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略 語 

ACP5; ACid Phosphatase 5 

Actinβ; beta-actin 

α-MEM; alpha-Minimum Essential Medium 

BCL-xL; B-Cell Lymphoma-extra Large 

BCL-2; B-Cell Lymphoma-2 

BCL2L11; B-Cell Lymphoma 2 Like 11 

BCL6; B-Cell Lymphoma 6 

BMM; Bone Marrow Macrophage 

CALCR; CALCitonin Receptor 

CDK; Cyclin-Dependent Kinase 

CDKI; Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 

CDKN2A; Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 

CDK6; Cyclin Dependent Kinase 6 

ChIP; Chromatin ImmunoPrecipitation 

ChIP-seq; Chromatin ImmunoPrecipitation-sequencing 

CLC-7; ChLoride Channel protein-7 

CTSK; CaThepSin K 
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DHEAS; DeHydroEpiAndrosterone Sulphate 

DMEM; Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO; DiMethyl SulfOxide 

DNA; DeoxyriboNucleic Acid 

ENL; Eleven-Nineteen-Leukemia 

FBS; Fetal Bovine Serum 

Fucci; Fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator 

GMA; GlycolMethAcrylate 

GWAS; Genome Wide Association Study 

HHEX; Hematopoietically Expressed homeoboX 

HRP; HorseRadish Peroxidase 

H3K4me3; trimethylation of lysine 4 on histone H3 protein 

H3K27ac; acetylation of lysine 27 on histone H3 protein 

H3K27me3; trimethylation of lysine 4 on histone H3 protein 

IFN; Interferon 

IRF8; Interferon Regulatory Factor 8 

ITGB3; InTeGrin subunit Beta 3 

JMJD3; JuMonJi Domain containing 3 
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LPS; LipoPolySaccharide 

MAFB; MAF bZIP transcription factor B 

MCL-1; Myeloid Cell Leukemia-1 

M-CSF; Macrophage-Colony Stimulating Factor 

MITF; Melanocyte Inducing Transcription Factor 

MLL; Mixed-Lineage Leukemia 

MMP; Matrix MetalloProteinase 

MNC; MultiNucleated Cell 

mRNA; messenger RiboNucleic Acid 

NFATc1; Nuclear Factor of Activated T cells 1 

NF-κB; Nuclear Factor kappa B 

OC; OsteoClast 

OVX; Ovariectomy 

PBS; Phosphate-Buffered Saline 

PCDH7; ProtoCaDHerin-7 

PCR; Polymerase Chain Reaction 

Poly(I:C); PolyInosinic-polyCytidylic acid sodium salt 

PRC2; Polycomb Repressive Complex 2 
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P/S; Penicillin / Streptomycin solution 

PVDF; PolyVinylidene DiFluoride 

qPCR; quantitative polymerase chain reaction 

RANK; Receptor Activator for Nuclear factor-kB 

RANKL; Receptor Activator for Nuclear factor-kB Ligand 

RIPA; RadioImmunoPrecipitAtion 

SDS-PAGE; Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

SNP; Single Nucleotide Polymorphism 

TNF; Tumor Necrosis Factor 

TRAP; Tartrate-Resistant Acid Phosphatase 

TSS; Transcription Start Site 

VEGF; Vascular Endothelial Growth Factor 

WST-8; Water Soluble Tetrazolium salts-8 

μCT; micro Computed Tomography 
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第 1 章 要旨 

 

破骨細胞分化過程において、H3K4me3 と H3K27me3 が bivalent domain から 

monovalent domain に変化するようなエピジェネティックな制御を受けている遺伝子の

中で破骨細胞分化に重要と考えうる遺伝子を抽出し、その中から造血細胞の分化に

関連する遺伝子である Hhex に関して、破骨細胞における分化・機能の解析を行った。 

Hhex は破骨細胞のマスター転写因子である NFATc1 により抑制的に制御され、細胞

周期制御に関与する Cdkn2a を介して破骨細胞の分化に関わっていることが示唆さ

れた。 

本研究では NFATc1 依存性のエピジェネティックな破骨細胞分化制御の新たな負

の制御メカニズムを提起した。 
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第 2 章 序文 

 

近年、人口の高齢化に伴い骨粗鬆症患者は増加し 1300 万人を超えると言われて

いる 1。骨粗鬆症は骨折の最大の危険因子であり、骨折は生活機能や生活の質を低

下させるだけでなく不動化を引き起こし、長期的には骨折の有無に関わらず死亡リス

クを有意に増加させる 2。骨粗鬆症は、骨強度の低下を特徴とし、骨強度は骨密度と骨

質の 2つの要因によって規定される 3,4。この 2つの要因には骨リモデリングが大きく関

係している。骨リモデリングは主に破骨細胞や骨芽細胞、骨細胞などの細胞群の連携

した活動による骨の新陳代謝機構で、破骨細胞が骨吸収を行うことで開始される。骨

吸収が終わると、それに引き続き、骨芽細胞による骨形成が行われる。そして、骨の恒

常性や骨強度は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成のバランスが保た

れることで維持され 5,6、このバランスが崩れることにより骨粗鬆症は進行する。 

現在、骨粗鬆症の治療には、主にビスホスホネート製剤や抗RANKL抗体などの破

骨細胞の機能や分化を抑制する薬剤が使用されている。これらの製剤の骨脆弱性骨

折のリスクを抑える効果は臨床治験でも証明され、多大な恩恵をもたらしている 7。しか

し、その効果は完全ではなく、薬剤の長期内服により大腿骨非定型骨折や顎骨壊死

などの重篤な副作用も報告されている。そのため、骨粗鬆症の治療標的である破骨細

胞の分化のメカニズムを解明することは、より優れた治療法の開発につながる重要な
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研究であると考えられる。 

破骨細胞は、生体において骨吸収を担う細胞で生理学的および病理学的な骨吸

収の両方に関与している 8。単球/マクロファージ系前駆細胞から破骨細胞への分化

は骨芽細胞などから分泌されるM-CSF と RANKLという 2つのサイトカインによって調

節されている 9-11。TNF スーパーファミリーのメンバーである RANKL が、破骨前駆細

胞に発現する RANK 受容体に結合することは破骨細胞の分化に不可欠であり 12、

RANKLが欠失すると破骨細胞形成は阻害され、大理石骨病の症状を呈する 13,14。 

RANKL は、破骨細胞分化を促進する正の modulator として機能する NF-κB、c-

FOS、NFATc1などの転写因子を調節する 10,15。c-FOSの Nfatc1 promoter領域への結

合は Nfatc1 遺伝子発現を誘導する 16。NFATc1 は自身の promoter へ結合することに

よりその発現を自己増幅することができ、破骨細胞分化中に NFATc1 は著明に増加す

る 17。NFATc1は、骨吸収活性の調節に関与する Acp5や Calcr、Itgb3などに加えて、

Dc-stamp などの細胞融合に関わる遺伝子も誘導し、破骨細胞分化のマスター転写因

子として機能している 6。 

破骨細胞の機能に関わるものとして骨吸収能がある。破骨細胞は骨表面に接着し、

蛋白分解酵素や酸を分泌し骨吸収を行うが、NFATc1 は MMPs や CTSK などの発現

を誘導する 18。また、V 型 ATPase や CLC-7などの働きにより H+イオンと Cl-イオン

の分泌が促され、骨の強固なミネラルを溶解することもわかっている 19,20。 
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破骨細胞の機能には融合能も関与している。破骨細胞は、前駆細胞が融合するこ

とで多核巨細胞となるが、Dc-stamp や Oc-stamp をノックアウトしたマウスでは TRAP 

陽性の単核の破骨細胞は存在するが、多核の破骨細胞は形成されないことが報告さ

れている 21,22。また、中村らは NFATc1 によって発現が増加する PCDH7 が、MITF や 

Dc-stamp、Oc-stamp、Atp6v0d2 の制御を通じて細胞融合を促進することを報告してい

る 23。 

破骨細胞の寿命は約 2週間程度と考えられており、他の骨関連細胞と比較すると短

い。このため、破骨細胞の生存能も骨吸収に大きな影響を与える。例えば、BCL-2 フ

ァミリーに属する BCL-xL と MCL-1 が破骨細胞のアポトーシスを抑制することによっ

て生存能を正に制御していることが報告されている 24,25。一方、BCL-2 ファミリーに属

する BCL2L11 はアポトーシスを誘導し破骨細胞の生存能を負に制御すると考えられ

ている 26。 

破骨細胞分化においては、破骨細胞分化を促進する正の調節因子に加えて、破

骨細胞分化を抑制する負の調節因子もいくつか同定されている。例えば、IRF8 は 

NFATc1 の発現や自己増幅を阻害することで破骨細胞分化を抑制することが知られ

ており、Irf8をノックアウトしたマウスでは破骨細胞の増加を伴う重度の骨粗鬆症が引き

起こされる 27。また、Bcl-6 も、ノックアウトマウスで破骨細胞分化が促進することや、

BCL-6 が Nfatc1 や Dc-stamp の promoter に結合しそれらの発現を阻害することがわ
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かっている 28,29。 MAFBは BMMsで豊富に発現しており、in vitroにおいてMAFBを

過剰発現した BMMs からの破骨細胞形成は抑制される。そして、MAFB は c-FOS と

結合することで NFATc1 の発現を阻害することが報告されている 30。興味深いことに、

これらの破骨細胞形成の negative regulator は、NFATc1 により発現が誘導される

BLIMP-1によって発現が抑制される 28,29。NFATc1の発現を抑制する破骨細胞分化の

負の調節因子の発現が、NFATc1 よって制御されているという機構は、破骨細胞形成

に NFATc1活性が必須であるということに矛盾しないものになっている 17 （図１）。 

 

