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Abstract: Osteoclasts are responsible for bone resorption in bone metabolism, and it is known that 
excessive activity of those cells can lead to osteoporosis.  On the other hand, many diseases such as 
diabetes mellitus are known to cause secondary osteoporosis.  In this study, we examined whether the 
accumulation of AGEs (Advanced glycation end-products) in diabetic patients might be the 
pathogenesis of osteoporosis.  Stimulation of osteoclast progenitor cells with osteoclast 
differentiation factor (RANKL) and AGEs had no significant effect for osteoclast differentiation 
although AGEs induced the expression of DC-STAMP and OC-STAMP, both of which are involved in 
osteoclast progenitor cell fusion, as compared to RANKL stimulation alone.  Diabetes mellitus 
causes systemic chronic inflammation.  One of the cytokines seen on chronic inflammation is IL-17A, 
which is known to promote bone destruction in rheumatoid arthritis.  Osteoclastogenesis tended to be 
increased when osteoclast progenitors were treated with IL-17A and AGEs additionally.  These 
results suggest that accumulation of AGEs had no effect in bone metabolism of early diabetic patients, 
but may lead to further bone destruction in severe patients with chronic inflammation and insulin 
resistance. 
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緒緒言言

骨代謝は，骨芽細胞による骨形成と，破骨細胞

による骨吸収とにより，バランスが調節されてい

る．ヒトの骨代謝が骨形成に偏ると大理石骨病に

なり，骨吸収に偏った場合は骨粗鬆症になること

が知られている 1)．骨吸収が活発になる原因とし

て，骨形成能に対して相対的な破骨細胞の過剰な

活性化があげられ，特に罹患率の高い女性の場合，

閉経に伴うエストロゲン分泌の低下が主な原因

とされる（原発性骨粗鬆症）．また，糖尿病や副

甲状腺機能亢進症，クッシング症候群といった疾

患において，続発性に骨粗鬆症が引き起こされる

ことも知られている 2)．内分泌疾患については，

骨代謝への影響が明らかとなっている場合がほ

とんどだが，糖尿病については，インスリン欠乏

による骨芽細胞の活性が減弱する 3)以外に，骨の

脆弱性を引き起こす機序について報告が少ない．  

糖尿病によって引き起こされる合併症の原因

因子の一つとして，血糖値依存的に生体内に蓄積

する終末糖化産物（Advanced glycation end- 

products, AGEs）が考えられる．AGEsは，その受

容体である RAGE（Receptor for AGEs）や，パタ

ーン認識受容体の TLRs（Toll-like receptors）に結

合し，炎症応答を引き起こすことが知られている

4-6)．重度の糖尿病患者においては，炎症性メディ

エーターが生体内に蓄積しており，慢性炎症状態

がインスリン抵抗性を誘発することで，さらに病

態が増悪化すると考えられている 7)． 

慢性炎症と骨代謝についても，密接な関係性が

証明されている．骨破壊が認められる慢性炎症性

疾患として，関節リウマチが挙げられる．関節リ

ウマチは，自己免疫疾患であり，関節腔内に様々

な炎症性メディエーターが放出されており，それ

らが骨破壊を亢進していることがわかっている

8)．種々のメディエーターの内，TNF-α，IL-1β，

IL-69)そして IL-17A10, 11)が，骨破壊に関与してい

ると報告されており，それらに対応した分子標的

薬の開発が進められている．特に，Th17 細胞に

よる IL-17A分泌の骨破壊への影響が，近年注目

されている．滑膜組織に存在する Th17 細胞は，

IL-17A を分泌し，炎症応答性のある滑膜細胞を

刺激する 12)。さらに、様々な炎症性メディエー

ターの分泌を促進するとともに，破骨細胞の前駆

細胞を刺激し，破骨細胞の分化増殖を促進するこ

とが明らかとなっている 13)． 

破骨細胞の分化は，その分化因子である

RANKL (Receptor activator of nuclear factor 

kappa-Β ligand) によって調節されている．しかし，

破骨細胞の分化系譜がマクロファージ系である

ことから，炎症性メディエーターの共刺激によっ

て，破骨細胞の分化増殖が過剰に亢進される．本

研究で我々は，糖尿病における AGEs の蓄積が，

この過剰な破骨細胞の分化増殖に寄与し，骨粗鬆

症の発症・増悪化に関与している可能性があると

考え，破骨細胞分化能をもつ単球系培養細胞の

RAW264.7 細胞を用い，AGEs 存在下での破骨細

胞分化への影響を in vitroで評価した． 

 

