破骨細胞の細胞質の HuR 局在を比較検

討した. なお観察は染色切片を NanoZoomer に取り込み液晶モニター上で行っ

た. 

脛骨各部位における破骨細胞内の HuR の局在については，7 週齢のラット脛骨

の骨端を関節軟骨下および骨端板上端, 海綿骨, 骨膜下の 4 か所に区分けして

それぞれの部位の破骨細胞の細胞質における HuR の局在を観察した. 

 

5. 細胞培養と Western blotting 

破骨細胞の前駆細胞として , マウス由来マクロファージ様細胞である

RAW264.7 細胞 (ATCC® TIB-71™; Manassas, VA, USA) を使用した. RAW264.7 細

胞は RANK を発現するため, M-CSF の刺激がなくても, RANKL による刺激によ



り破骨細胞へ分化する. RAW264.7 細胞は 10%FBS (FETAL BOVINE SERUM :MP 

Biomedicals,  LLC, France) を 含 む Dulbecco’s Modified Eagle’s 培 地 (D-

MEM:SIGMA-ALDRICH  United Kingdom) を用いて培養した. 細胞を 100mm デ

ィッシュ(True Line, USA) 上で 37℃, 5％CO₂-95％気相下にて培養し, 培地面積の

70～80％まで増殖した後回収し, 9mm×9mm のカバーガラス上に RAW264.7 細胞

を細胞密度が 2.5×10²個/mm²となるように播種した. RAW 細胞を破骨細胞に分

化させるため , 10％FBS, 1％L-Alanyl-L-Glutamine (SIGMA-ALDRICH United 

Kingdom) , 0.1％アスコルビン酸および 100ng/ml RANKL (Oriental Yeast Corp, 

Tokyo, Japan) を含む α-minimum essential 培地 (α-MEM;SIGMA-ALDRICH United 

Kingdom) を用いて 37℃,5％CO₂-95％気相下にて培養した. カバーガラスに

RAW264.7 細胞を播種した日を 1 日目とし, 1, 3 日目に RANKL (100ng/ml) 含有

培養液で処理を行った.  

Western blotting は，Aoyagi の方法に従った 13) ．プロテアーゼ阻害剤を含む

RIPA バッファー（150 mM NaCl; 25 mM Tris–HCl、pH 7.6; 1％Nonidet P-40; 1％

デオキシコール酸ナトリウム; 0.1％SDS）を用いて全細胞溶解物を回収した．

各サンプルを 10％ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（SDS-PAGE）で分離し,ポリフッ化ビニリデン膜（Millipore, Billerica, MA, 

USA）に転写した. 一次抗体としては,抗 HuR 抗体（3A2, Santa Cruz 



Biotechnology, Santa cruz, CA, USA）, 抗β―actin 抗体 (C4 HRP mouse 

monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, Santa cruz, CA, USA）を使用した. 二次

抗体として m-IgGκ BP-HRP ( Santa Cruz Biotechnology )を使用した. 

 

6. 細胞 TRAP 染色 

上記の方法で破骨細胞に分化させたRAW細胞を培養後 5日目にN,N-Dimethyl 

Formide (富士フイルム和光純薬,大阪,日本) , Naphthol AS-BI Phosphate (Sigma-

Aldrich Co. LLC, St-Louis, Missouri, USA) , Fast Red Violete LB Salt (Sigma-Aldrich 

Co. LLC) , L(+)-Tartaric Acid (Sigma-Aldrich Co. LLC) , 0.2mol/l 酢酸緩衝溶液 

(pH5.0) の混合溶液で 37℃, 5％CO2-95％気相下にて 45 分間反応させた. この後,

マイヤーヘマトキシリン溶液 (武藤化学株式会社, 東京, 日本) で 30 秒核染色

を行った. 

 

7. 免疫細胞染色 

RAW 細胞を上記同様に培養し, 細胞をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 2 回

すすぎ, 4％パラホルムアルデヒドで 15 分間固定 (室温) し, 0.3％Triton X-100

（PBS）で 5 分間透過処理 (室温) し, 1％BSA (PBS) でブロッキングした. 次

に, 抗 HuR 抗体 (3A2 mouse monoclonal IgG₁ Santa Cruz Biotechnology) , 抗



Calcitonin receptor 抗体 (rabbit anti rat calcitonin receptor, polyclonal IgG, BIO 

RAD ), 抗 Cleaved Caspase 3 抗体 (Cleaved Caspase 3(Asp175) ) で 4℃で一晩イ

ンキュベートした後, PBS とブロッキングバッファーで洗浄し,それぞれ Alexa 

Fluor 488 ( A 11017 goat anti mouse IgG ) および Alexa Fluor 568 ( A 11036 goat 

anti rabbit IgG ) で室温で 1 時間処理した. 細胞核を DAPI solution ( 4’,6-

Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride, solution ) で対比染色し, スライドにマ

ウントした.オリンパス confocal を使用して細胞を観察した. 画像は, Olympus 

Fluoview Software（FV10-ASW 4.2 ビューアー）を使用した.  