図１ 

 

図１. 破骨細胞分化関連因子の概略図 
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しかしながら、破骨細胞形成中に発現が増加する正の調節因子と比較して、分化に

伴い下方制御される負の調節因子の役割とその作用機序は不明な点が多く、これら

を研究することは破骨細胞分化のメカニズムを解明するために重要であると考えられ

た。 

そこで我々は、破骨細胞分化において重要な働きをする負の調節因子を特定する

ために、RANKL が誘導する破骨細胞形成中のエピジェネティックな調節、特にヒスト

ン修飾に注目をした 31,32。ヒストン修飾は、遺伝子発現と細胞分化の調節に重要な役

割を果たしており、ヒストン H3 のリジン 4 のトリメチル化（H3K4me3）は、転写活性のあ

る遺伝子または転写の準備が整った poised state な遺伝子に関連している 33。また、ヒ

ストン H3のリジン 27のアセチル化（H3K27ac）は、アクティブなシスエレメントを特異的

に区別し、ヒストン H3 のリジン 27 のトリメチル化（H3K27me3）によるポリコーム抑制複

合体 2（PRC2）依存性の転写抑制に拮抗する 34,35。遺伝子の promoter 領域での

H3K4me3 および H3K27me3 のトリメチル化は、遺伝子発現を決定的に調節し、特に

主要な遺伝子の発現は、H3K4me3と H3K27me3の bivalent パターンからH3K4me3 

monovalent パターンへのヒストン修飾の変化を示す傾向がある。一方、Bernstein らは、

胚性幹細胞のヒストン修飾状態が脱メチル化によって H3K4me3 と H3K27me3 の

bivalentパターンから H3K27me3のmonovalentパターンに変化することが、遺伝子発

現の抑制につながると報告している 36（図２）。 
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図２ 

 

図２．ヒストン修飾の変化と遺伝子発現の関係性の概略図 

 

破骨細胞分化とエピジェネティックの関わりについては、例えば、RANKL 刺激が

histone demethylase である JMJD3 を増加させることにより、Nfatc1 のシスエレメントの

H3K27me3修飾を減少させたことが報告されている 32。また、Irf8の発現変化にも関連

があり、転写因子 PU.1 が、DNA 結合部位を Irf8 から Nfatc1 に切り替えることで、ヒス

トン修飾を介したエピジェネティックな変化が起こり、破骨細胞形成が促進することが

報告されている 37,38。しかし、破骨細胞におけるエピジェネティックな分化制御のメカニ

ズムには未だに解明されていないことが多い。 

総括すると、破骨細胞による過剰な骨吸収は、骨粗鬆症などの骨量減少に重要な

役割を果たしている 39 。破骨細胞は、前駆細胞から単核破骨細胞に分化し多核破骨

細胞へと融合するという、生体の中でも稀な特徴を有し、この分化・成熟の機構は極め

て複雑である。骨粗鬆症に影響する破骨細胞の骨吸収能を決定しているものには、

細胞融合や多核化などの分化成熟能、骨吸収に関わる酵素の分泌能、破骨細胞の
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生存能など多くの因子が関わっている。これらは解明されていないことが多く、破骨細

胞の分化や機能、生存に関するさらなる研究は、破骨細胞が引き起こす骨量減少に

対する、これまでにない新たなアプローチでの治療法の開発につながることが期待さ

れる。 

本研究は、未だにあまり解明されていない、破骨細胞分化に伴い負に調節される遺

伝子のうち、破骨細胞分化に重要な役割を果たす遺伝子を同定することを目的とした。

そこで、破骨細胞分化に伴い、promoter 領域上流で H3K4me3 と H3K27me3 が

bivalent domain か ら monovalent domain に変化するような遺伝子のうち、破骨細胞

分化とともに、遺伝子発現量が減少する遺伝子を網羅的に解析した。 

その結果、破骨細胞分化の負の調節因子の 1 遺伝子として Hhex を同定した。そし

て、破骨細胞分化においてエピジェネティックな制御を受けている Hhex 遺伝子の機

能を解析し破骨細胞分化において細胞融合と細胞周期調節の新たな役割を発見し

た。 
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第 3 章 方法 

 

3-1. 実験試薬 

培養に用いた α-MEM、DMEMおよび protease inhibitor cocktailはナカライテスク

（京都府、日本）から購入した。FBS、penicillin-streptomycinおよび RIPA bufferは

Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA）から購入した。マウスM-CSFは

PeproTech（Cranbury, NJ, USA）から購入した。RANKLは富士フイルム和光純薬（大

阪府、日本）から購入した。TRAP染色キットは Cosmo Bio（東京都、日本）から購入し

た。Poly(I:C), Puromycinおよび Polybreneは Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）か

ら購入した。Lipofectamine 2000は Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）から購入した。

Cell Counting Kit-8（CCK-8）および Cell Cycle Assay Solution Blueは、同仁化学研

究所（熊本県、日本）から購入した。骨吸収活性評価キットは PG リサーチ（東京都、日

本）から購入した。抗 H3K4me3抗体は、Active Motif（Carlsbad, CA, USA）から購入

した。抗 H3K27me3および抗 H3K27ac抗体は、Millipore (Billerica, MA, USA)から

購入した。免疫染色の rhodamine-conjugated phalloidin (R415) は Invitrogenから、

DAPI含有封入剤はナカライテスクから購入した。 抗 HHEX抗体（720258）と、Alexa 

Fluor 488は Thermo Fisher Scientificから購入した。Western blottingには以下の抗体

を用いた。anti-HHEX (ab34222; Abcam, Cambridge, UK)、anti-FLAG (F3165; Sigma-
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Aldrich)、anti-GFP (A-11122; Thermo Fisher Scientific)、HRP-conjugated beta actin 

(HRP-60008; Proteintech, Chicago, IL, USA)、HRP-conjugated secondary antibodies 

(W4021 or W4011; Proteintech)。ShRNA lentiviral particle (Control, sc-108080 ; 

Cdkn2a, sc-43988-V ; Blimp-1, sc-37715-V) は Santa Cruz (Dallas, TX, USA)から購

入した。 

 

3-2. 実験動物 

C57BL/6 系統の Hhexflox/flox (Hhexfl/fl)マウスは Jackson Laboratories (Bar Harbor, 

ME,USA)から購入した。CtskCre/+およびMx-1Cre/+マウスは、慶応大学宮本健史准教授

（現熊本大学教授）から供与頂き、すべてのマウスは特定病原体除去条件下で生まれ、

東京大学クリニカルリサーチセンター地下整形外科動物実験飼育室にて維持した。水

と食料は自由に与えられた。すべての動物実験は、東京大学実験動物倫理委員会

（P17-091）の動物研究委員会の承認を得て実施され、すべての動物実験は「動物の

保護及び管理に関する法律」、「実験動物の飼育及び保管等に関する基準（総理府

告示）」、「東京大学医学部動物実験指針」に基づいて行った。 

 Hhexfl/fl マウスを CtsKCre+/-マウスと交配して、CtsKCre+/-, Hhexfl/fl マウス（HhexΔOC/-）を

作製した。 Hhexfl/fl マウスを Mx-1Cre+/-マウスと交配して、Mx-1Cre+/-, Hhexfl/fl マウス

（HhexMxCre/-）を作製した。Mx-1Cre+/-マウスの Cre recombinase発現のため PBSで溶解
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した Poly(I:C)（12.5μg/g 体重）を、実験で使用する少なくとも 3 週間前に週に 1 回腹

腔内注射した。 HhexΔOC/-および HhexMxCre/-マウスの対照群としては Hhexfl/fl マウスを

使用した。 

 

3-3. 破骨細胞培養および染色による評価 

7～9 週齢の雄マウスの大腿骨・脛骨から採取したマウス骨髄細胞を、M-CSF 100 

ng/mLおよび 10%FBSおよび 1%P/S含有 α-MEMで 5日間培養し、M-CSF 依存性

の接着細胞を BMMs として回収した。37その BMMsをM-CSF 10 ng/mL と RANKL 

100 ng/mL もしくは実験ごとに記載してある量添加した 10%FBS含有 α-MEMで 3～5 

日間培養することで成熟破骨細胞を生成した。破骨細胞を識別するために、細胞を

10%ホルマリン中性緩衝液で 5分間固定し、TRAP染色キットで染色し、5つ以上の核

を持つ TRAP陽性細胞を破骨細胞と判断した。 

 

3-4. リアルタイム PCR 

mRNAを Direct-zol RNA Microprepキット（Zymo Research, Irvine, CA, USA）で抽出

し、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（東洋紡、大阪府、日本）を使用して逆転写し、

一本鎖 cDNAを生成した。 THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）を製造元の

プロトコルに従って使用し、Thermal Cycler Dice Real Time System III（タカラバイオ株
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式会社、滋賀県、日本）を用いてリアルタイム PCR を行った。 すべて triplicate で行

い、beta-actin発現で標準化した。primer配列は以下のとおり設計した。 

Hhex-F: 5′- GTTTCAGAATCGCCGAGCTAAAT-3′, 

R: 5′- CTGCTCACAGGAAGTGTCCAAA-3′; 

Cdkn2a-F: 5′-CTGAATCTCCGCGAGGAAAGC-3′, 

R: 5′-GCCCATCATCATCACCTGAATCG-3′; 

Nfatc1-F: 5′-CAAGTCTCACCACAGGGCTCACTA-3′, 

R: 5′-GCGTGAGAGGTTCATTCTCCAAGT-3′; 