方方法法

破骨細胞の分化誘導 

RAW264.7細胞（ATCC）を，DMEM（SIGMA）

+10%FBS（biosera）の条件で培養したものについ

て，TrypLETM Express（gibco）処理で細胞を浮遊

させ回収した．α -MEM（SIGMA）+10％FBS 

+penicillin/streptomycin （ ナ カ ラ イ テ ス ク ）     

+5 nM RANKL（オリエンタル酵母）の培養条件

で，96well のマルチウェルプレートに 2×103 

cells/wellずつ播種し，37℃, 5％CO2環境下で分化

培養を行った．破骨細胞分化の確認については，

TRAP（Tartrate-resistant acid phosphatase）染色を

行った 14)． 

TRAP活性測定 

培地を取り除き，細胞を 10％ホルマリン/PBS

で 10 分間固定した．溶液を捨て，95%エタノー

ルを加え 1分間置いた．エタノールを捨て，乾燥

させた．TRAP基質混合液（50 mMクエン酸バッ

ファー, 10 mM酒石酸（ナカライテスク）, 5 mM 

pNPP（SIGMA））を各ウェルに 350μl 加えた．
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30分間 37℃に置いた後，100μl 0.1N NaOHを加

え，反応を停止した．吸光光度計で，405 nm 波

長の吸収を測定した． 

TNF-αの ELISA法定量 

96well のマルチウェルプレートに 2×103 

cells/well ずつ RAW264.7 細胞を播種し，一晩，

37℃, 5%CO2の条件で培養を行った．上清 100μl

を使用し，TNF-α ELISAキット（BD OptEIA™ 

ELISA Sets）を用い，Instruction に従い定量を行

った． 

NF-κB活性定量 

RAW-BlueTM細胞（InvivoGen）を 96wellのマル

チウェルプレートに 2×103 cells/wellずつ播種し，

一晩，37℃, 5%CO2の条件で培養を行った．上清

50μlと 50μl QUANTI-Blue溶液（InvivoGen）を

混合し，30分間 37℃に置いた．吸光光度計で，

620 nm波長の吸収を測定した． 

リアルタイム PCR 

96well のマルチウェルプレートに 2×103 

cells/well ずつ RAW264.7 細胞を播種し，一晩，

37℃, 5%CO2 の条件で培養を行った．トータル

RNAを FastGene RNA basic kit（日本ジェネティ

クス）で回収した．500 ng の全 RNA を用い，

PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser

（TaKaRa）で cDNA を逆転写合成した．合成し

た cDNA を鋳型として，Thunderbird qPCR mix

（TOYOBO）を用いて PCRを行った．プライマ

ーセットとして表１のものを用いた．β-アクチ

ン遺伝子（Actb）を用いて，標準化を行った． 

 

結結果果

破骨細胞の分化様式の検討 

単球由来の培養細胞である RAW264.7 細胞を

培養する際，培地に破骨細胞分化因子である

RANKL を添加することで，破骨細胞様細胞

（Osteoclast-like cells, OCLs）へと分化させること

ができ，破骨細胞で著明に発現している TRAP

の活性を利用した基質発色によって，多核で赤い

大きな細胞として識別することができる 22)．

RANKLにより刺激された RAW264.7細胞は，細

胞融合を繰り返しながら巨大な OCLs を形成し，

アポトーシスによって消滅した．RANKL刺激後

一週間の間，TRAP 活性を測定し，OCLs 数の変

動を定量化した（図１）．OCLs は，刺激後 4 日

目に，分化増殖がピークとなっていた． 

表１ リアルタイム に使用したプライマーセット

遺伝子名 forward primer reverse primer 
Actb CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA 

