
1 

 

 

 

博士論文 

   

破骨細胞分化において 

RANKLにより活性化される遺伝子群の解析 

 

 

 

 

 

 

 中   村   春   彦 



2 

 

「目次」 

1.要旨                              …………3 

2.序文                              …………4 

3.方法                                …………12 

4.結果                                                         …………17 

5.考察                                                         …………23 

6.謝辞                              …………28 

参考文献                                                       …………29 

表                                                             …………41 

図                                                             …………42 

  



3 

 

破骨細胞分化において 

RANKLにより活性化される遺伝子群の解析 

東京大学大学院医学系研究科外科学専攻 

指導教員   田中 栄教授 

氏名      中村 春彦 

 

１．要旨 

生体における遺伝子発現の制御には、エピジェネティックな要素が大きな役割を果

たしている。ヒストン H3 リジン 4 のトリメチル化 (H3K4me3) は遺伝子発現を活性

化させ、ヒストン H3 リジン 27 のトリメチル化 (H3K27me3) はそれを抑制すること

が報告されている。破骨細胞は骨吸収（破壊）を担う多核巨細胞であり、単球-マク

ロファージ系の前駆細胞が細胞融合することによって最終分化する。申請者は、

RANKL 刺激による破骨細胞分化において H3K4me3 と H3K27me3 の網羅的な ChIP

シークエンスを行い、エピジェネティックに制御されている新たな分子

Protocadherin-7 (Pcdh7) を同定した。Pcdh7 の遺伝子ノックダウンにより機能を低下

させると、破骨細胞融合関連遺伝子の発現および破骨細胞の融合、分化が抑制された。

本研究により、Pcdh7 が破骨細胞の細胞融合を通じて分化を促進させていることが示

された。 
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２．序文 

 近年、平均寿命の伸長や高齢社会の到来により、高齢者の ADL（activities of daily 

living）の維持、健康寿命の伸長が社会的な課題となってきている。介護が必要とな

る主な原因として、脳血管疾患や認知症などと共に運動器疾患があげられる。運動器

疾患の中では関節疾患と転倒・骨折が同程度あり、特に要介護度の高い群では転倒・

骨折の割合が多い (1)。そのため、変形性関節症や関節リウマチに代表される関節疾

患や骨折を引き起こす要因となる閉経後や加齢性の骨粗鬆症の治療戦略の立案が重

要となってきている。 

骨の恒常性は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収により保たれている

(図１A) (2, 3)。関節リウマチなどの慢性炎症、閉経や加齢等でこのバランスが崩れ、

骨吸収が骨形成に対して優位になると、骨量が低下し、骨脆弱性を生じて骨破壊、

骨折の原因となる (図１B)。破骨細胞は、骨吸収を担う巨大な多核細胞であり、造

血幹細胞から単球・マクロファージ系の前駆細胞、破骨前駆細胞を経て分化する (図

２) (2, 3)。 

造血幹細胞はM-CSF (macrophage colony-stimulating factor)刺激を受けて単球・マク

ロファージ系の破骨前駆細胞へと分化する  (2, 3)。前駆細胞の M-CSF 受容体 

(c-Fms；Csf1r) にM-CSFが結合すると、増殖や生存が促進される (4)。さらに転写因

子 activating transcription factor 4 (ATF4) などを介して RANK (receptor activator of 

NF-κB；Tnfrsf11a) の発現が誘導される (5)。また、RANK の発現には非古典的 Wnt
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リガンドである Wnt5a が受容体である receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 

(Ror2)に結合することによるシグナルも関与することも明らかにされている (6)。 

RANKは TNF (tumor necrosis factor) 受容体ファミリーに属し、破骨前駆細胞、破

骨細胞に発現する。そのリガンドである RANKL (RANK ligand) は TNFスーパーファ

ミリーに属するサイトカインであり、主に膜結合型と可溶型として存在し、破骨前駆

細胞の RANKに結合し、破骨細胞への分化誘導を生じさせる (7, 8)。RANKLは破骨

細胞分化に必須の因子であり、RANKLを欠損したマウスやヒト変異患者では破骨細

胞が存在せず、重度の大理石骨病を呈する (2, 9)。通常の骨代謝においては、破骨前

駆細胞に作用する RANKLはモデリング期においては骨芽細胞や軟骨細胞、リモデリ

ング期には骨細胞を中心とした間葉系の細胞が発現し、破骨前駆細胞の分化を誘導す

ると考えられている (10, 11)。一方、関節リウマチなどの病的な骨破壊においては、

滑膜線維芽細胞や浸潤した T細胞の一部 (exFoxp3 Th17細胞等) が、破骨細胞を分化

させる RANKL の供給源になっている可能性が示唆されている (12)。また、骨芽細

胞や骨細胞は RANKL を発現する一方で、可溶性受容体であるオステオプロテジェリ

ン (osteoprotegerin: OPG) も産生する (2, 3)。OPGはRANKに対して競合的にRANKL

に結合し、破骨細胞分化を強力に抑制している (2, 3)。 

 RANKL が破骨前駆細胞の RANK に結合すると、adaptor タンパクである TNF 

receptor-associated factor 6 (TRAF6) を介して TGF- activated kinase 1 (TAK1) , NF-B、 

activator protein-1 (AP-1), mitogen-activated protein kinase (MAPK)などが活性化される 
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(2, 3)。その結果破骨細胞分化のマスター転写因子 Nuclear factor of activated T cells c1 