 

8. HuR 阻害 

HuR が破骨細胞の分化に関わっているかを検討するため, RAW264.7 細胞に熱

ショックを与えることにより HuR の分解を促し 14), RANKL による破骨細胞へ

の分化を検討した. 

RAW264.7 細胞を 43℃, 2 時間で熱ショックを行い, 直後, 30 分後, 2 時間後に細

胞を回収して, HuR (細胞全体) の発現を western blotting で検討した. 

次に, 熱ショックにより RAW264.7 細胞の HuR 発現が低下することにより, 破

骨細胞への分化にどのように影響するか検討した. カバーガラスに播種した日

を 1 日目とし, 実験群の対照群の RAW 細胞に 1 日目, 3 日目, 5 日目に 43℃, 2



時間熱ショックを行った後, 100ng/ml の RANKL で処理を行った.対照群の

RAW264.7 細胞には 1 日目, 3 日目, 5 日目に 100ng/ml の RANKL で処理を行っ

た. 実験群, 対照群で TRAP 染色を行い, 破骨細胞への分化を検討した. 実験

群、対照群それぞれ 3 サンプルの全細胞および破骨細胞の数を計測し, ( 成熟破

骨細胞/全細胞 )×100%で計算した． 

CMLD-2 が RAW264.7 細胞の HuR の発現を変化させるか検討するため, 

RAW264.7 細胞を 100mm ディッシュに播種し, 対照群には 10μM の DEMSO , 

実験群には 10μM の CMLD-2 で処理し, 24h,48h 後に Western blotting で HuR の

発現量を解析した． 

次に RAW264.7 細胞を 9mm×9mm のカバーガラス上に 2.5×102個/mm2で播

種し, カバーガラスに播種した日を 1 日目とし, 1 日目, 3 日目, 5 日目に

100ng/ml の RANKL で処理を行い,対照群には 10μM の DEMSO, 実験群にはそ

れぞれ 1, 5, 10μM の CMLD-2 で処理し, 7 日間培養後, TRAP 染色, 免疫染色 

(HuR) , Actin 染色で破骨細胞への分化, タンパクの局在を検討した. F-actin は免

疫染色後, スライドにマウントする直前に Phalloidin-Tetramethyl-rhodamine B 

isothiocyanate を 5µg/µl で添加した. なお分化した破骨細胞の定量解析について

は実験群、対照群それぞれ 3 サンプルの全細胞および破骨細胞の数を計測し, 

(成熟破骨細胞/全細胞)×100%で計算した． 



 

9. Pit formation assay 

破骨細胞の機能と HuR の関連を検討するため, デンチンスライスを用いて

Pit formation assay を行い, CMLD-2 処理群と未処理群で Pit (吸収窩) 数を計測

することにより,骨吸収能を検討した 15),16).  

直径 6mm のデンチンスライス (Dentin Slice, from Ivory, Thick Type, Wako) 上に

RAW264.7 細胞を播種した。細胞密度は 2.5×102/mm2個になるように調整した.

デンチンスライスに RAW264.7 細胞を播種した日を 1 日目とし, 1, 3, 5 日目に

100ng/ml の RANKL, 10μM の CMLD-2 で処理し, HuR の機能阻害により, 分化

した破骨細胞の機能に影響があるか検討した.  

7 日目に, TRAP 染色で破骨細胞への分化を確認し, 1M アンモニア水中で超音波 

処理により細胞を破壊し, pit (吸収窩)をヘマトキシリンで染色した.  乾燥後 pit  

(吸収窩) を観察した. 実験群、対照群それぞれ 3 枚のデンチンスライスで 3 視

野の平均の pit 数を計測した.  