Cd4415) AGCCACTCTGGGATTGGTCA TGTGCTACCAGAATCATCACCACTA 

Csk16) AACTTCGGCACAGCAACCTC TGATCGAAGATAGTCCACCAAACTC 

Dcstamp17) GGAAGTTCACTTGAAACTACGTGGA AGACACACTGAGACGTGGTTTAGGA 

Fos18) ACGTGGAGCTGAAGGCAGAAC AGCCACTGGGCCTAGATGATG 

Jdp219) ATGATTGCGCCCTTGCAC ATCTGGCTGCAGCGACTTTG 

Nfatc120) CAAGTCTCACCACAGGGCTCACTA TCAGCCGTCCCAATGAACAG 

Ocstamp21) CTCTTGGCACAAGCAGCTGTA ACCGGAGGTTGGTTGAGGAC 

 

 
図 刺激による の分化増殖

RAW264.7 細胞を破骨細胞分化因子 RANKL で刺

激し，1〜7日目まで TRAP活性の変動を定量した． 
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AGEsを添加した場合の分化への影響 

OCLsの分化培養する際に，培地に AGE2また

は AGE3 を 100μg/mL 添加し，培養 4 日目の

TRAP活性を定量した（図 2A）．コントロールと

比較したところ，有意な変化は認められなかった．

AGEsの刺激によって，TNF-αが分泌されている

か，ELISA法を用いて定量を行った．AGE2の刺

激では，検出限界以下であったが，AGE3の刺激

により，少量の TNF-α分泌が認められた（図 2B

左）．破骨細胞の分化に影響する転写因子 NF-κB

の活性を，RAW-Blue細胞を用いて評価を行った。

RAW-Blue 細胞は、活性型 NF-κB の結合配列の

下流に分泌型アルカリフォスファターゼ（SEAP）

を結合したレポーター遺伝子を、RAW264.7細胞

に形質導入した細胞株で、QUANTI-Blue という

基質を用いた酵素学的定量が行うことができる。

AGE刺激によるTNF-α分泌由来のオートクライ

ン効果が無いためか，NF-κB の活性化は認めら

れなかった（図 2C 左）．しかし，TNF-αの分泌

量は，RANKLを加えた条件では，加えない場合

に比べてあまり変化が無い（図 2B右）のに対し，

NF-κBの活性は，AGE2およびAGE3の両方で，

コントロールに比べて有意に上昇することが明

らかになった（図 2C右）． 

破骨細胞の分化に関する遺伝子の変動 

破骨細胞の分化増殖に関連する遺伝子は，数多

く存在する．本研究において，破骨細胞分化に関

する 7種類の遺伝子〔膜タンパク質 3種類（Cd44, 

Dcstamp, Ocstamp）, 転写調節因子 4 種類（Csk, 

Fos, Jdp2, Nfatc1）〕（表 1）について，mRNAの転

図２ 存在下・非存在下における 刺激の効果 A. RAW264.7細胞を RANKLで刺激し，

AGE2（100μg/mL）および AGE3（100μg/mL）を共存させた条件で，4日間分化培養を行い，TRAP活性を

定量した．B. RAW264.7細胞を一晩，RANKL存在下・非存在下で培養し，AGE2および AGE3刺激による TNF-

α分泌への影響を ELISA法で評価した．C. RAW264.7細胞を一晩，RANKL存在下・非存在下で培養し，AGE2

および AGE3刺激による NF-κBの活性化を定量した． ***p＜0.001 versus control by Dunnett’s test (n=3) 
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写量の変動を，リアルタイム PCR 法を用いて評

