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【まとめ】 

 骨粗鬆症検体を用いたゲノムワイド関連解

析（GWAS）を用いて造血幹細胞と相関がある

と見出されてきた核に存在するタンパク

ASXL（Additional sex comb like）は、最近に

なってマクロファージをはじめとする一部の

免疫細胞にも高発現していることが明らかに

なってきた。本研究課題では RANKL 

(Receptor activator of NF-κB ligand)シグナ

ルと Asxl1 シグナルクロストークによる破骨

細胞分化機構を明らかにした。骨量を回復し骨

質を改善することで骨粗鬆症患者のQOLを回

復することが期待される。 

 

１．研究の目的 

 超高齢化社会に突入した我が国において認

知症のみならず骨粗鬆症の診断薬および治療

薬の開発は急務である。近年、サイトカイン

RANKL の発見によって、同じ血球系由来の破

骨細胞および強力な抗原提示細胞である樹状

細胞の分化・活性化機構の解明が急速に進歩し

てきており、免疫系細胞が骨代謝疾患の病態に

おける骨・軟骨破壊機構に密接に関与している

こと（オステオイムノロジー分野）を報告して

きた（1-8）。また米国ワシントン大学 Steven L. 

Teitelbaum 教授との共同研究によりヒストン

のメチル化を調節する核に存在するタンパク

Asxl2 が糖代謝、脂質代謝、及び骨代謝を調節

していることを明らかにした（9）。近年の癌治

療薬の開発研究において、エピジェネティック

制御を創薬標的として利用する試みが注目さ

れている。GWAS やクラスター解析を用いて

造血幹細胞と相関があると見出されてきた核

に存在するタンパク Asxl1 は、最近になってマ

クロファージをはじめとする一部の免疫細胞

にも高発現し、ミエロイド系細胞の分化に重要

な役割を果たすことが明らかになってきた

（10）。本研究では破骨細胞活性化因子として

知られている RANKL シグナルとエピゲノム

制御遺伝子 Asxl1 とのシグナルクロストーク

解明によるマクロファージから破骨細胞への

分化や活性化・維持機構を明らかにし、新たな

骨粗鬆症に対する創薬標的として利用可能か

どうかを検討する。さらに、骨折、骨粗鬆症や

関節リウマチなどの病的状況下での、近年同定

されたヘルパーT 細胞中の Th17 細胞サブセ

ット、M1/M2 マクロファージ、カップリング

因子にも焦点をあて、ASXL の影響解明、多臓

器連関および新たな骨代謝疾患の診断や治療

法の開発を目的とする。これらのことが明らか

になれば、臨床へのアウトカムとして破骨細胞

を標的とした骨吸収抑制剤の開発において、

Asxl1 を中心としたエピジェネティック創薬

は有効なアプローチのひとつになることが考

えられ、新たな分子標的治療の創出につながる

ことが予想される。 

 

２．研究方法と経過 

 2-1  マウス破骨細胞誘導：マウス大腿骨骨

髄腔から骨髄細胞を採取し、洗浄後、10％FBS

含有α-MEM にて 5×105/mL の細胞濃度とな

るよう調節し、100 mm dish に播種した。

M-CSF添加培地にて 3日間培養後、RANKL、

M-CSF を添加した培地にてさらに 6 日間培養

し、成熟破骨細胞へと分化誘導した。また、破

骨細胞誘導と同様に、マウス骨髄細胞を採取し、

M-CSF 添加培地にて 3 日間培養後、さらに

M-CSF、RANKL サイトカイン添加培地にて

３−４日間培養し分化誘導したものを破骨前駆

細胞として研究に用いた。 

 2-2 ウエスタンブロット法：Lysis buffer 

(10 mM Tris-HCl (ph7.4), 150 mM NaCl, 5 

mM EDTA, 1% sodium dexycholate, 0.1% 

SDS, 10 mg/ml aprotin, 50 mg/ml leupeptin, 

1mM phenylmethanesulfony fluoride)で細胞

を溶解した後、微量高速遠心機にて遠心分離し、

得られた上清を試料とした。引き続き BCA 

Protein Assay Reagent (Thermo, Rockford, 

MA, USA)を用いてタンパク質の濃度を測定

した後、各タンパク質 50μg 等量をドデシル

酸ナトリウム-ポリアクリルアミド電気泳動

（以下 SDS-PAGE と略す）にて展開し、ポリ



ビニリデンジフルオライド膜（以下 PVDF 膜

と略す）（Millipore, Bedford, MA, USA）に転

写後、10％ Tween-20 (BIO-RAD, Hercules, 

CA, USA)を含むトリス緩衝液（以下 TBS-T と

略す）中に溶解した 5％スキムミルクで１時間

ブロッキングを行った。次に、１次抗体として

各々1,000 倍希釈した抗 Asxl1 抗体、抗

NFATc1 抗体、抗 Integrinβ3抗体、抗 c-Src 抗

体、抗 Cathepsin K 抗体、抗リン酸化 Akt抗

体、抗リン酸化 p38 抗体、抗リン酸化 p65 抗

体、抗リン酸化 IκBα抗体を用い 4℃で一晩反

応させた。さらに、PVDF 膜を洗浄後、2 次抗

体として 1,000 倍希釈した西洋ワサビペルオ

キシダーゼ（HRP）標識抗ウサギ IgG抗体（Cell 

Signaling）または 10,000 希釈した HRP 標識

抗マウス IgG 抗体（Millipore）を用いて室温

で 1 時間反応させ、PVDF 膜を TBS-T で洗浄

後、LumiGLO（Cell Signaling）を用いて化

学発色法にてバンドの検出を行った。 

 2-3 統計学的解析：統計解析は Student t 

test、one-way ANOVA test を用いた。 

   