 

10. 破骨細胞の定義と評価 

TRAP 染色において赤く染色し, 丸みを帯びて核を辺縁に持つ多核巨細胞を

成熟破骨細胞とした. また, F-actin が辺縁にリング状に存在 (Actin ring 形成) し



ている破骨細胞を成熟破骨細胞とし, Cleaved caspase 3 が細胞質に発現している

破骨細胞をアポトーシス中の破骨細胞とした. 

 

11. 破骨細胞アポトーシスと HuR の切断 

RAW264.7 細胞を播種した日を 1 日目とし, RANKL を 1 日目, 3 日目, 5 日目

に加え, 破骨細胞への分化を誘導し, 5, 9, 11 日目に細胞回収し, HuR (細胞全体)

の発現を western blotting で検討した. 一次抗体として, 抗 HuR 抗体(3A2 mouse 

monoclonal IgG₁ Santa Cruz Biotechnology) , 抗β―actin 抗体 (C4 HRP mouse 

monoclonal IgG Santa Cruz Biotechnology) , 二次抗体として m-IgGκ BP-HRP  

(Santa Cruz Biotechnology) を使用し, 切断された HuR 断片を観察した. 

 

 

 

 

 

 

 

 



結    果 

1. 破骨細胞の HuR 局在  

組織の破骨細胞の HuR 局在を検討するため,７週齢のラットの脛骨から連続

切片を作成し,それぞれ HE 染色、TRAP 染色、HuR の組織免疫染色を行い，破

骨細胞に存在する HuR の局在を観察した．その結果，多くの破骨細胞で HuR

が存在し，約 70％の破骨細胞で HuR の細胞質局在を認めた (図 1 および表 1) . 

また，骨端板上端など骨形成が盛んに行われて, 破骨細胞の活性が高いと予想

される部位では 98%の破骨細胞に HuR の細胞質局在を認めた (表 1) .  

 

 

 

 

図 1 7 週齢ラットの脛骨に存在する破骨細胞の HuR 局在 

ラット脛骨の連続切片を TRAP 染色および HuR の免疫染色を行う．

黒点線は破骨細胞を示す. スケールバーは 25µm を示す． 



 

 

 

次に同様の細胞質局在を培養細胞で検討した. RAW264.7 細胞を RANKL で処

理し, TRAP 染色で破骨細胞への分化を確認し (図 2-1) , HuR と破骨細胞分化に

関するタンパクの局在を免疫染色で検討した. その結果, RANKL 未処理の

RAW264.7 細胞では HuR が主に核に局在したのに対して, RANKL 処理群では,

カルシトニン受容体陽性の多くの破骨細胞の細胞質に HuR が局在した．それに

対して RANKL 未処理の細胞では HuR は核内に局在した (図 2-2, 2-3) . これら

の結果より，分化した破骨細胞において HuR は細胞質に局在することが明らか

になった. 

 

 

 

 

細胞質HuR 割合 細胞質HuR 割合

(+) 78.40% (+) 73.50%

(-) 21.60% (-) 26.50%

(+) 98.00% (+) 18.60%

(-) 2.00% (-) 81.40%

骨端板上端
N=49

海綿骨
N=211

骨膜下
N=43

関節軟骨下
N=37

表 1 ラット脛骨各部に存在する破骨細胞中の細胞質 HuR 発現の割合 

ラット（7 週齢・オス）の脛骨各部位(関節軟骨下, 骨端板上端, 海綿骨, 骨膜

下)で, 細胞質に HuR が局在する破骨細胞の割合を示す． 
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2. HuR 阻害後の破骨細胞の分化  

次に，破骨細胞の分化に対する HuR の役割を検討するために，RAW264.7 細

胞に熱ショックを加え，HuR の分解を促進してから RANKL の刺激により破骨

細胞に分化するか検討した．RAW264.7 細胞の HuR 量は熱ショック後 120 分ま

で減少することをウエスタン法で確認できた (図 3-1 ) . 同様の細胞を用いて，

TRAP 染色で破骨細胞への分化を検討した．その結果，熱ショックを加えるこ

とにより分化した破骨細胞の形態が変化し (図 3-2，破骨細胞の数も明らかに減

少した (図 3-3) ．この結果は，HuR 量を減少させることにより RAW264.7 細胞

が破骨細胞へ分化することが阻害されることを示唆している . 