価した．AGE2または AGE3による刺激で転写量

に増加傾向が認められたものは，DC-STAMP と

OC-STAMPであった．特にAGE3刺激について，

有意性が認められる．また，AGE3共存下の条件

で，破骨細胞の分化制御を負に制御するチロシン

キナーゼ Cskの転写量が低下していた．また，分

化の正の制御因子である c-Fos, JDP2, NFATc1に

ついては，転写量の低下傾向が認められた（図 3）． 

IL-17Aが共存する条件での AGEs刺激 

IL-17A は，炎症性サイトカインの一つで，破

骨細胞の分化増殖に正の影響を与える因子であ

るとされている．OCLsの分化培養する際に添加

すると，有意に分化増殖を亢進する．IL-17A で

刺激するとともに，AGE2または AGE3で共刺激

を行うと，有意差は認められなかったが，IL-17A

単独よりも破骨細胞の分化増殖が亢進する傾向

が現れた（図 4）．TNF-αの分泌量を定量したと

ころ，IL-17A存在下では，AGE-2または AGE-3

の共刺激により，TNF-αの分泌量が有意に増加

することがわかった（図 5A）．また，NF-κB の

活性についても有意に上昇傾向が見られた（図

5B）．AGE3 刺激で有意に転写量が増加していた

DC-STAMP, OC-STAMPについて，IL-17Aを共存

させた場合をリアルタイム PCR で評価したとこ

ろ，さらに大きく転写量が上昇することがわかっ

た．DC-STAMP の転写量は 2.5倍だったものが，

IL-17Aを共存させると 10倍にまで転写量が増え

ている．しかし，Cskについては，AGEs刺激の

みと比較して，大きな変動は無かった（図 5C）． 

 
図 存在下での の分化増殖 破

骨細胞の分化培養の際に，IL-17A（0.1 ng/mL）を

加えると同時に，AGE2または AGE3（100μg/mL）

を共存させた場合の TRAP活性の変動を定量した．

*p＜0.05 by Tukey-Kramer test (n=3), NS: not 

significant 

図 または で刺激した際の，破骨細胞分化関連遺伝子の転写量の変動 RAW264.7細胞を

RANKLで刺激すると同時に，AGE2または AGE3（100μg/mL）を共存させ，一晩培養を行った．mRNAを

調製し，リアルタイム PCR法により各遺伝子の転写量を評価した． *** p＜0.001 versus control by Dunnett’s 

test (n=3) 
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考考察察 

骨粗鬆症は，近年問題となっているロコモーテ

ィブシンドロームを引き起こす原因疾患の代表

的なものであり，罹患者の生活行動範囲を狭め，

QOL を著しく下げる．そのため，骨粗鬆症に関

する治療薬発展の一つとして，分子標的薬デノス

マブが登場した 23)．破骨細胞分化因子である

RANKLに対する抗体製剤であり，破骨細胞の過

剰活性による骨破壊に対して，著効を示す．また，

関節リウマチにおいては，骨破壊の進行を防ぐた

め，種々のサイトカインの働きを抑制する分子標

的薬があり，炎症性メディエーターと骨破壊とに

密接な関係があることを示している 24)． 

我々は，AGEsによる炎症応答の発現・調節に

ついて研究をすすめており 25)，破骨細胞の分化

調節に対しても AGEs が影響している可能性を

考えた．特に，重度の糖尿病患者では，骨折リス

クが上昇することもあり，生体内での AGEsの蓄

積と骨代謝に何らかの関係性があるかと考え，本

研究を行った． 

RAW264.7細胞は，単球系の培養細胞で，破骨

細胞の分化培養実験によく用いられる細胞であ

る．破骨細胞分化因子 RANKLにより，刺激後一

週間以内に TRAP 染色陽性の多核細胞を識別す

ることができる 22)．この分化培養系において，

AGE2または AGE3を添加し，細胞分化への影響

を評価したが，大きく分化が亢進することはなか

った．AGEs単独では，炎症を惹起する効果は弱

く，TNF-αの分泌量も ELISA法の検出限界下限

値程度のため，NF-κB の活性は変動する様子は

無かった．しかし，RANKL刺激を加えた条件に

おいて，AGE2または AGE3により有意に NF-κ

Bの活性が上昇していることがわかった． 

NF-κB は，破骨細胞の分化過程において活性

化する転写因子の一つとして知られている 26)．