(NFATc1) の発現および自己増幅が誘導され、破骨細胞は最終分化に至る (2, 3)。ま

た、NFATc1 は、ヒストン修飾の変化によるエピジェネティックな制御も受けている

ことが最近報告されている (13)。NFATc1は、破骨細胞分化において中心的で支配的

な機能を果たす転写因子であり、破骨細胞の分化や融合、機能、生存にかかわる遺伝

子を発現制御し、破骨細胞への運命を決定づける (2, 3, 14, 15)。 

 RANKL/RANK は、破骨細胞分化を決定するシグナル伝達系であるが、その経路を

支える共刺激システム、Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) 系の存

在も近年明らかになってきた。ITAMは、免疫系の細胞の受容体に広く含まれており、

活性化のシグナルを伝達する。Osteoclast-associated receptor (OSCAR) 等の受容体から、

ITAM配列を持つアダプター蛋白質の Fc receptor common  subunit (FcR) と DAP12

にシグナルが伝達される。さらに、Syk, phospholipase C(PLC) を介し、RANKシグ

ナルと協働してカルシウムシグナル、カルシニューリンを活性化させ、NFATc1 の核

内移行、活性化を誘導する (16)。また、calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 

IV (CaMKIV), cAMP-response element-binding protein (CREB) を介して c-Fos の発現を

誘導し、AP-1の活性化を通じて NFATc1を誘導する (17)。 

 破骨細胞は、分化の過程で前駆細胞同士が融合することにより多核巨細胞となる 

(2, 3, 18)。NFATc1 は、Dendritic cell-specific transmembrane protein (DC-STAMP), 

Osteoclast stimulatory transmembrane protein (OC-STAMP) や V-type proton ATPase 
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subunit d2 (Atp6v0d2) 等を活性化する。DC-STAMP の発現は、転写因子である

microphthalmia-associated transcription factor (MITF) によっても正に制御されており、T 

cell acute lymphocytic leukemia 1 (Tal1) により抑制される (19)。DC-STAMP や

OC-STAMPを欠損したマウスでは TRAP (Acp5；tartrate-resistant acid phosphatase type 5) 

陽性の単核の破骨細胞は存在するが、多核の細胞は存在しないことが報告されている 

(20, 21)。Atp6v0d2の欠損マウスでも破骨前駆細胞の細胞融合の障害による骨量の増

加が観察されている (22)。すなわち、多核化、巨大化は破骨細胞の骨吸収能に貢献

していると考えられている。 

破骨細胞分化の過程では、分化を抑制する negative regulation のシステムも見出さ

れており、破骨細胞分化抑制因子として interferon regulatory factor-8 (Irf8), MafB, B cell 

lymphoma 6 (Bcl-6) などがあげられる。Irf8 は NFATc1の発現や機能を阻害すること

により破骨細胞分化を抑制する (23)。MafB は c-Fos や MITF と結合し、NFATc1 や

OSCAR の発現を抑制する (24)。Bcl-6 は破骨前駆細胞において NFATc1, カテプシン

K (Ctsk), DC-STAMP 遺伝子のプロモーター上でこれらの発現を阻害している (25)。

一方、RANK の下流で発現が誘導される転写因子 B lymphocyte-induced maturation 

protein 1 (Blimp-1；遺伝子名 Prdm1) は、破骨前駆細胞に発現している Irf8、Mafb、

Bcl-6 などを抑制することで、破骨細胞分化を正に制御している (25, 26)。破骨細胞

の分化、活性化においてこれらの抑制因子の制御も重要な過程となっている (図 2)。 

 成熟した破骨細胞は、骨表面に接着し酸や蛋白質分解酵素を分泌し、骨吸収を行う。
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NFATc1 が活性化されると、破骨細胞はV3 インテグリンによって骨表面に接着し、

c-Src 依存性シグナルにより、アクチンリング、波状縁を形成するが、これらの活性

化には M-CSF や RANK からのシグナルも関与していることが報告されている (27)。

NFATc1 は骨吸収機能に関わるマトリックスメタロプロテアーゼ (MMPs) や Ctsk な

どの蛋白質分解酵素発現を誘導する (2, 3)。また、蛋白質分解酵素や H
+イオンと Cl

-

イオンの分泌のための分泌小胞輸送や小胞融合には、Rab7, pleckstrin homology 

domain containing family M member 1 (Plekhm1), sorting nexin 10 (Snx10) などが関わっ

ていることも見出されている (28-31)。さらに、V型ATPaseと chloride channel protein-7 

(ClC-7), osteopetrosis associated transmembrane protein 1 (Ostm1) の働きにより H
+イオ

ンと Cl
-イオンの分泌が生じ、骨の強固なミネラルを溶解する (31-33) 。これら破骨

細胞の機能に関わる PLEKHM1 と SNX10、V型 ATPaseをコードする TCIRG1、CLC-7

をコードする CLCN1 や OSTM1 はヒトの大理石骨病の責任遺伝子として見出されて

いる (31)。 

 破骨細胞の寿命は生体内では約 2週間程度と考えられており、骨芽細胞の寿命の約

2-3か月、骨細胞の 1-20年等と比較すると非常に短い。このため、破骨細胞の生存能

も破骨細胞数、骨吸収活性に大きな影響を与える。M-CSFは Bcl-2 を活性化させ破骨

前駆細胞の生存に関与する (34)。また、Bcl-2 ファミリーである Bcl-xl, Myeloid cell 

leukemia sequence 1 (Mcl-1) がアポトーシスを抑制することによって生存に働いてい

ることが報告されている (35, 36)。一方、Bcl-2-like protein 11 (Bim)や Noxaは逆にア
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ポトーシスを誘導すると考えられている (37, 38)。 