３．研究の成果 

3-1  これまでの申請者らの予備検討でマ

クロファージを RANKL 刺激後に Asxl1 の発

現が急激に上昇するというデータを得ており、

破骨細胞への分化・活性化の過程で Asxl1 が極

めて重要な役割を果たしていることが示唆さ

れることより RANKL シグナルと Asxl1 との

関係を詳細に解析する。一方で、Asxl1 の発現

がどのように調節されているのか、またその調

節に関与する因子の本体についてもよく判っ

ていない。さらに、Asxl1 の直接のターゲット

である BaP1、Ezh2、あるいは核内ホルモン

レセプターとの結合と破骨細胞分化に関する

研究も実施した。その結果、Asxl1 をノックダ

ウンしたマクロファージでは RANKL 刺激に

より破骨細胞形成能の著しい亢進がみられ、ま

た細胞内シグナル伝達においてリン酸化 Akt、

MAP キナーゼの一つであるリン酸化 p38、

NF-κB のサブユニットであるリン酸化 p65、

リン酸化 IκBαの亢進を認めた。一方で BaP1

をノックダウンしたマクロファージでは破骨

細胞形成の著しい減少がみられ、NFATc1、

Integrin β3、c-Src、Cathepsin K などの破骨

細胞分化マーカー及び RANKL によるリン酸

化 Akt、リン酸化 IκBα、リン酸化 JNK の発

現が著しく減弱していることが明らかとなっ

た。破骨細胞形成には２つのサイトカイン

RANKL、M-CSF が必須であることが知られ

ているが Asxl1、BaP１をノックダウンしたマ

クロファージではコントロールと比較して

M-CSF 刺激においては細胞内シグナル伝達に

差がみられなかった。これらの結果より Asxl1

はブレーキ役、BaP１はアクセルとして分子複

合体を形成しミエロイド系マクロファージか

ら破骨細胞の分化に重要な役割を果たすこと

が示唆された。 

 3-2  破骨細胞は単球・マクロファージ系細

胞から融合・多核化されて形成される。

RANKL 刺激によって誘導されるヒストン脱

メチル化酵素である Jmjd3 により、破骨細胞

分化のマスター転写因子 NFATc1 プロモータ

ー上のヒストン H3 の 27 番目のリジン残基

K27me3 が脱メチル化され、遺伝子発現が誘導

されることが知られている。H3K27 のトリメ

チル化（H3K27me3）は、ES細胞などにおい

て、分化誘導にかかわる遺伝子の発現抑制にか

かわるヒストン修飾とされており、トリメチル

化が外れることによって遺伝子発現が誘導さ

れる。ChIP シークエンスを用いた検討から、

RANKL 刺激によって NFATc1 遺伝子の転写

開始点付近におけるH3K27me3の発現が低下

していることが明らかになった。そこで破骨細

胞前駆細胞 RAW264.7 細胞を用いた予備的検

討を行ったところ、Asxl1 は RANKL 刺激によ

って誘導されるが、Asxl1 のノックダウンによ

って H3K27me の脱メチル化が減少し、

RANKL による破骨細胞分化が誘導されるこ

とが判明した。さらに、Asxl1 ノックダウンに

よる Jmjd3 の約 40 倍の発現上昇を認めた。 

  3-3  また、米国ワシントン大学 Steven L. 

Teitelbaum 教授との予備検討により破骨細胞

前駆細胞特異的（Lysozyme M-Cre）に Asxl1

を欠失させた 12週齢マウスでは大腿骨遠位部

海綿骨の著しい減少が観察され、骨粗鬆症を呈

した。さらに研究代表者らは、Asxl2 欠損マウ

スの骨髄より誘導した破骨細胞がほとんど誘

導されないのに対して（9）、Asxl1 欠損マウス

では破骨細胞がコントロールマウスと比較し

て約 10 倍亢進していることがみられ、この分

化誘導に複数の転写因子が相互に関与してい

ることを観察しており、さらに野生型マウスの

骨折部位に集積したマクロファージの局在と

Asxl1 との共局在を認めた。これらの研究とシ

グナル伝達の解析の結果より、核タンパク

Asxl1 によるエピジェネティックな骨代謝調

節メカニズムが解明されることが期待される。

加えて血管新生や、マクロファージ、破骨細胞、

骨芽細胞が仮骨の骨化・吸収といった骨創傷部

のリモデリング・修復に複雑に関与する骨折の

治癒過程や顎関節を含む全身の RA 病態にお



ける骨・軟骨破壊機構といった病的状況下にお

ける Asxl1 の役割を詳細に検討することで、破

骨細胞あるいは活性化リンパ球を中心とした

単独でなされてきた従来の多くの研究とは違

い、骨代謝と免疫系をリンクする骨免疫学全体

の構図を考える上で極めて重要な研究といえ

る。 

 

４．今後の課題 

    これらエピジェネティック研究による結

果は Asxl1 による NFATc1 遺伝子プロモータ

ー上のヒストン脱メチル化というエピジェネ

ティクスな修飾が、破骨細胞分化に重要な役割

を果たしている可能性を示唆している。そこで

Asxl1 ノックアウトマウス由来破骨細胞への

Jmjd3 のノックダウンによる NFATc1 転写活

性をルシフェラーゼアッセイ、ChIPアッセイ、

DNA 転写結合アッセイにより解析するととも

に NFATc1 の遺伝子過剰発現を行い破骨細胞

形成能も併せて多角的に評価する。   

 

５．研究成果の公表方法 

  今後しかるべきデータが出た時点で学術

論文としてまとめ、論文投稿を行う。投稿先と

して Journal of Bone and Mineral Research、 

Bone などを検討している。 
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