NF-κB によって発現制御されている破骨細胞分

化に関与する遺伝子について，転写量が変動する

ものは無いか，リアルタイム PCR を用いて検討

を行った．その結果，破骨細胞が分化する際に細

胞融合に関与する DC-STAMP17)と OC-STAMP21)

という分子について，AGEs刺激による転写量上

昇の傾向が見られた．しかし，AGEs刺激のみで

は，破骨細胞分化は亢進していない．つまり，そ

れらは，影響を現すほどの発現ができていない，

または，分化を亢進するにはその因子だけでは不

十分であると考えられる． 

図 の破骨細胞前駆細胞への効果と の影響 A. IL-17A（0.1 ng/mL）存在下で

RANKL刺激を行い，さらに AGE2（100μg/mL）または AGE3（100μg/mL）を加えた条件で，培地中の TNF-

α濃度を ELISA法で定量した．B. IL-17A（0.1 ng/mL）存在下で RANKL刺激を行い，さらに AGE2（100μ

g/mL）または AGE3（100μg/mL）を加えた条件で，NF-κB活性を定量した．C. IL-17A（0.1 ng/mL）存在

下で RANKL 刺激を行い，さらに AGE2（100μg/mL）または AGE3（100μg/mL）を加えた条件で一晩培養

をした細胞について，リアルタイム PCR 法で解析を行った． *p＜0.05, ***p＜0.001 versus control by 

Dunnett’s test (n=3) 
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写量の変動を，リアルタイム PCR 法を用いて評

価した．AGE2または AGE3による刺激で転写量

に増加傾向が認められたものは，DC-STAMP と

OC-STAMPであった．特にAGE3刺激について，

有意性が認められる．また，AGE3共存下の条件

で，破骨細胞の分化制御を負に制御するチロシン

キナーゼ Cskの転写量が低下していた．また，分

化の正の制御因子である c-Fos, JDP2, NFATc1に

ついては，転写量の低下傾向が認められた（図 3）． 

IL-17Aが共存する条件での AGEs刺激 

IL-17A は，炎症性サイトカインの一つで，破

骨細胞の分化増殖に正の影響を与える因子であ

るとされている．OCLsの分化培養する際に添加

すると，有意に分化増殖を亢進する．IL-17A で

刺激するとともに，AGE2または AGE3で共刺激

を行うと，有意差は認められなかったが，IL-17A

単独よりも破骨細胞の分化増殖が亢進する傾向

が現れた（図 4）．TNF-αの分泌量を定量したと

ころ，IL-17A存在下では，AGE-2または AGE-3

の共刺激により，TNF-αの分泌量が有意に増加

することがわかった（図 5A）．また，NF-κB の
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5B）．AGE3 刺激で有意に転写量が増加していた
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させた場合をリアルタイム PCR で評価したとこ

ろ，さらに大きく転写量が上昇することがわかっ

た．DC-STAMP の転写量は 2.5倍だったものが，

IL-17Aを共存させると 10倍にまで転写量が増え

ている．しかし，Cskについては，AGEs刺激の

みと比較して，大きな変動は無かった（図 5C）． 

 
図 存在下での の分化増殖 破

骨細胞の分化培養の際に，IL-17A（0.1 ng/mL）を

加えると同時に，AGE2または AGE3（100μg/mL）

を共存させた場合の TRAP活性の変動を定量した．

*p＜0.05 by Tukey-Kramer test (n=3), NS: not 

significant 

図 または で刺激した際の，破骨細胞分化関連遺伝子の転写量の変動 RAW264.7細胞を

RANKLで刺激すると同時に，AGE2または AGE3（100μg/mL）を共存させ，一晩培養を行った．mRNAを

調製し，リアルタイム PCR法により各遺伝子の転写量を評価した． *** p＜0.001 versus control by Dunnett’s 

test (n=3) 
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関節リウマチにおいては，骨破壊の増悪化に炎