 様々な細胞外からの刺激も破骨細胞分化に関わっていると考えられている。

Sema3Aは骨芽細胞系の細胞から分泌され、破骨細胞分化を抑制し、骨芽細胞分化を

促進する (39)。IL-2 や IL-4、IL-10、interferon-(IFN-)、IFN-等のサイトカインは破

骨細胞分化に抑制的に働き、TGF-1、IL-1、IL-6、TNF-等は破骨細胞分化、機能に

促進的に働くことが知られている (2, 3)。 

 破骨細胞による骨吸収の異常な亢進は骨粗鬆症や癌の骨転移、関節リウマチにおけ

る骨破壊などにおいて中心的な役割を担っている。破骨細胞の骨吸収能を決定する因

子としては、分化 (破骨細胞数、多核化等の形態)、機能 (細胞あたりの骨吸収能)、

生存 (寿命) が挙げられる。前述のように、これらには非常に多くの分子が関わって

いる (図 2)。これらのことから、破骨細胞の分化や機能、生存に関するさらなる研究

は、今後の新しい有用な治療法の開発に貢献すると考えられる。 

 遺伝子の発現はそのゲノム配列だけではなく、エピジェネティックな要素によって

も制御されている (40, 41)。エピジェネティックな要素には、ヒストンのメチル化や

アセチル化などの修飾、DNA のメチル化やマイクロ RNA などが挙げられる (40)。

特定のリジン残基のアセチル化は遺伝子発現を活性化する一方で、メチル化はその部

位により遺伝子発現の活性化や抑制に働くことが知られている (41)。ヒストン H3 リ

ジン 4のトリメチル化 (H3K4me3) はヌクレオソームリモデリング酵素を誘導し、ヒ

ストンのアセチル化を生じることで遺伝子発現を活性化させ (42, 43)、ヒストン H3



10 

 

リジン27のトリメチル化 (H3K27me3) はクロマチンをコンパクトに折りたたむこと

で遺伝子発現を抑制する (44, 45)。破骨細胞においては、前述のようにマスター転写

因子であるNFATc1がヒストン修飾の変化によるエピジェネティックな制御を受けて

いる。破骨細胞分化に伴い NFATc1 のプロモーター領域は、H3K27me3（転写抑制）

と H3K4me3（転写活性化）が共存する bivalent domain [H3K4me3(+)H3K27me3(+)]か

らH3K4me3のみが存在するmonovalent domain [H3K4me3(+)H3K27me3(-)]に変化する

ことが見出されており、この変化に伴う H3K27 の脱メチル化は Jmjd3 の制御下にあ

ることが報告されている (13)。このことから、破骨細胞分化においてもヒストンの

メチル化をはじめとするエピジェネティックな制御が重要な役割を果たしているこ

とが示唆される。 

 カドヘリンはカルシウム依存性の細胞接着タンパクであり、古典的カドヘリン、デ

スモソーマルカドヘリン、プロトカドヘリンなどに分類される (46, 47)。破骨細胞に

おいては、E-カドヘリンが破骨前駆細胞の融合に関わっているという in vitro の報告

や、カドヘリン-6 や N-カドヘリンが骨芽細胞と骨髄細胞の共存培養での破骨細胞分

化に関与する可能性が報告されている (48-50)。しかしながら、その他のカドヘリン

による破骨細胞への関与は明らかになっていない。 

 本研究においては、破骨細胞分化に関与する新たな分子の同定と、破骨細胞分化に

おけるエピジェネティックな制御の重要性を解明することを目的とした。そのために、

RANKL 刺激による破骨細胞分化の過程で H3K4me3 と H3K27me3 に対するクロマチ
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ン免疫沈降 (ChIP；Chromatin immunoprecipitation) シークエンスを行い、ヒストン修

飾がNFATc１と同様にH3K4me3(+)H3K27me3(+)からH3K4me3(+)H3K27me3(-)に変化

する遺伝子を網羅的に解析した 。同時に行った RNAシークエンスで発現量が高く、

破骨細胞分化に伴い上昇する遺伝子を抽出し、候補遺伝子群から Pcdh7 

(Protocadherin-7) に着目し、破骨細胞分化における新たな役割を見出した。  
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３．方法 

破骨細胞分化実験 

6 週齢の BL6/J マウスの長管骨から骨髄を採取し、10 ng/ml の M-CSF を加えた

MEM (Minimum essential medium) + 10% FBS (Fetal bovine serum) 培地で 2-3日培養

し、骨髄由来単球マクロファージ前駆細胞  (BMM； bone marrow-derived 

monocyte/macrophage precursor cells) を作成した。これらの細胞あるいはこれらの細胞

にレトロウイルスを感染させた細胞 (後述) を、上記に RANKL (12.5または 25 ng/ml) 

を加えた培地で 3-4日培養し、破骨細胞を分化させた。シクロスポリン A (5 g/ml) を

用いる実験では RANKL と同時に添加した。RANKL 刺激後の検体は PBS (Phosphate 

buffered saline) で洗浄後、4％パラホルムアルデヒド溶液下に 15分間室温静置し固定

した。アセトン（50％）エタノール(50%)溶液を加え、30 秒静置した。TRAP 染色液 

(Naphathol AS-MX phosphate 0.1 mg/ml、N,N-Dimethylformamide 10 l/ml、Fast red violet 

LB salt 0.6 mg/ml、TRAP Buffer [酢酸 Na 5.44 g/l、酒石酸 Na 10.5 g/l]) で 5分間室温静

置し TRAP 染色を行った。破骨細胞分化は特記なき場合は TRAP 陽性の 3 核以上の

細胞を計数し評価した。イメージングサイトメーターを用いる場合は HCS CellMask 

Deep Red stain と Hoechst 33342 下に室温に 30分静置し、細胞膜と核を染色し、細胞

毎の核数とその核数をもった細胞数を自動計測した(図 3A)。  
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クロマチン免疫沈降 (ChIP；Chromatin immunoprecipitation) シークエンス解析 