Blimp-1-F: 5′-TTCTTGTGTGGTATTGTCGGGACTT-3′, 

R: 5′-TTGGGGACACTCTTTGGGTAGAGTT-3′; 

beta-Actin-F: 5′-CAGCCTTCCTTCTTGGGTATG-3′, 

R: 5′-AGGTCTTTACGGATGTCAACG-3′; 

Acp5-F: 5’-GACCACAACCTGCAGTATCTTC-3’ 

R: 5’-CATAGTGAAACCGCAAGTAGCC-3’ 

Oscar-F: 5’-ATCAGTTTCGAAGGTTCTGGC-3’ 

R: 5’-CTGCTGTGCCAATCACAAGTA-3’ 

Dc-stamp-F: 5’-TCCTCCATGAACAAACAGTTCCAA-3’; 

R: 5’-AGACGTGGTTTAGGAATGCAGCTC-3’; 
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3-5. 免疫染色 

M-CSF もしくは M-CSF および RANKL 刺激 2 日後に細胞を PBS で洗浄し、4%（w 

/v）パラホルムアルデヒドで室温下に 15分間固定し、続いて 0.1%（v/v）TritonX-100で

5 分間透過処理を行った。次に、細胞を PBS で 2 回洗浄し、10%（v/v）ヤギ正常血清

で1時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、PBSで洗浄し、抗HHEX抗体（1:100）

または rhodamine-conjugated phalloidin（1：200）で室温下に 1 時間染色した。抗

HHEX抗体に対し二次抗体（1:400）を室温 1時間で反応させた。PBSで洗浄した後、

核染色のために DAPI含有封入剤を添加した。蛍光画像は、蛍光顕微鏡（キーエンス、

大阪府、日本）を使用して取得した。 

 

3-6. Western blotting 

氷冷 PBSで洗浄した後、protease inhibitor cocktail を添加した RIPA bufferを用いて

タンパクを回収した。SDS-PAGEで PVDFメンブレン(Millipore)に転写し、ブロッキング

後、各一次抗体もしくHRP-conjugated beta actinで incubateした。二次抗体にはHRP-

conjugated secondary antibodies を使用し、Chemi-Lumi One Super（ナカライテスク）を

用い化学発光し、iBright CL1000 Imaging System（Invitrogen）によって検出および分

析を行った。 
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3-7. plasmid構築およびレトロウイルスベクターによる遺伝子導入 

Hhex の過剰発現のために、マウス Hhex の完全長コード配列（NM_008245）を、

EcoRI および XhoI で消化することにより成熟破骨細胞からクローン化し、レトロウイル

スベクター（pMX-IRES-Puro）にサブクローニングし pMX-Hhex-IRES-Puro を作成した。

また、HHEX の発光検出のため、EGFP を ligation し pMX-Hhex-EGFP-IRES-Puro を

作成した。レトロウイルスベクターpMX-Cre-IRES-Puro は慶応大学宮本健史准教授

（現熊本大学教授）から供与頂いた。レトロウイルス粒子を生成するために、製造元の

プロトコルに従って Lipofectamine 2000 を使用し、レトロウイルスベクターをパッケージ

ング細胞株 293GPG に transfection した。transfectionの 24時間後から 4日間レトロウ

イルスを含む上清を回収した。上清を 6,000×gで 16時間遠心分離してレトロウイルス

粒子液を濃縮させ遺伝子導入に用いた。M-CSF で前培養した BMMs を、20 ng/mL

の M-CSF および 3 μg/mL の polybrene の存在下でレトロウイルス粒子液と 6 時間

incubate した後、M-CSF 20 ng/mLの存在下で一晩培養した。感染した BMMsを選別

するために、20 ng/mL のM-CSFおよび 3 μg/ mLの puromycinの存在下で 2日間培

養した後、各種実験に使用した。 

 

3-8. μCTによる骨構造解析 

µCT スキャンは inspeXio SMX-100CT システム（島津製作所、京都府、日本）を用い



22 

 

て行った。走査は 90 kV、40 μAで行い、1 枚の CT スライスの解像度は 1024 × 1024

ピクセルに設定した。骨形態の測定では，大腿骨遠位部の骨端線から近位 1 mm の

範囲を解析した。三次元微細構造画像データを再構成し、TRI/3D-BON ソフトウェア

（ラトックシステム、大阪府、日本）を用いて構造指標を算出した。 

 

3-9. 骨形態計測 

脛骨近位部の二次海綿体領域の GMA 樹脂包埋切片を用いて、400 倍の倍率で

組織形態分析を行った。骨代謝回転分析のために、マウスを屠殺する 5日前と 2日前

に，8 mg/kg のカルセインを腹腔内に注射した。侵食面（ES）、骨石灰面（MS）、破骨

細胞面（Oc.S）、骨芽細胞面（Ob.S）を測定し、侵食面/骨面比（ES/BS）、破骨細胞面/

骨面比（Oc.S/BS）、骨芽細胞面/骨面比（Ob.S/BS）、骨石灰面/骨面比（MS/BS）、骨

形成速度/骨面比（BFR/BS）を算出した。 

 

3-10. RNA-seq 

ISOGEN（ニッポンジーン、東京都、日本）で RNA抽出を行い、TruSeq RNA  

Sample Preparation Kits（Illumina, San Diego, CA, USA）でライブラリを作成し、Genome 

Analyzer IIx system（Illumina）を用いて sequenceを行った。mappingには HISAT2を、

発現量の定量化には RSEMを用いた。 
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3-11. ChIP-seq 

細胞を 1%ホルムアルデヒドで室温固定した後、Glycine で中和した。次に、細胞を

回収し、超音波破砕処理を行った後、各抗体および protein A/G beads とともに

incubate し免疫沈降を行った。採取された DNA を 65℃で脱クロスリンクした後、PCR 

purification kit（Qiagen, Hilden, Germany）にて精製した。DNA ライブラリは、標準的な

Illumina プロトコル（Illumina）を用いて配列決定のために調製した。精製された DNA

は cBot Cluster Generation system および Genome Analyzer IIx system（Illumina）を用

いて sequenceを行った。ChIP-seq リードは、Bowtie（バージョン 1.1.2）を用いて、マウス

参照ゲノム配列（mm9）に mapping した。上記のリアルタイム PCR と同様に

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）を用い、得られた Ct値は%Input法で補

正を行った。リアルタイム PCRには下記の primerを用いた。 

Cdkn2a Upstream promoter-F: 5′- GGCTGTGGAGCCAGGTCAGG-3′, 

R: 5′-GCCCAATCGCCCAGTCGTGT-3′; 

Cdkn2a Exon 1α -F: 5′- TCGCCCAACGCCCCGAAC-3′, 

R: 5′- TCCTGAACAAAAGTTACCCGACTGC-3′ 

 

3-12. 骨吸収活性評価 

 各 BMMsを骨吸収活性評価キットの蛍光標識リン酸カルシウム固層化プレートに播



24 

 

種し、上清を回収し測定用緩衝液を添加した後、マイクロプレートリーダー(Varioskan 

LUX, Thermo Fisher Scientific)を用いて蛍光強度(Ex:485nm, Em:535nm)の測定を行

った。また、培養終了後のプレートの培地を除き、5%次亜塩素酸ナトリウム溶液で細

胞を除去し乾燥させた後、pitの画像を撮影した。pit面積は画像解析ソフト ImageJ

（バージョン 1.8.0）により測定した。 

 

3-13. 細胞増殖アッセイおよび細胞周期解析 

細胞増殖率は、CCK-8 で定性的に生細胞数を反映させて評価した。各グループの

細胞を、M-CSF を含む 100μL の培地に 2.5×104個細胞/ウェルの密度で 96 ウェルプ

レートに播種した。各ウェルを 24，48，72，96 時間培養した後、CCK-8 を添加し、2 時

間後にマイクロプレートリーダーを用いて 450nm吸光度を測定した。 

細胞周期分析は，Cell Cycle Assay Solution Blue を用いてプロトコルに沿って行っ

た。各グループの細胞をM-CSFを含む 2 mLの培地に 5×105個細胞/ウェルの密度で

6 ウェルプレートに播種した。24時間培養した後、細胞を回収し、500μLの PBSに懸

濁した。5μLの Cell Cycle Assay Solution Blueを各細胞懸濁液に添加し、37℃で 15

分間 incubate した。細胞周期の状態は、フローサイトメーター(CytoFLEX, Beckman 

Coulter, Brea, CA, USA）を用いて測定し、Kaluza解析ソフトウェア（Beckman Coulter）

を用いて解析した。 
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3-14. ShRNAによる遺伝子サイレンシング 

BMMsにおける Blimp-1/Cdkn2aのノックダウンのため、ShRNAレンチウイルス粒子

を用いて遺伝子導入を行った。対照として scrambled ShRNA粒子を用いた。上記のレ

トロウイルスベクターと同様、M-CSF で前培養した BMMs を、20 ng/mL の M-CSF お

よび 3 μg/mL のポリブレンの存在下でウイルス粒子液と 6 時間 incubate した後、M-

CSF 20 ng/mL の存在下で一晩培養した。感染した BMMs を選別するために、20 

ng/mL の M-CSF および 3 μg/mL の puromycin の存在下で 2 日間培養した後、各種

実験に使用した。 

 

3-15. データ解析 

一連の実験は、少なくとも 3 回繰り返した。すべての統計計算は，GraphPad Prism

（GraphPad Software, San Diego, CA）を用いて行った。統計解析は、unpaired Student's 

t testを用いて行った。P値が 0.05未満の場合、統計的に有意であると判断した。すべ

ての P値を含む値は図の凡例に記載した。 
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第 4 章 結果 

 