症性メディエーターが関わっていることがわか

っており，抗 TNF-α抗体や抗 IL-6受容体抗体と

いった分子標的薬が，破骨細胞の活性を抑制し，

骨破壊を制御できることが明らかになっている

23)．近年，骨破壊を伴う関節炎の増悪化因子とし

て IL-17Aが注目されている 27, 28)．IL-17Aは，T

細胞の一種である Th17細胞から分泌され，免疫

担当細胞だけでなく，上皮細胞や滑膜細胞といっ

た非免疫担当細胞を刺激することが明らかにな

っている．また，刺激された滑膜細胞も IL-17A

を発現し，結果として関節腔内に蓄積した

IL-17A が骨破壊の病態形成に関与していると考

えられている．コラーゲン誘導性の関節炎発症マ

ウスにおいて IL-17A遺伝子を欠損させたマウス

では，関節炎の発症が大きく抑制されることが報

告されている 29)． 

重度の糖尿病患者の合併症の一つとして，網膜

症が挙げられる．近年，網膜症を引き起こす原因

因子として IL-17Aが見つかっている 30)．これは，

その他の合併症においても，IL-17A の関与の可

能性を示唆している．これまでの研究から，AGEs

は直接的に働くより，他の因子と協調的に働く場

合，影響を示すことがわかっている．そのため，

重度の糖尿病患者においては，全身性の慢性炎症

により IL-17Aが分泌されていると考え，破骨細

胞の活性調節に対して，AGEsの蓄積が相加的に

影響を与えているのでは無いかと想定し，実験を

行った． 

IL-17A 存在下で分化培養を行うと，有意に

OCLsの TRAP活性が上昇していることがわかっ

た．つまり，IL-17A は，破骨細胞の分化増殖を

亢進する因子であることが確認できた．また，こ

の分化培養の際に AGE2 または AGE3 を追加す

ると，さらに分化増殖が亢進する傾向が認められ

た．これは，IL-17A と AGEs が相加的に働いた

結果であると考えられる．TNF-αの分泌量を定

量したところ，IL-17A と AGE2または AGE3の

共存下では，TNF-αの分泌が 2 倍近く増加して

いた．さらに，NF-κB 活性化も亢進しているた

め，破骨細胞の分化に関わる遺伝子の転写量も増

加し，分化に影響していると考えた． 

破骨細胞の分化亢進に関係する因子として，

AGEs 単 独 刺 激 の 結 果 か ら ， DC-STAMP, 

OC-STAMP, Cskの発現量に着目した．IL-17Aが

存在する条件で破骨細胞の分化培養をする際，

AGE3 を加えた条件では，有意に DC-STAMP に

ついて大きな変動が認められた．しかし，転写量

と破骨細胞の分化効率とが比例した関係では無

いため，これが大きく影響しているのではなく，

TNF-αのオートクライン効果が破骨細胞の分化

に対して最も影響していると考える． 

本研究において，糖尿病患者の生体内に蓄積す

る AGEsが，破骨細胞の分化・活性の亢進により，

骨の脆弱性増悪に寄与していると考え，培養細胞

を用いた in vitroでの検討を行ったが，AGEs単独

で病態を形成しているわけでは無い結果となっ

た．今回 AGEsとして，AGE2および AGE3を使

用したが，その他の AGEsが直接的に関与してい

る可能性は否定できない．今後，その他の AGEs

についても検討していきたい．また，共存させる

サイトカインとして，IL-17A について検討を行

ったが，IL-1βや IL-6等，様々なサイトカインが

骨破壊に影響していると考えられているため，そ

れらサイトカインとの組み合わせで，どのような

現象がみられるかについても，非常に興味深い． 
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