 培養した BMM または破骨細胞を採取し、遠心して上清を除去したのち SDS 

(sodium dodecyl sulfate) 溶解液 (50 mM Tris-HCl [PH 8.0]、1% SDS、10 mM EDTA、

Complete Protease Inhibitor Cocktail) に懸濁した。1分ごとに 30秒の超音波処理 (output 

level 2、50％duty) を 6 サイクル行った。8℃、15000回転で 10分遠心して上清を ChIP

希釈液 (20 mM Tris-HCl [PH 8.0]、150 mM NaCl、2mM EDTA、1％ Triton X-100) で

10 倍希釈した。H3K4me3、H3K27me3 に対する抗体とプロテイン A セファローズビ

ーズを 0.05 mg/ml BSA (bovine serum albumin) を加えた ChIP 希釈液内で結合させ、こ

れらと検体を 4℃で 6 時間温置した。洗浄後、elution buffer (50 mM Tris-HCl [PH 8.0]、

10 mM EDTA、1% SDS) 内に 65℃で温置し、pronase 1.5 gを加え 4℃で 2時間、42℃

で 6時間処理し、脱架橋 DNAを得た。得られた DNAを PCR purification kit で精製

した。 

 Illumina cluster stationと Genome Analyzer IIx を用いて大量並行シークエンスを行っ

た。得られた配列をマウスゲノム  (build 36; National Center for Biotechnology 

Information) と比較し、Model-based analysis of ChIP-Seq を用いてピークの検出を行っ

た (51)。 
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定量的逆転写 PCR及び RNAシークエンス解析 

培養した細胞に 6 cm 培養皿 1枚あたり 350 l の ISOGENを加え細胞を懸濁し、室

温にて 5分間静置した。100 l のクロロホルムを加え混和し、2-3分室温で静置した。

4℃ 12000 gで 15分遠心し、水相を採取し、200l のイソプロパノールを加えた。5-10

分室温で静置し、4℃ 12000 g で 10 分遠心し、上清を除去した。沈殿に 70％エタノ

ールを 1 ml 加え、4℃ 12000 gで 5分遠心し、上清を除去、DEPC 処理水 30l に溶

解し、RNAを得た。 

 RNAシークエンスは、TruSeq RNA Sample Preparation Kits を用いてライブラリーを

作成し、Illumina Genome Analyzer IIx を用いて行った。 

定量的逆転写 PCR は、上記で得られた RNAの濃度を測定し、0.5 gを Superscript 

III reverse transcriptase を用いて逆転写して得られた cDNAを用いて行った。0.5 gの

RNAをDEPC処理水で8lになるよう溶解し、RT Reaction Mixを10l、RT Enzyme Mix

を 2l 加え、25℃で 10分、50℃で 30分、85℃で 5分処理した。E.coli RNase Hを 2

単位加え、37℃で20分間温置し、cDNAを作成した。cDNA検体にSYBR Green Realtime 

PCR Master Mix とプライマーを加え、LightCycler apparatus で定量的逆転写 PCR を行

った。プライマー配列を表１に示す。mRNA量は Gapdhを基準として比較した。 
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shRNAを用いた遺伝子のノックダウン 

 shRNA (short hairpin RNA) は RNAi Consortium の shRNAライブラリーから得られ

た配列をもとに構築した。標的 RNAを RNAi-Ready pSIREN-RetroQ ZsGreen Vectorに

挿入して作成した。標的配列を表 2 に示す。計画した相補的なオリゴ配列を 50 M

になるよう 0.1 M NaCl 溶液に溶解した。99℃で 2分温置し、4℃まで 2時間で冷却す

ることによりアニーリングを行った。検体を PSIRENと ligation high ver.2 と混合し、

16℃で 30 分温置し ligation を行った。ligation 溶液を DH5大腸菌と混合し、4℃ 30

分、42℃ 30 秒、4℃ 2 分に置いた後、SOC 溶液 750 l を加え、37℃で 60 分間撹拌

した。アンピシリンを加えた LBプレートにこれを播種し、37℃で一晩培養した。コ

ロニーをピックアップし、アンピシリンを加えた LB溶液 3 ml を加え、37℃で撹拌し

ながら 12-16時間培養した。QIAprep Spin Mniprep Kit を用いてMiniprep を行い、得

られた検体をシークエンス解析した。目的とする配列を含むベクターを有するコロニ

ーをピックアップし、アンピシリンを加えた LB 溶液 3 ml を加え 37℃で撹拌しなが

ら 4-8時間培養した。得られた溶液をアンピシリンを加えた LB溶液 50 ml に加え、

37℃で撹拌しながら 12-16時間培養した。QIAGEN Plasmid Midi Kit を用いてMidiprep

を 行 い 、 pSIREN-RetroQ-ZsGreen-shCd97 、 pSIREN-RetroQ-ZsGreen-shPcdh7 、

pSIREN-RetroQ-ZsGreen-shLuciferaseのDNA溶液を得た。これらを3 gずつFugeneHD 

9 l を加えた Opti-MEM 溶液に加え、混和し、15分室温で静置した後に DMEM中で

培養したパッケージング細胞である PLAT-E に加え、37℃で 24 時間温置した。溶液
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を新しい DMEM に交換し、さらに 24 時間温置し、上清を 45 m のフィルターに通