4-1. 破骨細胞分化においてエピジェネティックな制御を受ける Hhexの同定 

最初に、破骨細胞の分化中に promoter 領域がエピジェネティックな制御を受ける遺

伝子をスクリーニングし、そのうち転写因子としての活性をもつ遺伝子を抽出した。 

破骨細胞分化の負の調節因子を同定するために、ChIP-seq の結果から、BMMs の

段階ではシスエレメントのヒストン修飾が H3K4me3および H3K27me3 bivalentな状態

で、RANKL刺激に応じて H3K27me3 monovalentな状態に変化した遺伝子に焦点を

当てた。 さらに、その中で高い転写活性に関連しているアクティブなエンハンサーマ

ークである H3K27ac修飾の減少がみられる遺伝子を絞り込んだ。そして、RNA-seqの

結果から、破骨細胞分化に伴い実際に発現量が大きく減少するものを抽出し、最終的

に過去に破骨細胞関連の報告がなく新規性が期待できる遺伝子としてHhexに注目し

た（図３）。 
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図３ 

 
 

図３．破骨細胞分化過程における Hhex 周囲の ChIP-seq 結果 

HhexのTSS 周囲でのBMMsおよびOCsにおける H3K4me3, H3K27me3, H3K27ac 修飾変化。

RANKL刺激による BMMsからOCsへの分化に伴い、H3K4me3およびH3K27acは減少したが、

H3K27me3の発現は保たれていた。 
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4-2. 破骨細胞分化における Hhex の mRNA およびタンパク質の発現変化とその局

在 

破骨細胞分化に伴う BMMsでの Hhexの mRNAの発現は、RANKL刺激によって時

間依存的に減少した（図４）。また、HHEX のタンパク質発現も RANKL 刺激の 24 時

間後から著明に減少した（図５）。そして、抗 HHEX抗体を用いた免疫細胞染色では、

HHEX が主に核に局在し、その蛍光強度が RANKL 刺激後に減少したことが示され

た（図６）。これらの結果は、BMMの核内に存在する転写因子Hhexが、RANKL刺激

による破骨細胞分化過程でエピジェネティックな制御機構により下方制御されることを

示している。 
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図４ 

 

 

図４．破骨細胞分化における Hhexの mRNA 発現変化 

リアルタイム PCRによる、マウスの BMMsをM-CSFまたはM-CSFおよび RANKL存在下で培養

した各群の Hhexの時間経過による mRNA 発現変化。（***, P < 0.01 ; n = 3.） 

RANKL刺激による破骨細胞分化過程で Hhexの発現減少がみられた。 

 

図５ 

 

 

図５．破骨細胞分化における HHEXのタンパク質発現変化 

Western blottingによる、マウスの BMMsをM-CSFおよび RANKL存在下で培養した際の時間経

過による HHEXのタンパク質発現変化。 
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図６ 

 

 

図６．M-CSF またはM-CSF / RANKL存在下に培養された BMMsの免疫細胞染色 

(Hhex) 抗HHEX抗体と反応させた後、緑色標識二次抗体と反応させた。(DAPI) 細胞核はDAPI

により青く染色された。 (Phalloidin) アクチン線維を可視化した。Bars=50μm. 

HHEXは主に核に局在し、HHEXの蛍光はM-CSF/RANKL刺激群（下）で減衰した。 
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4-3. Hhex遺伝子の発現を制御する上流因子の解析 

Hhexが RANKL 刺激により下方制御されることがわかったため、この発現減少が破

骨細胞分化のマスター転写因子である NFATc1 に依存しているかどうかを判断するた

めに、カルシニューリン阻害剤である FK506 を添加し Hhex 発現への影響を調べた。

カルシニューリンを阻害すると NFATc1の核移行と auto amplificationが抑制される 16。

図７に示すように、FK506は RANKL刺激による Hhex発現の減少を用量依存的に弱

めた。また、NFATｃ１によって発現が増加する BLIMP-1 は、IRF8、MAFB、BCL6 など

の破骨細胞分化の負の調節因子を下方制御することにより破骨細胞分化を促進する

が、Blimp-1 ノックアウトマウスでは破骨細胞分化において Hhex 発現の減少が抑制さ

れることが報告されている 28,29。そして、FK506を添加すると、RANKL刺激時のBlimp-

1 および Nfatc1 の発現は用量依存的に減少した。これは、Hhex の発現と逆の相関を

示していた（図７）。これらの結果は、Hhex が NFATc1 依存的に増加する Blimp-1 によ

って負に制御されていることを示唆する。そして、このことを裏付けるように、ShRNA に

より Blimp-1 をノックダウンすると、RANKL 刺激による Hhex 発現の減少は抑制された

（図８）。 
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図７ 

 

図７．FK506による Hhex・Nfatc1・Blimp-1発現への影響 

示された濃度の FK506 または DMSO の存在下で M-CSF または M-CSF/RANKL 存在下に培養

されたBMMsにおける、(A) Hhex、(B) Nfatc1、および(C) Blimp-1のリアルタイムPCRによるmRNA

発現の時間経過による変化。 

十分量の FK506添加により破骨細胞分化に伴う Hhex発現の減少は抑制された。 

 

A 

B 

C 
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図８ 

 

図８．ShRNAにより Blimp-1をノックダウンした BMMsの Hhex発現の変化 

ShRNA により Blimp-1 をノックダウンした BMMs における（A） Blimp-1 および（B） Hhex のリアル

タイム PCRによる mRNAの発現変化。（***, P <0.001 ; **, P =0.002 ; n = 3.） 

Control, Scramble ShRNA ; Sh-Blimp1 , Blimp-1 ShRNA. 

Blimp-1 に対する ShRNA レンチウイルス粒子を感染させた BMMs は RANKL 刺激による Blimp-

1の発現増加および Hhexの発現減少が抑制された。 
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4-4. Hhex過剰発現および発現抑制した骨髄由来マクロファージの解析 

破骨細胞形成における Hhex の役割を調べるために、レトロウイルスベクターpMX-

Hhex-IRES-Puro を transduction して BMMs で Hhex を過剰発現させた。コントロール

としては pMX-IRES-Puroを transductionした BMMsを用いた。pMX-Hhex-IRES-Puro

を transduction した BMMs で Hhex 発現が増加したことをリアルタイム PCR および

western blotting によって確認した（図９）。この Hhex を過剰発現させた BMMs では、

RANKL 刺激による多核破骨細胞形成が著明に抑制された（図１０）。Hhex 過剰発現

による多核破骨細胞形成の阻害は、pMX-Hhex-EGFP-IRES-Puroを transduction した

HHEX-EGFP fusion proteinを過剰発現する BMMsでも確認された（図１１）。 

続いて、Hhex 発現を抑制した BMMs を RANKL 刺激し破骨細胞形成を調べた。

Hhex 遺伝子の 2 番目の exon を囲む loxP 配列を組み込んだ Hhexfl/flマウスから得ら

れた BMMs に、pMx-Cre-IRES-Puro レトロウイルスベクターを transduction すると、

Hhex の発現が抑制された（図１２）。この Hhex 発現を抑制した BMMs に RANKL 刺

激を行うと、Control群と比べより多くの多核破骨細胞が形成された（図１３）。 

これらの結果から、Hhex は RANKL 刺激による多核破骨細胞形成を負に調節する

ことが示唆された。 
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図９ 

 

図９．レトロウイルスベクターによる BMMsでの Hhexの過剰発現 

(A) 各レトロウイルスベクターを transduction した BMMsの Hhexの mRNA発現（***, P < 0.001 ; 

n = 3.）および (B) タンパク質発現。 

Control, pMX-IRES-Puro ; Hhex, pMX-Hhex-IRES-Puro. 

 

図１０ 

 

図１０．Hhex過剰発現 BMMsの破骨細胞形成 

(A) RANKL 刺激開始後 4 日目の TRAP 染色 (Bar=100μm) と (B) 96 ウェルプレート１ウェル内

あたりの TRAP 陽性で 5 核以上の多核細胞（MNC）の数。（***, P < 0.001 ; n = 10） 

Control, pMX-IRES-Puro ; Hhex, pMX-Hhex-IRES-Puro.  

Hhexを過剰発現した BMMsは RANKL刺激による TRAP陽性多核細胞形成が阻害された。 

 

A B 

A B 
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図１１ 

 

図１１．EGFPによる Hhex過剰発現 BMMsの多核細胞形成 

(A) 蛍光顕微鏡画像 (Bar=100μm) と (B) RANKL 刺激開始後 4 日目の 96 ウェルプレート 1 ウ

ェル内あたりの EGFP陽性MNCの数。（***, P < 0.001 ; n = 10.） 

Control, pMX-EGFP-IRES-Puro ; Hhex-EGFP, pMX-Hhex-EGFP-IRES-Puro.  

Control群で確認できた EGFP陽性の多核細胞は、Hhex-EGFP群ではほとんど見られなかった。 

 

図１２ 

 

図１２．Hhex抑制 BMMsの破骨細胞形成 

(A) 各レトロウイルスベクターを transductionしたHhexfl/flマウスの BMMsのHhexのmRNA発現。

（***, P < 0.001 ; n = 3.） (B) RANKL刺激開始後 4日目の 96ウェルプレート 1ウェル内あたりの

TRAP陽性MNCの数。（*, P = 0.02 ; n = 10.） 

Control, pMX-IRES-Puro ; pMX-Cre, pMX-Cre-IRES-Puro. 