 

 

 

図 2 RAW264.7 細胞の破骨細胞への分化と HuR 局在 

（１）RAW264.7 細胞を RANKL で処理後, TRAP 染色を行い，破骨細胞を確

認した. スケールバーは 200µm を示す． 

（２）RAW264.7 細胞を RANKL 処理後，HuR と Calcitonin receptor の免

疫細胞染色を行った. DAPI は核の染色を示す．スケールバーは 30µm を示

す． 

（３）図 2-2 の強拡大図．スケールバーは 10µm を示す. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HuR 

β-actin 

No treat 30min 120min 0min 

熱ショック後 

熱ショック(-) 熱ショック(+) 

Scale bar 100μm 

（２） 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

day1 day3 day5 day7

成熟破骨細胞の割合

Percentage of mature osteoclast

Heat shock(-) Heat shock(+)

（
成
熟
破
骨
細
胞
／
全
細
胞
）×

1
0

0

％ 

（３） 

90min  Heat shock 

    2h (43℃) 

30min 

schedule 

collection 

Cell seeding 24h 

collection collection 

（１） 



 

 

 

 

熱ショック処理は，HuR の減少以外にも細胞に多くの影響を与えるので，

HuR のみを阻害すると考えられる阻害剤 (CMLD-2) を用いて破骨細胞の分化

を検討した．CMLD-2 は細胞透過性化合物で, HuR と競合的に結合することで, 

HuR が mRNA の ARE と結合するのを阻害する 17),18) (図 4-1) . 最初にこの薬剤

で HuR 量が変化しないことを確認したところ，control 群と CMLD-2 群で差は

認めなかった (図 4-2) . 次に CMLD-2 処理して RAW264.7 細胞の分化を TRAP

染色で検討した．その結果, control 群では丸く大きく成熟した破骨細胞に分化

したのに対し, CMLD-2 処理群では多核ではあるが破骨細胞とは明らかに異な

る木の枝状の形態になった (図 4-3) ．さらに，CMLD-2 濃度依存的に分化した

破骨細胞の数が減少した (図 4-4) . 

 

 

図 3 熱ショック後の破骨細胞分化と HuR 発現 

（１）RAW264.7 細胞に熱ショックを与え , HuR の発現を Western 

blotting で検討した. RAW264.7 細胞を 43℃, 2 時間で熱ショックを行い, 

直後, 30 分後, 2 時間後に細胞を回収して, Western blotting で検討した. 

（２）熱ショック後に RAW 細胞を RANKL で処理し，破骨細胞への分化

を TRAP 染色で検討した．スケールバーは 100µm を示す． 

（３）（２）で分化した成熟破骨細胞の割合をグラフで示す．3 視野で破骨

細胞の数を計測し, (成熟破骨細胞/全細胞)×100%で破骨細胞の割合を示

す.  
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（１） 

出典：Wu X, et al. Identification and validation of novel small molecule disruptors of 

 HuR-mRNA interaction. ACS Chem Biol. 2015;10:1476–1484. doi: 10.1021/cb500851u.  
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これらの結果は，HuR を阻害することにより破骨細胞への分化が阻害される

ことを示しており，破骨細胞の分化に対して HuR が重要な役割を果たしている

ことを示している．   

       

3. Actin ring と HuR 阻害                                      

成熟した破骨細胞では Actin ring が形成され，骨吸収能を果たすことが知ら
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図 4 CMLD-2 による破骨細胞分化と HuR 発現 

（１）CMLD-2 の化学構造を示す．CMLD-2 は細胞透過性化合物で, HuR と競合的

に結合することで, HuR が ARE-mRNA と結合するのを阻害する. 

（２）CMLD-2 処理し，24，48 時間後の RAW264.7 細胞の HuR 発現量を比較した． 

（３）RAW264.7 細胞を 0, 1, 5, 10μM の CMLD-2 で処理し，破骨細胞への分化を

TRAP 染色で検討した． 

（４）（３）で検討した成熟破骨細胞への分化の割合を示す．3 視野で破骨細胞の数

を計測し, (成熟破骨細胞/全細胞)×100%で破骨細胞の割合を示す． 



れているので 19),20)，HuR 阻害による Actin ring の形成を検討した．その結

果，control 群では 丸くおおきな Actin ring が形成され,核が細胞辺縁に局在

しているのに対し,CMLD-2 処理群では、Actin ring の形成は認めず,いびつな

形態で核が細胞中央に集まっていた (図 5-1) . この結果は，HuR が Actin 

ring の形成にも関与することを示している.                     
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4. 骨吸収能と HuR との関連                                                