し、パッケージング細胞を除去し、ウイルス溶液を得た。ウイルス溶液を RANKL刺

激前の BMM にポリブレンを 1g/ml 加え 24 時間感染させた。shCd97-1 と shPcdh7-1

を shCd97、shPcdh7 として記載した。shCd97-2と shPcdh7-2を用いた結果は shCd97-1

と shPcdh7-1を用いた結果と同様の傾向を示した。 

 

骨吸収実験 

 前項の様にレトロウイルスを感染させた後RANKL刺激を行った破骨細胞を0.05％

Trypsin-EDTAを用いて採取した。破骨細胞数を計数し、同数の破骨細胞を dentine slice

上で 10 ng/ml のM-CSF及び 25ng/ml の RANKLを加えたMEM + 10% FBS 培地を用

いて 2日間培養した。Dentine sliceは培養終了後 1 M アンモニア水に浸し、15分室温

で静置した。洗浄後 0.5％トルイジンブルー溶液で 1分間染色し、洗浄し、乾燥した。

撮影した画像を画像解析ソフト (Microanalyzer) を用いて吸収窩の面積を定量化して

shLuc群を 1として比較した。 

 

統計解析 

有意差検定は特記なき場合は two-tailed Student t test を用いて行った (*p<0.05、

**p<0.01、***p<0.001、NS；有意差なし)。すべてのデータは平均±標準誤差 (n数は

3以上) で表記した。 
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４．結果 

H3K4me3 と H3K27me3 の ChIPシークエンスを用いた破骨細胞関連遺伝子の同定 

 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新たな破骨細胞関

連遺伝子を同定するために、BMM と RANKL 刺激後の成熟破骨細胞において

H3K4me3と H3K27me3 の ChIP シークエンスを行った。H3K4me3 のピークは 10%以

上が転写開始領域に位置し、半分以上が転写開始領域から 5 kb以内に位置していた。

それに対して、H3K27me3 のピークは転写開始領域に位置しているものは非常に少な

く、転写開始領域から 5 kb以内に位置しているものは 20％以下であった (図 4A)。 

 この結果を用いて、破骨細胞分化のマスター転写因子である NFATc1 と同様に

BMM では H3K4me3(+)H3K27me3(+)タイプのヒストン修飾パターンを示し、成熟破

骨細胞では H3K4me3(+)H3K27me3(-)パターンに変化する遺伝子を分類した (図 4B、

C)。H3K4me3の相対的濃縮度は 4 (破骨細胞での全遺伝子の平均が 3.19) 以上を陽性

と定義した。H3K27me3 の相対的濃縮度は 1 (BMM での平均が 0.83) 以上を陽性、0.8 

(破骨細胞での平均が 0.64) 未満を陰性と定義した。 

 BMMでは解析に用いた全 21815遺伝子中、2006遺伝子がH3K4me3(+)H3K27me3(+)

パターンを示した。また、成熟破骨細胞では 7552遺伝子が H3K4me3(+)H3K27me3(-)

パターンを示した。BMM では H3K4me3(+)H3K27me3(+)パターンを示し、成熟破骨

細胞では H3K4me3(+)H3K27me3(-)に変化するものは 579遺伝子であった (図 4B)。こ

れらの遺伝子の中には Nfatc1、Nfkb2、Prdm1 などの破骨細胞の分化に関連する遺伝
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子が含まれていた (図 8A)。 

 579遺伝子の中から、創薬の標的となりやすい細胞膜に局在する分子であり、RNA

シークエンスで相対的な発現量が 20 (全遺伝子の平均値は 16.2) 以上であり、破骨細

胞分化に伴い 20％以上の上昇が確認される遺伝子に着目し解析した。その結果、候

補遺伝子として Cav1、Cd82、Cd97、Pam、Pcdh7、Sdc1、Sema4d、Sigmar1、Slc11a2、

Tfrcの 10遺伝子が同定された (図 4B)。その中で、既に骨代謝への関与が報告されて

いる Cav1、Cd82、Pam、Sdc1、Sema4d、Tfrcは解析の候補から除外した (52-57)。残

りの Cd97、Pcdh7、Sigmar1、Slc11a2について遺伝子領域とヒストンメチル化修飾の

ピークとの関連を解析したところ Sigmar1、Slc11a2 の H3K27me3 のピークが破骨前

駆細胞では転写開始領域や遺伝子座に合致しないことから候補遺伝子として棄却し

た (図 5A)。最終的に、破骨細胞分化においてエピジェネティックな修飾を受け、発

現量が上昇している Cd97 と Pcdh7にフォーカスを絞って解析を進めた。 
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破骨細胞分化における NFAT による Cd97と Pcdh7の発現制御 

 マウスの骨髄細胞を RANKL で刺激した実験系で、Cd97 と Pcdh7 の発現は破骨細

胞への分化に伴い増加していた (図 5B)。シクロスポリン Aはカルシニューリンの阻

害を通じて NFATc1を阻害することにより破骨細胞分化を抑制するが、過去の報告と

同様、シクロスポリン Aの添加により、破骨細胞の形成は有意に低下し、RANKLに

よる Nfatc1 の発現も抑制された (図 5C、D) (14)。シクロスポリン A の添加により、

破骨細胞分化に伴う Cd97 と Pcdh7 の発現は有意に抑制され、カルシニューリンの抑

制を介しているため(図 3B) 、NFATc1 そのものの抑制によるこれらの遺伝子発現へ

の影響が今後の課題ではあるが、これらが NFATc1 の制御下にある遺伝子であること

が示唆された (図 5D)。 
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Pcdh7 のノックダウンによる破骨細胞分化の抑制 