Hhexfl/flマウスの BMMsに pMX-Creを transductionすると多核破骨細胞形成が促進した。 

A B 

A B 
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4-5. Hhex コンディショナルノックアウトマウスの解析 

次に、破骨細胞分化における Hhex欠失の影響を in vivo で解析した。Hhexのコン

ディショナルノックアウトマウスは胎生致死となるため 40-42、Cre-loxPシステムを用いてコ

ンディショナルノックアウトマウスを作製した。Hhexfl/fl マウスに、I 型 IFN 誘導性

promoter から Cre recombinase を発現するトランスジェニック系統（Mx-1 Cre）マウスを

交配し、Poly(I:C)の処理に応じて Cre recombinase が誘導されるマウスを作成した 43。

（このマウスを以後 HhexMxCre/-マウスと表記する。） 

HhexMxCre/-マウスの BMMs は HHEX タンパク質の発現が減少していることを確認し

た（図１３）。また、HhexMxCre/-マウスの BMMsは in vitroでの破骨細胞分化が促進され

た（図１４）。 

In vivo での Hhex 欠失の影響を調べるために、12 週齢の雄の HhexMxCre/-マウスお

よび Hhexfl/flマウスに Poly(I:C)を腹腔内注射し、8 週間後に屠刹して μCTによる骨構

造の解析を行った。その結果、HhexMxCre/-マウスは、Hhexfl/fl マウスと比較して、BV/TV、

Tb.N、Tb.h、N.Nd/TVが著しく減少した（図１５）。そして、脛骨近位部の骨形態計測分

析を行うと、HhexMxCre/-マウスは Hhexfl/fl マウスと比べ、破骨細胞数の増加および骨吸

収パラメーターの増加と骨量の減少を示した。 骨形成パラメーターは、HhexMxCre/-マ

ウスでわずかに減少したが、有意な差はなかった（図１６）。 

Poly(I:C)によるMx-1 promoterの誘導は BMMs のみならず、他の細胞にも影響を
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与えるため、Hhexfl/flマウスを Cre recombinase遺伝子が挿入された Ctsk Cre ノックイン

マウスと交配することにより、破骨細胞系列特異的な Hhex コンディショナルノックアウト

マウスも生成した。（このマウスを以後HhexΔOC/-マウスと表記する。） HhexΔOC/-マウスの

BMMs は Hhexfl/fl と比較し HHEX タンパク質の有意な減少が観察され（図１７）、M-

CSF および RANKL により破骨細胞分化を誘導すると、破骨細胞の分化が増加した

（図１８）。また、in vivo での解析のため、12 週齢の雌 HhexΔOC/-および Hhexfl/flマウス

に対し μCT による骨構造の解析を行った。その結果、HhexΔOC/-の骨量がやや低い傾

向がみられたが有意な差ではなかった。 

そこで、破骨細胞による骨吸収の差を明瞭にすることを目的に、閉経による破骨細

胞形成促進のモデルとして知られる卵巣摘出術を施したマウスを用い評価を行う方針

とした 44,45。12 週齢の雌 HhexΔOC/-および Hhexfl/flマウスに対し卵巣摘出術 (OVX) を

施し、8 週間後に屠刹し、μCT による骨構造の解析を行った。その結果、OVX を施し

た HhexΔOC/-マウスは、OVX を施した Hhexfl/flマウスと比較して、BV/TV、Tb.N、Tb.h、

N.Nd/TVの有意な減少を示した（図１９）。 

これらの結果は、in vitro および in vivoの両方で Hhexが破骨細胞形成においての

負の調節的役割を果たしていることを示している。 
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図１３ 

 

図１３．Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの BMMsの HHEX タンパク質の発現 

western blottingにより HhexMxCre/-マウスの HHEX発現が抑制されたことが確認された。 

 

図１４ 

 

図１４．HhexMxCre/-マウスの破骨細胞形成 

(A) Hhexflox/floxマウスと HhexMxCre/-マウスの BMMsにM-CSF もしくはM-CSF/RANKLを投与して

4日間培養した後の TRAP染色 （Bar＝500µm） と (B) 1ウェルあたりの TRAP陽性MNCの数。

（***, P < 0.001 ; n = 10.） 

Hhexflox/floxマウスと比較した HhexMxCre/-マウスの BMMsにおいて破骨細胞分化が促進した。 

 

B A 
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図１５ 

 

図１５．Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの大腿骨遠位部の μCT解析 

Poly(I:C)を Hhexflox/flox および HhexMxCre/-マウスの 12 週齢の雄に注射し、8 週間後に大腿骨を採

取し解析を行った。 

(A) 各マウスの大腿骨遠位端の矢状断図（上）と横断面図（下）。(Bars＝500μm) (B) 大腿骨骨幹

端部の μCTで測定した各パラメータ-。（***, P < 0.001 ; **, P =0.003 ; n=4.） BV/TV (bone volume 

per tissue volume), Tb.Th (trabecular bone thickness), Tb.N (trabecular number), N.Nd/TV (number 

of nodules per tissue volume). 

HhexMxCre/-マウスは、Hhexflox/floxマウスと比較して、海綿骨パラメーターの減少がみられた。 

 

 

 

 

 

 

A B 
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図１６ 

 

図１６．Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの脛骨近位部の骨組織像および骨形態計測 

Poly(I:C)を Hhexflox/flox および HhexMxCre/-マウスの 12 週齢の雄に注射し、8 週間後に大腿骨を採

取し解析を行った。 

(A)  脛骨近位部の骨組織像のトルイジンブルー染色（左 , Bars=1mm）と  TRAP 染色（右 , 

Bars=100μm）。（B）脛骨近位部の骨形態計測分析における破骨細胞の骨吸収および骨芽細胞の

骨形成のパラメーター。（**, P =0.003 ; ***, P < 0.001 ; ns, P >0.05 ; n=4.） BV/TV(bone volume 

per tissue volume), Oc.S/BS(osteoclast surface per bone surface), Oc.N/B.Pm(osteoclast number per 

bone perimeter), ES/BS(eroded surface per bone surface), Ob.S/BS(osteoblast surface per bone 

surface), MS/BS(mineralized surface per bone surface), BFR/BS(bone formation rate per bone 

surface). 

HhexMxCre/-マウスは海面骨量の減少、破骨細胞数の増加および骨吸収面の増加を示した。 

B 

A 
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図１７ 

 

図１７．Hhexflox/floxおよび HhexΔOC/-マウスの BMMsの HHEX タンパク質の発現 

western blottingにより HhexΔOC/-マウスの HHEX発現が抑制されたことが確認された。 

 

図１８ 

 

図１８．HhexΔOC/-マウスの破骨細胞分化促進 

(A) Hhexflox/floxマウスと HhexΔOC/-マウスの BMMsにM-CSF もしくはM-CSF/RANKLを添加して 4

日間培養した後の TRAP 染色 （Bar＝500µm） と (B)1 ウェルあたりの TRAP 陽性 MNC の数。

（***, P < 0.001 ; n = 10.） 

Hhexflox/floxマウスと比較した HhexΔOC/-マウスの BMMsにおいて破骨細胞分化が促進した。 

 

B A 
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図１９ 

 

図１９．OVX後の Hhexflox/floxおよび OVX後の HhexΔOC/-マウスの大腿骨遠位部の μCT解析 

Hhexflox/floxおよび HhexΔOC/-マウスの 12 週齢の雌に卵巣摘出術を行い、8 週後に大腿骨を採取し

た。 

(A)マウスの大腿骨遠位端の矢状断図（上）と横断面図（下）。(Bars＝500μm)  (B)大腿骨骨幹端

部の μCTで測定した各パラメータ-。（***, P < 0.001 ; **, P =0.005 ; n=4.） 

BV/TV (bone volume per tissue volume), Tb.Th (trabecular bone thickness), Tb.N (trabecular number), 

N.Nd/TV (number of nodules per tissue volume). 

OVX後のHhexΔOC/-マウスは、OVX後のHhexflox/floxマウスと比較して、海綿骨パラメーターの減少

がみられた。 

 

 

 

 

 

A B 
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4-6. Hhex 欠失による細胞周期関連遺伝子への影響 

Hhex が RANKL 誘導破骨細胞分化を負に調節するメカニズムについて検討した。 

興味深いことに、Hhex を過剰発現した BMMs を RANKL 刺激した際の、Nfatc1 や破

骨細胞マーカー遺伝子の発現に、破骨細胞形成阻害を説明できるような有意な差は

みられなかった（図２０）。また、Hhexを過剰発現した BMMsからの多核の破骨細胞形

成が阻害された（図１０）ことから、破骨細胞の多核化が骨吸収能に寄与しているかを

確認するために、Hhexを過剰発現した BMMsに RANKLを添加し、破骨細胞分化を

促して骨吸収活性を評価した。その結果、Hhex 過剰発現群では、骨吸収活性が定性

的にも定量的にも減少していた（図２１）。このことから、非多核破骨細胞は多核破骨細

胞よりも骨吸収活性が低いことが示唆された。 

破骨細胞の多核化に関わる因子としては、DC-STAMPが知られている 21が、Hhexの

変動による発現変化はみられなかった（図２０）。破骨細胞の多核化に関わる他の因子

として細胞周期がある。細胞周期の調節は破骨細胞の分化に重要であり、細胞周期

が停止した静止期破骨細胞前駆細胞（ cell cycle–arrested quiescent osteoclast 

precursors）が破骨細胞前駆細胞であることが報告されている 46,47。 

また、HHEX は Cdkn2a 遺伝子座に結合し、PRC2 と直接相互作用して、H3K27me3

を介したエピジェネティックな制御により Cdkn2a の発現抑制に関わっている 48。実際

に、Hhexfl/fl マウスの BMMs、Hhexfl/fl マウスの BMMs に RANKL を添加したもの、
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HhexMxCre/-マウスの BMMs、それぞれに対し抗 H3K27me3抗体で ChIP を行い、前述