HuR が破骨細胞の骨吸収能に関わっているか検討するため, デンチンスライ

スを用いて Pit formation assay を行い，破骨細胞の骨吸収能を検討した．Pit 

formation assay の模式図を図 6-1 に示す . CMLD-2 により, HuR を阻害する

と, Pit (吸収窩) の数が著しく減少した (図 6-2, 6-3) . この結果は，HuR 阻害

により破骨細胞の骨吸収能が低下することを示しており，HuR は破骨細胞

の機能にも関与することを示唆している ． 

 

 

 

 

 

図 5 破骨細胞に形成される Actin ring と HuR 阻害 

（１）RAW264.7 細胞を RANKL 処理後，CMLD-2 で処理し，HuR と F-actin 

を染色した。DAPI は核の染色を示す．スケールバーは 100µm を示す． 

（２）（１）の強拡大図．スケールバーは 200µm を示す． 
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（１）Pit formation assay の概要． 

（２）および（３）CMLD-2 で HuR 阻害し, RANKL で分化誘導した破骨細

胞を処理して染色後, デンチンスライス上の pit 数を計測することにより骨吸

収能を検討した．（２）のスケールバーは 50µm を示す. 



 

5.  破骨細胞のアポトーシスと HuR    

ラット組織中の破骨細胞では，TRAP に濃く染まっている破骨細胞はアポト

ーシスを起こしていると報告されている 21),22) . そこで，ラット脛骨の組織でア

ポトーシスを起こしていると思われる破骨細胞を観察した．その結果，活性の

高い破骨細胞では核, 細胞質ともに HuR 陽性であるのに対し, アポトーシスを

起こしていると思われる破骨細胞では, 核に HuR が認められないことが明らか

になった (図 7-1) .                               

このことをさらに解析するために，RAW264.7 細胞を破骨細胞に分化させ 9 日

経過した破骨細胞に局在する caspase-3 と HuR を免疫染色法で解析した．その

結果, caspase-3 が細胞質に発現しアポトーシスを起こしていると認められる細

胞では，核に HuR が存在しないものが多く認められ (図 7-2, 7-3) ，アポトー

シスを起こしている破骨細胞では核の HuR の発現が減少することが明らかにな

った． 
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6. 破骨細胞アポトーシスと HuR の切断 

細胞が強いストレス刺激を受けると HuR が細胞質に輸送され，caspase-3 によ

り一か所が分断され，HuR CP1 断片が生じることが報告されている 23),24) . そこ

で, アポトーシスを起こし，核で減少している HuR が caspase-3 により分解さ

れ，HuR CP1 断片が生じるか検討した.その結果,アポトーシスを起こしている破

骨細胞において HuR CP1 を認めることができなかった (図 8) ．従って，アポト

ーシスにより減少した HuR は，caspase-3 非依存的に分解されていることが予想

（３） 

(強拡大) 
Scale bar 5μm 

merge Cleaved caspase 3 HuR 

図 7 破骨細胞のアポトーシスと HuR 局在  

（１）TRAP 染色で薄く染まっている破骨細胞と，濃く染まっている破骨細胞

の HuR 局在．矢頭は HuR が局在しない核を示す．スケールバーは 25µm を

示す. 

（２）RAW264.7 細胞から破骨細胞に分化させ，9 日後の caspase-3 と HuR

を免疫染色法で解析した．スケールバーは 40µm を示す． 

（３）（２）の強拡大図．スケールバーは 5µm を示す． 



された． 
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図 8 破骨細胞のアポトーシスと HuR の切断 

破骨細胞に分化後 5，9，11 日目の HuR CP1 の発現を Western blotting で検

討した．上は細胞を集めるタイムスケジュール． 



考     察 

本研究では，ラットの脛骨および RAW264.7 細胞を用いた実験より，分化した

破骨細胞では RNA 結合タンパク HuR が細胞質に局在することが明らかになっ

た．HuR を阻害することにより RAW264.7 細胞の破骨細胞への分化が抑制され

たことから，HuR は破骨細胞の分化に必須であることが示された．また，HuR を

阻害すると Actin ring の形成や骨吸収能が抑制されたことは, HuR が破骨細胞の

機能にも関連があり, 破骨細胞の細胞骨格形成や細胞接着に関連することを示

している. さらに，アポトーシスを起こしている破骨細胞では，核の HuR の低

下を認めたことから, HuR は破骨細胞の生存活性やアポトーシスにも関連する

と考えられる. これらの結果から，HuR は破骨細胞の分化・機能に重要であるだ

けでなく，破骨細胞の分化の始まりから終わりまで HuR が関与することが示唆

された (図 9) ． 



 

 

 

 

分化した破骨細胞では細胞質に HuR 局在が認められたが, 分化した破骨細胞

は多様な形態を示した. HuR を阻害せずに分化した破骨細胞は，TRAP 染色で赤

く染色され, 丸みを帯び，複数の核を辺縁に持つ形態を示したのに対し, HuR を

阻害した場合は，TRAP 染色で赤く染色され, 多核ではあるが, いびつな木の枝

状の形態を示すものが増えた. このことは, HuR が破骨細胞の形態維持や細胞極

性の維持にも関与し，その分化を促進していることを示唆している. 