 破骨細胞分化における CD97と Pcdh7 の役割を明らかにするため、レトロウイルス

を用いた shRNA の導入による CD97 と Pcdh7 のノックダウン実験を行った (図 6A)。

感染効率は、ベクター配列に含まれている緑色蛍光タンパクである Zsgreen の発現を

蛍光顕微鏡にて評価した。80％以上の細胞が Zsgreen 陽性であり、shRNA発現レトロ

ウイルスベクターによって破骨前駆細胞に効率よく遺伝子導入されていることが確

認できた (図 6B)。タンパク質レベルでの発現の確認は行っていないが、RANKL 刺

激後の破骨細胞での Cd97と Pcdh7のmRNA発現は shCD97と shPcdh7の導入により

有意に抑制された (図 6C)。Pcdh7 のノックダウンでは TRAP 陽性多核細胞の形成が

有意に低下する一方、CD97のノックダウンでは、破骨細胞形成に変化は見出せなか

った (図 6D)。さらに、破骨細胞の骨吸収能に対する CD97 と Pcdh7 の働きを明らか

にするため、それぞれのノックダウン破骨細胞を用いて吸収窩形成実験を行ったが、

どちらの遺伝子のノックダウンにおいても shLuc群との有意差は見出さなかった (図

6E)。これらの結果から、Pcdh7 が破骨細胞の分化を制御していること、一方破骨細

胞の活性化には関与していないことが示唆された。CD97に関しては、この実験では

有意な結果は出なかったが、より高効率に発現抑制することにより shLuc群との有意

差が出る可能性は残されていると考えられる。 
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Pcdh7 による破骨細胞分化における細胞融合関連遺伝子の発現制御 

 Pcdh7 の破骨細胞分化制御機構における役割を明らかにするため、Pcdh7 のノック

ダウン細胞において、破骨細胞分化および機能に関連する遺伝子発現を定量的逆転写

PCR にて解析した。Pcdh7 を抑制した場合、Mitf、Dcstamp、Ocstamp および Atp6v0d2

の発現が shLuc 群と比較して低下していた (図 7A)。一方、Tnfrsf11a、Csf1r、Fos、

Nfatc1、Prdm1、Irf8、Mafb、Ctsk、Clcn7および Acp5の発現に変化は見られなかった 

(図 7A)。Dcstamp、Ocstamp 及び Atp6v0d2は破骨細胞の融合・多核化に関連する遺伝

子であり、MITFは Dcstamp の発現を制御する転写因子であることが報告されている

ことから (19)、Pcdh7 は破骨細胞分化過程において、細胞融合に関与する分子である

可能性が示唆された。 

 破骨細胞分化における細胞融合について明確に評価するために、イメージングサイ

トメーターを用いて新たな破骨細胞の分化・細胞融合の評価系を構築した(図 3A)。

破骨細胞の含有する核数とその破骨細胞数をグラフ化することで、累乗曲線に極めて

よく近似されることが明らかになった (shLuc 群；近似曲線 y=27922x
-2.84 相関係数

R
2
=0.996、shPcdh7 群；y=52532x

-3.55
 R

2
=0.987)。このグラフから、核数の少ない破骨

細胞数 (8 核以下) では、shLuc群と shPcdh7 群間に有意差はないが、核数の多い破骨

細胞数 (9 核以上) は shPcdh7 群で有意に低下していることが明らかになった (図
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7B) 。この結果は、Pcdh7 の機能低下が破骨細胞の多核化に抑制的に作用することを

示しており、破骨細胞分化の過程において、Pcdh7 が細胞融合関連遺伝子の発現を促

進することで細胞融合を制御する分子であると考えられた。  
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5．考察 

ヒストン修飾をはじめとしたエピジェネティックな修飾は、様々な細胞の分化の過

程において遺伝子発現を制御している(40, 41)。破骨細胞分化においても、マスター

転写因子である NFATc1 のプロモーターにおいてヒストン H3 の修飾パターンが

H3K4me3(+)H3K27me3(+) の bivalent domain か ら H3K4me3(+)H3K27me3(-) の

monovalent domain へと変化し、発現制御に関与している可能性が示されている (13)。

本研究では、発現量が著しくは上昇していないため発現解析においては見出され難い

が、破骨細胞分化において重要な遺伝子を同定するために、ヒストン修飾の変化に着

目して候補遺伝子の絞り込みを行った。その結果、NFATc1 と同様のヒストン修飾制

御を受ける Pcdh7 が破骨細胞分化過程において、細胞融合制御に関与していることが

示唆された。Pcdh7 は腫瘍細胞への関連が報告されているが、破骨細胞への関与は知

られていない。Pcdh7 は NFATc1 依存性に誘導され、DC-STAMP、OC-STAMP や

Atp6v0d2等、破骨細胞の細胞融合関連分子や DC-STAMP を制御している MITFの発

現を制御することで細胞融合過程に関与し、破骨細胞分化を促進的に制御していると

考えられた (図 9A)。 

 本研究では、ChIP シークエンスによる解析から、破骨細胞分化におけるマスター

転写因子である NFATc1 と同様に、破骨細胞分化に伴ってプロモーター領域のヒスト

ン修飾パターンが、H3K4me3(+)H3K27me3(+)から H3K4me3(+)H3K27me3(-)に変化す

る遺伝子を同定した (図 4B、C)。これらの遺伝子では、遺伝子発現の活性化に関与
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する H3K4me3 は破骨前駆細胞の段階から既に修飾されており、抑制に働く