の既報の Cdkn2a遺伝子座の結合部位の回収率を評価した。その結果、Hhexの減少

に伴い、H3K27のトリメチル化が減少する傾向がみられた（図２２）。 

そこで、BMMs の細胞増殖と細胞周期に対する Hhex の影響を分析した。WST-8 を

使用しM-CSF存在下の BMMsの細胞増殖率を定性的に評価すると、HhexMxCre/-マウ

スの BMMsは Hhexfl/flマウスの BMMs と比較して増殖率が鈍化していた（図２３）。 

また、フローサイトメトリーにより細胞周期分布を分析すると、HhexMxCre/-の BMMs は

Hhexfl/flと比較し、S期の細胞の割合が減少し、G1期の細胞の割合が増加していた(図

２４)。このことから、Hhex は Cdkn2a 発現の調節を介して細胞周期を調節しており、

Hhex をノックアウトした BMMs では G1 期での細胞周期の停止が誘発されたと考えら

れた。 

Hhexと細胞増殖・細胞周期に関連が疑われたため、BMMsから破骨細胞への分化

過程における Cdkn2a の発現を調べた。BMMs と RANKL で誘導した破骨細胞に対

する ChIP-seqの解析では、BMMs と比較し破骨細胞において Cdkn2aのシスエレメン

トでの H3K27me3修飾が減少したのに対し、H3K4me3修飾は両群で明らかな差がな

かった（図２５）。また、BMMs に RANKL を添加すると Cdkn2a の mRNA 発現の増加

が確認された（図２６）。 

そこで次に、BMMsにおいてHhexの過剰発現もしくは発現抑制を行い、Cdkn2aの



46 

 

発現への影響を調べた。上記のレトロウイルスベクターを使用し、BMMs の Hhex を過

剰発現すると、Hhex過剰発現群ではコントロールと比較しCdkn2a発現が抑制された。

一方、Hhex 発現を抑制した HhexMxCre/-マウスからの BMMs では Cdkn2a の発現は増

加した（図２７）。 
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図２０ 

 

図２０．Hhexを過剰発現した BMMsに RANKLを添加して 48時間後の mRNAの発現 

各レトロウイルスベクターを transductionしたBMMsのNfatc1,Oscar,AcpおよびDc-stampのmRNA

発現。（ns , P > 0.05 ; n = 3.） Control, pMX-IRES-Puro ; Hhex, pMX-Hhex-IRES-Puro. 

Hhexを過剰発現した BMMsの RANKL添加後の破骨細胞関連遺伝子発現に、破骨細胞形成の

阻害を説明できるような有意な差はみられなかった。 

 

図２１ 

 

図２１．Hhexを過剰発現した BMMsに RANKLにより破骨細胞分化を誘導した際の骨吸収活性 

各レトロウイルスベクターを transduction した BMMs に RANKL 刺激を加え、骨吸収活性を評価し

た。Control, pMX-IRES-Puro ; Hhex, pMX-Hhex-IRES-Puro. 

（A） 蛍光標識リン酸カルシウム固層化プレートで培養した際の培養液上清の蛍光強度の変化。 

（**, P =0.001 ; ***, P <0.001 ; n = 3.） 

（B） 培養 6日後のプレートの骨吸収窩の面積。(***, P < 0.001 ; n=3.) 

多核破骨細胞形成が阻害される Hhex 過剰発現群では骨吸収活性が定性的にも定量的にも減少

した。 

 

B A 
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図２２ 

 

図２２．各 BMMsの Cdkn2a遺伝子座における H3K27me3の ChIP qPCR解析 

Hhexflox/floxマウスからの BMMsにM-CSFを添加し培養したもの、Hhexflox/flox マウスからの BMMs 

に M-CSF と RANKL を添加し培養したもの、および HhexMxCre/-マウスの BMMsに M-CSF を添加

し培養したものに対して、抗 H3K27me3抗体を用いて ChIPを行い、Cdkn2a遺伝子座の各領域の

回収率を評価した。region A, Cdkn2a upstream promoter ; region B, Cdkn2a Exon 1α. （*, P =0.02 ;  

***,  P < 0.001 ; n = 10.） 

 

図２３ 

 

図２３．Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの BMMsの細胞増殖率 

WST-8を用いてM-CSF存在下での Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの BMMs の細胞増殖率

を評価した。（***, P < 0.001 ; n = 10.） 

HhexMxCre/-マウスの BMMs は Hhexflox/floxマウスの BMMs と比べ細胞増殖の有意な減少が観察さ

れた。 
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図２４ 

 

図２４．Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの BMMsの細胞周期分布 

フローサイトメトリーを使用して M-CSF 存在下の Hhexflox/floxおよび HhexMxCre/-マウスの BMMs の

細胞周期を分析した。(***, P < 0.001 ; n = 4.） 

Hhex をノックアウトした BMMs では、G1 期は 60.7%±1.6%から 83.4%±1.9%に増加し、S 期は

14.8%±0.7%から 5.1%±1.1%に減少した。 

 

図２５ 

 

図２５．破骨細胞分化過程における Cdkn2a 周囲の ChIP-seq 結果 

Cdkn2a の シスエレメントでの BMMs および OCs における H3K4me3 と H3K27me3 修飾変化

を評価した。BMMs と比較し破骨細胞の Cdkn2aのシスエレメントでの H3K27me3修飾が減少した

のに対し、H3K4me3修飾は両群で明らかな差がなかった。 

 

Hhexflox/flox 

HhexMxCre/- 
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図２６ 

 

図２６．破骨細胞分化における Cdkn2aの mRNA 発現変化 

リアルタイム PCR による M-CSF 存在下の BMMs に対して RANKL 刺激を加える前と 72 時間後

の Cdkn2aの mRNA発現。（***, P < 0.001 ; n = 3.） 

BMMsに RANKLを添加し 72時間後の Cdkn2aの mRNA発現は増加した。 

 

図２７ 

 

図２７．BMMsにおける Hhex発現調節による Cdkn2a発現変化  

（A）Hhexを過剰発現するBMMsにおけるCdkn2aのリアルタイム PCRによるmRNAの発現変化。

（***, P <0.001 ; n = 3.） Control, pMX-IRES-Puro ; Hhex, pMX-Hhex-IRES-Puro. 

Hhexを過剰発現した BMMsでは Cdkn2aの発現は抑制された。 

（B）Hhex 発現を抑制した HhexMxcre/-マウスの BMMs における Cdkn2a のリアルタイム PCR による

mRNAの発現変化。（***, P <0.001 ; n = 3.） 

Hhexを発現抑制した BMMsでは Cdkn2aの発現は増加した。 

 

A B 
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4-7. Cdkn2a発現抑制による破骨細胞分化への影響 

Hhex を過剰発現した BMMs での多核破骨細胞形成の抑制が、Cdkn2a によるもの

か確認するために、ShRNA を用いて Cdkn2a をノックダウンした BMMs を作成し、

RANKL 刺激による破骨細胞分化を試みた。リアルタイム PCR により scrambled 

ShRNA を導入したコントロールと比較して、RANKL 刺激後の Cdkn2a の発現増加が

抑制されることを確認した（図２８）。この Cdkn2a 発現が抑制された BMMs はコントロ

ールと比較して多核破骨細胞形成が著明に抑制された（図２９）。 
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図２８ 

 

図２８．ShRNAによる Cdkn2aの発現抑制 

ShRNAによりCdkn2aをノックダウンしたBMMsにおけるCdkn2aのリアルタイム PCRによるmRNA

の発現変化。（*, P =0.04; **, P =0.002 ; ns, P >0.05 ; n = 3.）  

Control, Scrambled ShRNA ; Sh-Cdkn2a, Cdkn2a ShRNA. 

Cdkn2a に対する ShRNA レンチウイルス粒子を感染させた BMMs は Cdkn2a の発現が抑制され

た。 

 

図２９ 

 

図２９．Cdkn2aをノックダウンした BMMsからの破骨細胞形成 

（A） ShRNA により Cdkn2a 発現を抑制した BMMs に M-CSF および RANKL を添加し、4 日後

に TRAP染色を行った。(Bar=100µm)  (B) 1ウェルあたりの TRAP陽性MNCの数。 

（***, P < 0.01 ; n = 10.） Control, Scrambled ShRNA ; Cdkn2a, Cdkn2a ShRNA. 

Scrambled ShRNAを感染させたコントロールと比較して Cdkn2a ShRNAを感染させた BMMsは多

核破骨細胞形成が抑制された。 

A B 

RANKL+ 
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第 5 章 考察 

 