また, 分化させた破骨細胞では Actin ring の形成を多く認めたのに対し, HuR

図 9 破骨細胞の一生と HuR 局在 



阻害により Actin ring の形成が抑制されていた. Actin をコードする mRNA には

ARE が存在することが以前から知られている 25)．従って，細胞を CMLD-2 で処

理すると，たとえ RANKL で刺激しても，HuR が Actin mRNA の ARE に結合で

きないため， Actin ARE-mRNA が細胞質に輸送・安定化されないことが予想さ

れる．それが理由で，翻訳される Actin タンパクの量も減少し，Actin ring の形

成が阻害されている可能性が考えられる.  

HuR を阻害すると破骨細胞の pit formation が抑制された.これらのことから, 

HuR が成熟した骨吸収能 (活性) の高い破骨細胞への分化にも関与することが

想定される．しかしながら，HuR が分化のみに関わっていた場合も、最終的に

は成熟した破骨細胞の形成は阻害され，pit の形成力も低下するはずである．従

って，現時点では HuR が分化のみに関わるのか，もしくは分化と機能の両方に

関わるのかといった点に関しては不明である. 今後，破骨細胞の分化や機能に必

要なタンパクの ARE-mRNA と HuR との結合を解析するなどして，破骨細胞の

分化に関わる分子機構を解明する必要があると思われる.    

破骨細胞の骨吸収には,破骨細胞が明帯で骨基質に接着し,その内側に波状縁

を形成する必要がある．細胞内で産生されたプロトン(H⁺)や塩素イオン(Cl⁻)は

波状縁の細胞膜に存在するプロトン ATPase, ClC7 により吸収窩内に輸送され,こ

の酸性環境内でヒドロキシアパタイトは溶解される. 明帯は骨基質との接着に



関与する領域であり, 波上縁が面している骨吸収面を周囲から遮断して, 吸収

面での酸や酵素の作用を効率的にするための骨吸収環境を維持していると考え

られる 1). 破骨細胞をファロイジン染色した際の Actin ring は破骨細胞の骨吸収

環境を維持している明帯相当部位を染色していることから 26),HuR 阻害による

Actin ring の形成抑制から,HuR が明帯における骨基質への接着に関連している

ことが考えられる 27),28),29). 

アポトーシスを起こしている破骨細胞では,ラットの組織でも，分化させた

RAW264.7 細胞でも，ともに核の HuR 量の減少を認めた．通常，細胞内では加

齢とともに HuR の量が減少することが知られていることから 30), 核 HuR の減少

と老化もしくはアポトーシスの関連が考えられる. HuR は強いストレス刺激を

受けると細胞質に輸送され, 細胞質のカスパーゼ刺激によって HuR と HuR CP1

に分解されることが報告されている 23),24). このことから, アポトーシスを起こ

している破骨細胞でも，HuR から切断された，HuR CP1 を認めるか検討した. そ

の結果, アポトーシス中の破骨細胞では，HuR の切断による HuR CP1 断片の出

現を認めなかった (図 8) . 従って, アポトーシス時の HuR の減少は，カスパー

ゼ非依存的であることが予想される． 

今後は, 破骨細胞の分化に関係する ARE-mRNA を検索するため, RIP-assay など

により HuR と結合する ARE-mRNA の網羅的検索や，分化の過程において HuR



に結合する ARE-mRNA の時間経過を考慮した解析などにより，破骨細胞の分化

に関わる分子機構を解明する必要があると思われる. さらに，それらの分子機構

を応用して、破骨細胞の関わる疾患の治療に寄与する必要がある． 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



結        論 

本研究により, ARE-mRNA の核外輸送及び安定化に必須な HuR が破骨細胞の

分化や機能に重要な役割を果たすことが明らかになり，さらに，破骨細胞の分化

の始まりから細胞死まで，HuR が何らかの関わりを持つことが解明された. 
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