H3K27me3が脱メチル化を受けることにより遺伝子発現が活性化されている。このタ

イプのヒストン修飾の変化は、ES 細胞から神経幹細胞への分化誘導過程における分

化関連遺伝子の発現制御でも重要性が報告されている (58, 59)。破骨細胞分化の過程

での Nfatc1 の H3K27 の脱メチル化は Jmjd3 が担っていることが報告されているが 

(13)、Pcdh7 における H3K27の脱メチル化酵素はまだ明らかになっておらず、今後の

研究課題であると考えられる。また、Sigmar1、Slc11a2の H3K27me3 のピークが破骨

前駆細胞では転写開始領域や遺伝子座に合致しないことから候補遺伝子としては棄

却したが、必ずしもそのことだけから重要な役割を果たしている可能性はないとは断

定できない。Tnfrsf11a、Csf1r、Mitf、Ctsk、Clcn7、Acp5 などの破骨細胞関連遺伝子

は、破骨前駆細胞では H3K4me3(+)H3K27me3(+)で修飾されておらず、全ての破骨細

胞関連遺伝子が同じヒストン修飾の変化を生じているわけではないが、成熟破骨細胞

では H3K4me3(+)H3K27me3(-)の修飾を受けていることから、H3K4me3 と H3K27me3

の修飾がこれらの遺伝子の発現にも重要な役割を果たしていると考えられる (図 8B)。

一方で、破骨細胞分化を抑制する Irf8 や Mafb 等の遺伝子は、破骨前駆細胞で

H3K4me3(+)H3K27me3(+)と、NFATc1や Pcdh7 と同じ修飾をとるが、成熟破骨細胞で

は H3K4me3(-)H3K27me3(+)と遺伝子発現が抑制される型の修飾に変化する (図 8C)。

前述の ES 細胞から神経幹細胞等への分化についての研究においても、同様の抑制性

変化を示す遺伝子が報告されている (58, 59)。以上のことから、H3K4 と H3K27のメ
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チル化修飾の変化が、破骨細胞分化における遺伝子発現の経時的な制御においても重

要な役割を果たしていることが示唆される。 

 細胞融合は、遊走、認識、接着及び膜の融合などの過程を経て生じ、そこには様々

なシグナル経路が関わっている (18, 60)。前述のように、カドヘリンはカルシウム依

存性の接着タンパクであり、構造の違いから、古典的カドヘリン、デスモソーマルカ

ドヘリン、プロトカドヘリンなどに分類される (47, 48)。細胞融合に関与するカドヘ

リンとして、破骨細胞の E カドヘリンや、筋芽細胞の M カドヘリン、N カドヘリン

などが挙げられる (18, 48, 60)。破骨細胞における Eカドヘリンや筋芽細胞における

N カドヘリンは主に細胞接着の過程に関与しており、筋芽細胞における M カドヘリ

ンは細胞接着の過程に加えシグナル伝達にも関与している (18, 60)。Pcdh7 はプロト

カドヘリンファミリーに属しており、神経細胞や癌細胞で細胞接着や他の分子の制御

因子として働くことが知られている (61, 62)。本研究から破骨細胞の細胞融合に機能

する新規分子 Pcdh7 が同定され、細胞融合の関連遺伝子のシグナル伝達に関与してい

ることが示唆された (図 9B)。 

従来、破骨細胞の細胞融合の評価にはある核数以上の多核細胞の数や単位面積当た

りの核数の合計など、視覚を基盤にした計測法が用いられてきた。しかし、その閾値

となる核数の決定や解析の個人差など、多くの問題が存在することも事実である。免

疫学的な解析の基盤となるフローサイトメトリー法では、特定の核数を持つ細胞の数

を計測することは可能だが、多核の破骨細胞は細胞形態が大きすぎるため、その分析
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は不可能である。本研究では、イメージングサイトメーターを用いた細胞融合の評価

方法を新たに構築した。今後、この評価法が破骨細胞の分化研究に大きく貢献するこ

とが期待される。 

近年、骨粗鬆症による骨脆弱性骨折が社会的な問題となってきている。骨粗鬆症に

対する治療薬としては、カルシウム剤、ビタミン D 製剤、ビタミン K 製剤、選択的

エストロゲン受容体モジュレーターや骨形成促進剤であるテリパラチド等多数ある

が、最も多く用いられているのは骨吸収抑制剤である。骨吸収は主に巨大な多核細胞

である破骨細胞によって担われており、破骨細胞による過剰な骨吸収は様々な疾患で

の骨量低下や骨破壊、骨折を生じさせる。骨吸収抑制剤は破骨細胞の分化、機能、生

存能などを抑えることにより骨吸収を抑制する。現在用いられている骨吸収抑制剤と

しては、ビスホスホネート製剤、デノスマブがあり、カテプシン K 阻害剤も近く臨

床で用いられることが予想される。破骨細胞の分化を抑制する RANKL抗体であるデ

ノスマブは破骨細胞による骨吸収を抑制する作用がある (63)。カテプシン K 阻害剤

は破骨細胞の骨吸収能を阻害し、他の骨吸収阻害剤でみられる骨形成の抑制作用を持

たない (64)。ビスホスホネート製剤は破骨細胞の活性化抑制およびアポトーシスの

誘導を通じて骨吸収を抑制する (65)。これらの薬剤は関節リウマチによる骨量の低

下や、腫瘍による骨破壊に対しても用いられている。 

このように、破骨細胞分化や RANKLのシグナル伝達の制御機構を理解することは、

破骨細胞による骨吸収を阻害し、様々な疾患から生じる骨量の減少を抑制する薬剤の
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開発をすすめる基礎となってきた。しかし、現在の治療法では十分に骨量を維持する