我々はホメオボックス遺伝子属の転写因子である Hhexが、BMMSに RANKLを添加

することで誘導されるエピジェネティック修飾によって下方制御され、細胞周期の進行

を調節することによって多核破骨細胞形成において重要な役割を果たすことを実証し

た。RANKL刺激に応答して、Hhexの転写開始点周囲のヒストン修飾が、H3K4me3お

よび H3K27me3が bivalent な状態から H3K27me3 のみの monovalent な状態に変化

し、H3K27ac修飾は減少した（図３）。これらの修飾変化はHhexのmRNA(図４)および

タンパク質の発現変化(図５)と相関しており、Hhex の発現が破骨細胞分化の過程でエ

ピジェネティックな制御により抑制されたことを示唆している。Hhexの上流因子としては、

FK506 により NFATc1 の核内移行を抑制することで RANKL による Hhex の発現減少

が抑制されたこと（図７）から、RANKL が誘導する Hhex の発現減少は NFATc1 に依

存していることが考えられた。そして、NFATc1により発現が増加するBlimp-1は、Irf8、

MafB、Bcl6 などの破骨細胞分化の負の調節因子を下方制御することにより破骨細胞

分化を促進し、Blimp-1をノックアウトしたマウスでは破骨細胞分化においてHhexの発

現減少が抑制されること 28,29、Blimp-1 をノックダウンした BMMs に RANKL 刺激を加

えても Hhex の発現減少が抑制されること（図８）などから、Hhex は NFATc1 により発現

が増加する Blimp-1によって下方制御されていることが考えられた。 
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 Hhex はホメオボックス遺伝子ファミリーに属する遺伝子で Prh（Proline-rich 

homeodomain）としても知られる。HHEX タンパク質は、ホメオボックスにコードされるホ

メオドメインと呼ばれるヘリックス・ターン・ヘリックス構造モチーフの DNA 結合ドメイン

を含み転写因子として機能する。また、Hhex の N 末端ドメインは、他の DNA 結合ドメ

インに融合すると、ホメオドメインとは独立して転写を抑制する 49。一方、C 末端ドメイン

は酸性アミノ酸を多く含み、胆汁酸のトランスポーターである sodium/bile acid co-

transporter の転写活性化に関与している 50。そのため、Hhex は標的遺伝子の

promoter へ結合する直接的なメカニズムと、他の転写因子の活性を調節することによ

り標的遺伝子の発現を調節する間接的なメカニズムを介して、転写を抑制したり活性

化したりすることができると考えられる。 

 HHEXは、ホモオリゴマーとして存在し 51、ヒトとマウスの HHEX タンパク質は、ホメオ

ドメイン全体では 1つのアミノ酸のみが異なり、HHEXタンパク質全体では 94%が同一

であり種間で高度に保存されている 52。また、Hhexは、鳥類およびヒトの造血細胞で最

初に同定され、他のホメオボックス蛋白と同様に、転写および転写後調節によって、細

胞の発達と分化を調節していることが報告されている 53,54。Hhex が調節する遺伝子に

は細胞周期の制御や成長因子シグナル伝達経路に関与するものもある。また、Hhex

は、細胞周期に影響する多くのタンパク質と直接タンパク質間相互作用を起こすため、

細胞増殖の強力な調節因子としても機能する。 
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  発生において、Hhex は体軸の形成と、肝臓、膵臓、心臓、甲状腺、血管系や造血

系などの器官形成を調節しており、Hhex のコンベンショナルノックアウトマウスは胎生

致死となる 40-42。成人では、造血の複数のステップを調節し、細胞増殖を制御しており、

Hhexの変異は、白血病、甲状腺がん、乳がんなどに関連している。また、Hhexはほぼ

すべての系統の初期造血前駆細胞で発現しており、これらの細胞の最終分化時に発

現が抑制される 53,55。造血系における Hhex のコンディショナルノックアウトマウスの既

報では、Hhex が初期の B 細胞系統のリンパ球の発達に重要であることが示されてい

るが 56-59、骨恒常性と破骨細胞系統における Hhex の役割は明らかにされていない。

Hhex は多くの組織の様々な発生段階において発現するため、その機能について明

確な結論を出すことは非常に困難である。しかし、Hhex は造血および血管系の分化

の初期段階で高度に発現し、顆粒球などの一部を除き分化に伴って下方制御される

という傾向がある 54,60。したがって、造血および血管系において Hhex の活性は造血お

よび血管新生に必要な細胞分化や増殖の抑制に関連しており、これらの細胞の増殖

と分化に必要な多くの遺伝子の発現を制御していると考えられる。 

 我々は破骨細胞系列細胞における Hhex の役割を分析するために、in vitro 実験を

行い、BMMs での Hhex 過剰発現が RANKL による多核破骨細胞の発生を抑制する

ことを発見した（図１０）。一方、Hhex 発現を抑制させた BMMs では多核破骨細胞形

成は増加した(図１２)。 
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さらに、破骨細胞形成における Hhexの役割を、HhexMxCre /-マウスを使用した in vivo

実験によっても確認した。この系では Poly(I:C)投与により BMMsの Hhexが薬剤誘導

的にノックアウトされ（図１３）、破骨細胞数増加を伴う海綿骨量の減少を示した（図１５、

１６）。同様の表現型は破骨細胞特異的なコンディショナルノックアウトマウスである

HhexΔOC/-マウスでも観察された（図１８、１９）。これらの結果は、Hhex が in vitro および

in vivoの両方で破骨細胞系列細胞の負の調節因子であることを示している。 

Hhex を過剰発現することで、多核破骨細胞形成は阻害されたが、破骨細胞の多核

化と骨吸収活性の関係性は不明であった。そのため、Hhex 過剰発現 BMMs に

RANKL 刺激を加えた非多核破骨細胞の骨吸収活性を評価した。その結果、非多核

破骨細胞は多核破骨細胞と比較し、骨吸収活性が低下した（図２１）。このことから、破

骨細胞による骨吸収効率には多核化が関与しており、Hhex コンディショナルノックアウ

トマウスの in vivo での骨量減少は多核破骨細胞形成増加の結果起こっていることが

示唆された。しかし、Hhex の発現変化によって、破骨細胞関連遺伝子の発現や、融

合・多核化に関わる Dc-stampの発現に変動はなかった（図２０）。 

破骨細胞分化や多核化に関わる他の因子として、これまでに細胞周期調節の重要

性がいくつかの研究結果で示されている。岡橋らは RANKLが p21と p27の一過性発

現を誘導し、アンチセンスオリゴヌクレオチドによりこれらの発現を抑制すると破骨細胞

分化が強く阻害されたことを報告している 61。Sankarらは、p21および p27をダブルノッ
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クアウトしたマウスが、破骨細胞の減少による大理石骨病を発症したと報告している 62。

また、Kwon らは、in vitro の破骨細胞分化の実験において、M-CSF を添加しないと

G0/G1 期での細胞周期の停止が誘発され破骨細胞分化が促進したと報告している 63。

他にも、小笠原らは破骨細胞前駆細胞において Cdk6 が RANKL 刺激により下方制

御され、Cdk6 を過剰発現すると破骨細胞形成が抑制されたと報告している 64。これら

の報告は、細胞周期調節が破骨細胞の分化に多大な影響を与えていることを示唆し

ている。 

そして実際に、高橋らは細胞周期を停止した cell cycle–arrested quiescent cellが破

骨細胞前駆細胞であり、RANKL に応答して急速に成熟破骨細胞に分化するというこ

とを示している 46,47。また、Rahmanらは Fucci細胞周期指標を使用して、RANKL刺激

により融合する多核破骨細胞の核は G0/G1 期であり、破骨細胞前駆細胞は細胞融合

時には細胞周期を停止していることを明らかにした 65。これらの報告をまとめると、

RANKL が BMMs の細胞周期停止を誘導することで破骨細胞の分化が促進されるこ

とが示唆される。 

 そこで、RANKL 刺激により発現が抑制される Hhex が、細胞周期調節を介して多核

破骨細胞形成を抑制するメカニズムについて検討した。以前から、マウスの造血細胞

での Hhex 過剰発現はリンパ系腫瘍を誘発すること 66 や、ヒトの急性骨髄性白血病で

HHEX が高レベルに発現し、発癌性融合タンパク質である MLL-ENL によって引き起
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こされる骨髄性白血病の発症に関与することが報告されている 48。さらに、HHEX はサ

イクリン依存性キナーゼ阻害因子である Cdkn2a 遺伝子に結合し、PRC2 と直接相互

作用して、H3K27me3 を介したエピジェネティックな制御により遺伝子発現を抑制する

ことで、急性骨髄性白血病の発生に寄与している 48。このことから、Hhex は Cdkn2a を

介して細胞増殖や細胞周期の調節に関与していることが示唆された。 

 そこで我々は、Hhex が Cdkn2a を介して BMMs の細胞周期を調節することにより

破骨細胞分化に影響を与えているという仮説を立て検証を行った。まず、既報に従い

48、Hhexが減少することで Cdkn2a 遺伝子座の H3K27me3が脱メチル化されるかを確

認するため、抗 H3K27me3 抗体による ChIP を行った（図２２）。その結果、RANKL 刺

激を加えていない BMMs と比較し、RANKL刺激により Hhexが減少した BMMs並び

に Hhex コンディショナルノックアウトマウスの BMMsでは、免疫沈降された Cdkn2a遺

伝子座の上流 promoter および Exon1α 領域の DNA フラグメントのエンリッチメントが

減少していた。このことから、Hhex の減少により Cdkn2a 遺伝子座の H3K27me3 が脱

メチル化されることが示された。 

Hhex が減少することで、Cdkn2a の発現が促進され、細胞増殖や細胞周期が活性

化されることが予想されたが、実際に HhexMxCre/-マウスの BMMs の細胞増殖は抑制さ

れた(図２３)。そして、フローサイトメトリーにより細胞周期分布を分析すると、BMMs に

おける Hhex の欠失が、S 期の細胞の割合を減少させ、G1 期の細胞の割合を増加さ
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せることが示された（図２４）。 

