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研究成果の概要（和文）：破骨細胞におけるAhRの発現調節やAhRによる破骨細胞形成の詳細なメカニズムについ
ては未だ不明な点が多い。本研究では、AhRの発現はマクロファージから破骨細胞分化における転写因子c-Fosの
発現上昇と同じ比較的早い分化ステージで上昇し、骨恒常性を制御する因子となることが明らかとなった。さら
に、AhRによる破骨細胞分化にはRANKLシグナルを介したc-Fosの転写活性、ミトコンドリア生合成にはPPAR-γの
コアクチベーターであるPGC-1βを介した２つの独立した下流のシグナル伝達経路が重要な役割を果たしている
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The mechanism underlying the regulation of AhR expression in osteoclasts and
 the signaling pathway through which AhR controls osteoclastogenesis remain unclear.  We found that 
the expression of AhR in bone marrow-derived osteoclasts was upregulated by RANKL at an earlier 
stage. Osteoclast differentiation mediated by the AhR signaling pathway was also regulated in a 
RANKL/c-Fos-dependent manner. AhR controls osteoclast differentiation via c-Fos/NFATc1 and 
mitochondrial biogenesis through PGC-1β.

研究分野： 歯学
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１．研究開始当初の背景 
 ダイオキシン受容体として知られる転写
因子 AhR(aryl hydrocarbon receptor)は、
様々な組織に発現がみられ、最近になって一
部の免疫細胞にも高発現していることが明
らかになってきている。これまで AhR が
Receptor Activator of NF-κB Ligand
（RANKL）シグナルを介した破骨細胞形成に
おいても重要であることが報告されている
ものの、破骨細胞における AhR の発現調節や
AhR による破骨細胞形成の詳細なメカニズム
については未だ不明な点が多い。 
２．研究の目的 
 本研究はAhR欠損マウスの血球系由来であ
るマクロファージおよび破骨細胞の機能を
詳細に解析し、破骨細胞活性化因子として知
られている RANKL シグナルと AhRシグナルの
シグナルクロストークの解明によるマクロ
ファージから破骨細胞への分化や活性化・維
持機構を明らかにする。さらに、骨折などの
病的状況下でのAhRの影響解明および新たな
骨系統疾患の診断や治療法の開発を目的と
する。 
３．研究の方法 
(1) 実験動物：AhR ノックアウトマウス(AhR 

KO)および対照マウス（WT）を用いた。 
(2) マイクロ CT 解析：AhR KO マウスおよび

WT の大腿骨を分離しマイクロ CT にてマ
ウス間で顎関節を含む全身の関節および
骨格の骨密度を詳細に解析し、生体内、
特に骨代謝における AhR システムの意義
を探る。 

(3) 病理組織学的解析：AhR KO マウスの大腿
骨部を摘出・脱灰後、H＆E染色、TRAP 染
色、サフラニン・トルイジンブルーによ
る染色を行い骨組織の形態解析を実施す
る。また各種免疫染色により骨折や RA に
関与する分子の同定を実施する。 

(4) 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。マウスリコンビナント M-CSF を添加
した培地にて、７日間培養し、破骨細胞
へと分化誘導した。 

(5) マウス破骨前駆細胞誘導：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 および RANKL 添加培地にて 3-4
日間培養し、破骨前駆細胞へと分化誘導
した。 

(6) 上記のプロトコールにより得られた試料
をもとに、骨吸収活性測定（Pit assay）、
RT−PCR 分析、蛍光免疫染色を実施した。 

 
４．研究成果 
(1)AhR KO マウス大腿骨部のマイクロ CT 像：
8 週齢および 16 週齢の AhR KO マウスでは同
週齢の対照マウスと比較して、大腿骨部での
海綿骨密度や皮質骨厚が亢進し、骨硬化様の

所見が認められた。また、骨密度、骨梁幅、
骨梁数が有意に増加し、骨梁間隔が有意に減
少した。また関節表面の粗造化がみられた。 
(2)AhR KO マウス大腿骨の破骨細胞活性亢
進：AhR KO マウス大腿骨部の TRAP 陽性破骨
細胞数をカウントした結果、WT マウスと比較
して著しい TRAP 活性亢進がみられ骨粗鬆症
様の所見が確認された。 
(3)本研究では、AhR の発現はマクロファージ
から破骨細胞分化における転写因子c-Fosの
発現上昇と同じ比較的早い分化ステージで
上昇し、骨恒常性を制御する因子となること
が明らかとなった。さらに、AhR による破骨
細胞分化には RANKL シグナルを介した c-Fos
の転写活性、ミトコンドリア生合成には
PPAR-γ のコアクチベーターである PGC-1β
を介した２つの独立した下流のシグナル伝
達経路が重要な役割を果たしていることが
明らかとなった。 
(4)また、近年の疫学的研究により、タバコ
煙中には AhR を活性化しうる有害物質 BaP 
(benzo [a] pyrene)が極めて高レベル含まれ
ており、喫煙によって生体内の AhR は活性化
され、炎症関連の病態である骨粗鬆症や関節
リウマチとの関連が示唆される。そこで in 
vitro においてマウス骨髄より培養した前破
骨細胞に BaP による刺激を行ったところ
AhR/c-Fos シグナル伝達経路が破骨細胞分化
調節に重要な役割を果たしていることが明
らかとなった。さらに、AhR 欠損マウスでは、
骨折の病的状況下において仮骨部への破骨
細胞の集積が少なく、その結果、仮骨部のリ
モデリング不全により骨折治癒が遅延する
こ と を 見 出 し た 。 以 上 の こ と か ら 、
RANKL/AhR/c-Fos シグナル経路が破骨細胞分
化において重要な役割を果たし、骨代謝疾患
における治療標的となることが示唆された。 
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