ことができない症例も存在し、また、非定型大腿骨骨折や顎骨壊死などの副作用も課

題となっている。それらを克服し、よりよい治療法を開発するために、さらなる破骨

細胞に関する理解、研究が必要とされている。今後、KOマウスを用いた in vivoの実

験や疾患との関連性の検討、Pcdh7 の破骨細胞融合関連分子の制御における詳細なメ

カニズムの解明などが課題となるが、本研究において明らかになった破骨細胞分化に

おけるヒストン修飾の重要性と Pcdh7 の細胞融合への関与についての知見が、新たな

治療法の開発への一助となることが期待される。 
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表１ 定量的逆転写 PCR に使用したプライマー配列 

 

 

 

 

表２ shRNAに用いた標的配列 
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図 1 骨吸収と骨形成により維持される骨の恒常性 

 

  A 正常な骨で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

維持されている。 

  B 骨吸収が骨形成に対して優位になると骨量の低下を生じる。 

 

 

 

  



43 

 

 

図 2 破骨細胞の分化と活性化に関与する遺伝子  

 

  単球・マクロファージ系の細胞から M-CSF、RANKL刺激により細胞融合を経て

巨大で多核な細胞へと分化し、骨吸収活性をもつ。 
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図 3A イメージングサイトメーターと TRAP、核、細胞膜染色の認識  
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図 3B シクロスポリン Aの作用機序 
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図 4 ChIPシークエンスを用いた破骨細胞分化におけるH3K4me3とH3K27me3の修

飾変化  

 

 A ヒストン修飾部位と遺伝子の位置関係。H3K4me3 と H3K27me3 のピーク位置

と遺伝子座や転写開始領域との位置関係。TSS；transcription start sites(転写開始領域) 
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図 4 

B  ChIP シークエンスと RNA シークエンスを用いた破骨細胞分化のヒストン修

飾により制御される遺伝子のプロファイリング。 
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図 4 

C ヒストン修飾の準備状態から活性型への変化の概念図。破骨前駆細胞では

H3K4me3(+)H3K27me3(+) で 修 飾 さ れ て い る が 、 破 骨 細 胞 で は

H3K4me3(+)H3K27me3(-)に変化。 
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図 5 破骨細胞分化の過程でエピジェネティックな変化により制御される候補遺伝

子の同定 

 

  A 候補遺伝子と Nfatc1の転写開始領域付近の H3K4me3と H3K27me3に対する

ChIP シークエンス。 
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図 5 

  B 破骨細胞分化の過程におけるNfatc1、Cd97及び Pcdh7のmRNAの発現推移。

有意差検定はすべて day0 と比較。 
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図 5 

  C シクロスポリン A (CsA) の破骨細胞分化への影響。 

 

  D 破骨細胞分化の過程でシクロスポリン A を投与した時の Nfatc1、Cd97 及び

Pcdh7の mRNAの発現量の変化。day3 で比較。Control；DMSOのみ投与群 
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図 6 CD97と Pcdh7 のノックダウンによる破骨細胞分化と骨吸収への影響。 

 

  A in vitroでの破骨細胞培養とレトロウイルス感染プロトコール。 

 

  B 骨髄細胞にレトロウイルスを感染させて M-CSF 及び RANKL 刺激下で培養

後の位相差顕微鏡写真と蛍光顕微鏡写真。レトロウイルスが感染した細胞は Zsgreen

を発現し緑色の蛍光を放つ。Control；shLuc 

 

  C shRNAを用いたCD97と Pcdh7のノックダウンの系でのCd97、Pcdh7の shLuc

群に対する mRNAの発現比。Control；shLuc 
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図 6 

D 破骨細胞分化に対する Cd97 と Pcdh7 のノックダウンの効果。 

 

E 破骨細胞による骨吸収活性に対する Cd97 と Pcdh7 のノックダウンの効果。

Control；shLuc 
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図 7 破骨細胞分化における Pcdh7 のノックダウンによる遺伝子発現の変化 

 

  A Pcdh7 のノックダウンによる破骨細胞関連遺伝子の発現量の変化。shLuc 群

の day3 と shPcdh7 群の day3 を比較。Control；shLuc 
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図 7 

  B  shLuc群と Pcdh7のノックダウン群における破骨細胞の融合のイメージング

サイトメーターを用いた評価。X軸はそれぞれの細胞内の核数。Y 軸はその核数を含

む細胞の数。shLuc群と Pcdh7 それぞれの累乗近似曲線を作成。対数変換後、Two-way 

ANOVA 及び Bonferroni テストを用いて shLuc 群と shPcdh7 群を比較し有意差検定を

実施 (n=4)。Control；shLuc 
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図 8 破骨細胞分化の過程での破骨細胞関連遺伝子のH3K4me3とH3K27me3のChIP

シークエンス。 

 

  A Nfatc1、Nfkb2、Prdm1 は破骨細胞分化に伴い H3K4me3(+)H3K27me3(+)から

H3K4me3(+)H3K27me3(-)に変化していた。 

 

B Tnfrsf11a、Csf1r、Mitf、Ctsk、Clcn7、Acp5 は成熟破骨細胞において

H3K4me3(+)H3K27me3(-)で修飾されていた。 
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図 8 

C  Irf8 、 Mafb は破骨細胞分化に伴い H3K4me3(+)H3K27me3(+) から

H3K4me3(-)H3K27me3(+)に変化していた。 
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図 9 破骨細胞分化における Pcdh7 の役割と機能 

 

  A Pcdh7 は NFATc１の下流でヒストンのメチル化の変化に伴って活性化され、

MITFや DC-STAMP、OC-STAMP、Atp6v0d2 の制御を通じて細胞融合を促進する。 

 

  B カドヘリンの細胞融合に対する役割。破骨細胞での E-カドヘリンや筋芽細胞

での N-カドヘリンは細胞融合の中の接着の段階で働く。Pcdh7 は M カドヘリンのよ

うに細胞融合におけるシグナル伝達に関与している。 

 

 

 