また、BMMs と破骨細胞の ChIP-seq の解析を行い、RANKL 刺激による破骨細胞

分化に伴い Cdkn2a のシスエレメントでの H3K4me3 修飾には変化がないが

H3K27me3 修飾が減少し、遺伝子発現が活性化される傾向にあることを明らかにした

（図２５）。そして実際に、Cdkn2a の mRNA 発現は破骨細胞分化に伴い増加していた

（図２６）。また、Hhex を過剰発現させた BMMs では、Cdkn2a の発現は減少し、逆に

Hhexの発現が抑制された BMMs では Cdkn2aの発現は増加した（図２７）。このことか

ら、Hhex 発現の増減に伴い、Cdkn2a の発現は相反する挙動を示すことが明らかにな

った。これらは、RANKL 刺激による破骨細胞分化時に Hhex が減少し、Cdkn2a の発

現が促進されるという仮説と矛盾しない結果であった。 

そして実際に、Hhex 過剰発現 BMMs が Cdkn2a 発現の抑制を介して多核破骨細

胞形成を阻害しているかを検証するために、ShRNAを用いて Cdkn2aをノックダウンし

た BMMs を作成し、RANKL 刺激による破骨細胞分化を試みたところ、Cdkn2a 発現

が抑制された BMMs からの多核破骨細胞形成は著明に抑制された（図２８、２９）。こ

れらの結果から、Hhex は Cdkn2a を下方制御することにより、BMMs の細胞周期進行

を調節しており、RANKL による細胞周期停止と多核破骨細胞形成には Hhex のダウ

ンレギュレーションが必要であると結論付けた。 

 Cdkn2a と骨との関係に関してはいくつかの報告がある。Farr らは、骨微小環境にお



60 

 

ける Cdkn2a 発現老化細胞が加齢に伴う骨量減少に関与しており、Cdkn2a 発現細胞

を除去することで骨量減少が改善されたことを報告している 67。Li らは、Cdkn2a ノック

アウトマウスでは、卵巣摘出によって起こる骨量減少が、破骨細胞分化の抑制により軽

減されたことを示した 68。さらに、Hhex の一塩基多型である rs2497306 は、血清

DHEAS レベルの調節によってヒトの老化と関連していた 69 ことを考えると、Hhex-

Cdkn2a は加齢に伴う骨量減少に関与している可能性が示唆される。しかし、破骨細

胞以外の骨関連細胞の Hhex と Cdkn2a の役割は不明であり、加齢に伴う骨量減少に

おける Hhexの役割を解明するにはさらなる研究が必要である。 

 この研究にはいくつかの limitation がある。1 つ目は、細胞周期の調節が、RANKL

によって誘導される破骨細胞の分化にどのように影響するか不明なことだ。細胞周期

の停止自体は細胞分化には必ずしも必要ではないが、細胞周期停止と最終分化の間

には一定の関連があることは広く知られている 70。また、哺乳類において、細胞周期は

CDKs と CDKIs のバランスによって調節されており、細胞の最終分化は細胞周期から

の不可逆的な逸脱と関連があると言われている 71-73。武藤らは、破骨細胞前駆細胞が

骨表面に沿って細胞周期が停止した細胞であることを特定した 47。そして、Rahman ら

は、RANKL が破骨細胞分化の初期段階で BMMs の DNA 合成と細胞増殖を刺激

し、分化後半に G1期での細胞周期停止を引き起こすと報告した 65。したがって、Hhex

を介した CDKIs の抑制は、Hhex が発現している破骨細胞分化初期段階では BMMs
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の増殖を促進するのに対し、RANKL による Hhex のダウンレギュレーションが起こると

細胞周期の停止を誘発している可能性がある。もちろん細胞周期の停止が破骨細胞

の分化に影響を与えるメカニズムを特定するには、さらなる研究が必要と考えられる。 

また、細胞周期の停止が多核破骨細胞形成にどのように関与しているのかの考察

には、マクロファージの融合にインテグリンやカドヘリンを代表とした様々な接着分子を

介した細胞接着が重要な因子であるという報告も無視できない 74。例えば、E-カドヘリ

ンの細胞接着部位を阻害するペプチドを添加すると多核破骨細胞形成は減少する 75。

また、インテグリンと複合体を形成するテトラスパニンスーパーファミリーである、CD9や

CD81 をノックアウトしたマウスでは、多核破骨細胞形成が亢進した 76。これらのことか

ら、細胞接着因子が多核破骨細胞形成に大きく関わっていることが示唆される。現在

までのところ、細胞周期進行中に接着複合体がどのように制御されるのか、また接着

シグナルが細胞周期にどのように影響するのかについては解明されていない。しかし、

これまでの研究から、細胞周期の進行が細胞接着シグナルを調整し、細胞接着の変

化が細胞周期を制御するという、細胞周期と細胞接着のクロストークのメカニズムの存

在が示唆されており 77、さらなる解明が期待される。 

limitationの 2つ目は、Creの選択に関するものだ。Conventionalな Hhex ノックアウ

トマウスは、胎生致死であることが知られている 40-42。そこで、我々はまず Rank Cre を

用いてコンディショナルノックアウトマウスを作製したが、発生に重要な細胞や組織で
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Cre 遺伝子が発現するためなのか、残念ながらこのマウスも胎生致死であった。また、

LysM Creマウスでは、Hhexのノックアウト効率は不十分だった。そのため、主にMx-1 

Cre マウスを使用し、その結果を Ctsk Cre マウスで確認することにした。Ctsk Cre は破

骨細胞ではない細胞も標的としているという報告があり、Ctsk は破骨細胞分化の初期

でなく成熟期に多く発現していることから 78 79、この研究に用いるには適切な Cre では

ないかもしれない。しかし、当科で以前に行ったRNA-seq解析により、RANKL刺激前

の BMMs でも Ctsk 遺伝子が発現していることがわかっており 37、破骨細胞分化の初

期段階で Hhex 遺伝子をノックアウトするには十分だと考えられた。実際に、western 

blotting により、HhexΔOC/-マウスの BMMs において HHEX 蛋白の発現が効率的に減

少していることが確認できている（図１７）。また、先行研究では、Ctsk Cre マウスを利用

して、Blimp-1 などの破骨細胞分化の初期段階で発現する遺伝子をノックアウトしてい

る 28,29ことから Ctsk Creを使用し実験を行った。 

limitationの 3つ目は、in vitroにおいてHhexMxCre/-マウスとHhexΔOC/-マウスのBMM

の HHEX 蛋白は同程度に欠失したが（図１３、１７）、in vivo では HhexΔOC/-マウスの有

意な骨量減少は OVX を施さないと確認できず、HhexMxCre/-マウスと HhexΔOC/-マウスの

骨表現型が異なっていたことである。この差の正確な理由は不明だが、我々は生体内

では in vitro と異なりすべての BMMsが成熟破骨細胞に分化するわけではないという

in vitro と in vivoの環境の違いに起因しているのではないかと推測している。 さらに、
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Mx-1 Cre が他の因子に影響を与え、それが間接的に破骨細胞の分化に影響を与え

ている可能性も考えられた。 

Mx-1 Cre が影響を与える他の因子の１つとして VEGF が挙げられる。Noy らは

HHEX が Vegf 遺伝子とその受容体である Vegfr-1 および Vegfr-2 遺伝子の promoter

領域に直接結合し、それらの転写を抑制することにより、VEGF-VEGF 受容体軸を制

御していることを明らかにしている 80。そして、肺や心臓、副腎など多くの正常組織から

発現することで知られる VEGF は、VEGFR-2 を介してマウスの骨髄の破骨細胞前駆

細胞に作用して破骨細胞への分化を促進すると報告されている 81。これらのことから、

HhexMxCre/-マウスにおいて全身の細胞でノックアウトされた Hhex が VEGF-VEGFR シ

グナルを調節することで破骨細胞分化に影響を与えている可能性は否定できない。 

また OVX に関しては、上記の通り、破骨細胞分化を促進し骨吸収の差を明瞭にす

ることを目的におこなったが 44,45、HhexΔOC/-マウスが Hhexfl/flマウスと比較し OVX 後に

骨量に有意な差が出たことに関しては考察が必要である。OVX によって引き起こされ

る骨量減少は、T 細胞や間質細胞を含む骨髄細胞による破骨細胞形成を促進するサ

イトカインの産生増加と関連しているという報告があり 82、Hhex のノックアウトが T 細胞

や間質細胞に影響を与え、OVX 後の HhexΔOC/-マウスの破骨細胞の分化や骨吸収を

促進した可能性も否定できない。 

加えて、今回の実験では HhexMXCre/-マウスの骨形態計測において骨形成パラメー
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ターに有意な差がなかったため、骨芽細胞に対する Hhex ノックアウトによる影響は検

討していない。既報でマウスの頭蓋冠由来骨芽細胞の分化段階における Hhex 発現

に有意な差はみられなかった 83 が、Hhex ノックアウトによる骨量低下に対する骨芽細

胞や骨細胞の影響を完全には否定できないため、今後さらなる検討が必要と考える。 

最後に、これまでの結果の臨床的意義を明確にする必要がある。上記のように、

Hhex の Cdkn2a 制御機構は、細胞老化を調節することにより、加齢に伴う骨量減少に

関与している可能性がある。興味深いことに、GWASでは、HHEXおよび CDKN2A遺

伝子の SNP と 2 型糖尿病との関連が報告されている 84,85。２型糖尿病の患者は骨粗

鬆症性骨折のリスクが高いことが知られており、HHEX 遺伝子発現の変動がこれらの

患者の骨脆弱性に関与している可能性が考えられる。そのため、臨床において２型糖

尿病患者の HHEX 発現と骨塩密度との関係を調査することは、糖尿病患者の骨粗鬆

症に対する新たな治療戦略につながる研究になり得る。 
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第 6 章 結論 

 

本研究では、破骨細胞分化において、RANKL刺激によりH3K4me3やH3K27me3

などのヒストン修飾が変化し、エピジェネティックな制御により発現が抑制される遺伝子

のなかでホメオボックスファミリーに属する転写因子であるHhexを同定し、破骨細胞分

化における機能解析を行った。そして、NFATc1 依存性に発現が抑制される Hhexが、

Cdkn2aを介して細胞周期を調節することにより、RANKLが誘導する多核破骨細胞形

成を負に調節することを示した。この研究は、骨粗鬆症によって誘発される骨量減少と

骨折を抑制するための革新的な研究対象として、Hhexの重要性を提起した。 
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