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研究成果の概要（和文）：破骨細胞分化の過程で転写因子Nfatc1の発現が著明に増加することが知られている。
破骨細胞において発現しているNfatc1 isoformは少なくとも3種類あり、増加するのはその内最も短いisoformで
ある。我々はCRISPR/Cas9のシステムを用いて、この短いisoformに特異的なノックアウトマウスを作出した。こ
のマウスは胎性致死であり、胎仔の造血幹細胞より破骨細胞を分化させた場合に野生型と異なりTRAP染色陽性多
核細胞は分化しなかった。

研究成果の概要（英文）：It is known that the expression level of a transcription factor Nfatc1 
increases drastically in the process of osteoclast differentiation. At least three isoforms are 
expressed in osteoclasts, among which the shortest isoform increases in osteoclastogenesis. We have 
made this short isoform-specific knockout (KO) mice using CRISPR/Cas9 system. Homo KO mice are 
embryonic lethal, and TRAP-positive multi-nucleated cells do not differentiate from hematopoietic 
stem cells derived from KO fetuses, in contrast to those cells from wild type fetuses.

研究分野： 臨床免疫学

キーワード： 破骨細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この解析から、Nfatc1のbasalの発現だけではマウスは胎性致死に陥ることが判明した。肝臓における造血が不
十分であることが一因であると思われる。また、より原始的な造血幹細胞から、単球系細胞は分化するものの破
骨細胞は分化しないことから、Nfatc1のshort isoformの発現誘導が破骨細胞分化に必須であることが示され
た。今後このisoformの転写標的を同定する必要がある。本研究は破骨細胞や造血幹細胞の制御において有用な
知見をもたらしつつある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチ(RA)は原因不明の炎症性多発関節炎であり、発症には自己免疫の関与が想定され
ている。炎症の主座は関節滑膜にあり、炎症が持続する結果として骨の破壊と関節の変形がもた
らされる。骨の破壊において、破骨細胞と呼ばれる単球/マクロファージ系の多核細胞が重要な
役割を果たすと考えられている。骨基質を吸収する破骨細胞と骨を形成する骨芽細胞の機能は
通常バランスを保っており、正常な骨格系を保つが、破骨細胞の機能が亢進する場合に RA にお
ける骨破壊や、骨粗鬆症に見られる骨密度の低下を引き起こす。従って、破骨細胞の分化や機能
の亢進のメカニズムを理解することは医学的に重要な課題である。1998 年に破骨細胞分化因子
としてのサイトカイン RANKL が同定された後、破骨細胞研究は飛躍的に進歩した。in vitro で
破骨細胞を分化させることが可能となり、破骨細胞分化のマスターレギュレーター転写因子と
して nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic, calcineurin dependent 1(Nfatc1)が同定
された(Takayanagi et al., Dev. Cell 2002)。破骨細胞分化の過程で NFATc1 の発現量は mRNA,
タンパクレベルのいずれにおいても著増する。また Nfatc1 の欠損マウスは胎生致死であるがキ
メラマウスを用いた検討により Nfatc1 欠損細胞は破骨細胞に分化できないことが in vitro, in 
vivo で証明された(Asagiri et al., J Exp Med. 2005)。Nfatc1 には５種類のアイソフォームが存
在することが報告されている。破骨細胞分化の過程で発現が確認できるアイソフォームは３種
類であり、更に発現が著増するアイソフォームは１つのみ（以後 short form と呼称）である（図
１）。この著増のメカニズムとしては、Serfling らのグループにより、Nfatc1 自体が Nfatc1 の
転写を促進するポジティブフィードバックメカニズムが提唱されている(Chuvpilo et al., 
Immunity 2002)。この報告においては short form が T 細胞のアポトーシスの阻害に働くこと
が報告されたが、具体的な転写標的は明らかになっていない。同様の自己制御機構は赤血球分化
の際の転写因子 GATA-1 でも提唱されており、細胞の分化において重要なメカニズムと考えら
れる。しかし(1) Nfatc1 short form に本当に他のアイソフォームと異なる転写標的があるかど
うかは分かっていない。また(2) ポジティブフィードバックのみでは細胞の生存自体の維持が困
難となるため、Nfatc1 の発現量の上限を規定するネガティブフィードバックの仕組みも重要で
あると想定されるが、その本態は不明である。  
 
２．研究の目的 
 
本研究の主たる目的は前述の未解決な点に対して Nfatc1 short form 特異的ノックアウトマウス
を作成することにより破骨細胞分化における同分子特異的転写標的を明らかにすることである。 
Nfatc1 の short form は利用するプロモーターが他のアイソフォームと異なっており、全く異な
る発現制御を受けている。更に、short form は他のアイソフォームと N 末端側のアミノ酸配列
が異なるため、リン酸化などの修飾についても違いが出てくることが予想される。このため、ア
イソフォームというよりも別個の分子と考えた方がよいのかもしれない。 
 
３．研究の方法 
 
（１）Nfatc1 short isoform 特異的欠損マウスの作成 
近年実用化された遺伝子編集技術（CRISPR/Cas9）を用いることにより、従来よりも期間を短
縮して遺伝子改変マウスを作出することが可能となっている。 
まず Web 上のツール Optimized CRISPR design tool などを利用して guide RNA の候補を選択
する。その配列に基づいてベクター(Addgene 社の pX330 を利用)を構築し、マウス受精卵前核
に顕微注入する（この過程は外部機関に依頼する予定としている）。このようにして得られた仔
マウスの遺伝子をダイレクトシークエンスし、Nfatc1 遺伝子改変の有無を確認する。変異の波
形が十分に高い個体（すなわちキメラ率が高いと考えられる個体）を選んで F1 作製に供する。 
（２）KO マウス破骨細胞の in vitro 解析 
ヘテロ変異マウスの交配によりホモ変異マウスを得る。in vitro での骨髄細胞由来の破骨細胞分
化を評価する。定量 RT-PCR および Western blotting により short form が実際にノックアウト
されていることを確認する。 
 
４．研究成果 
 
ホモ変異マウスは胎性致死であることが判明した。肝臓における血球系細胞が著減しているこ
とがその一因と考えられた。実際、ホモ変異を持つ胎仔肝臓からは単球系細胞を in vitro で誘
導することができなかった。一方野生型の胎仔肝臓からは単球系細胞のみならず破骨細胞を誘
導することも可能であった。より原始的な卵黄嚢・aortagonadsmesonephros(AGM)領域由来の造
血幹細胞は単球系の細胞に分化することができたが、やはり破骨細胞には分化しなかった。この



ことから Nfatc1 の short isoform の発現誘導が破骨細胞分化に必須であることが示された。そ
れと同時に、同 isoform の発現が二次造血においても重要な役割を果たすことが示唆された。今
後は同 isoform の転写標的を同定することを考えている。具体的にはホモ変異および野生型の
胎仔のトランスクリプトーム解析、あるいは野生型マウス骨髄細胞より破骨細胞を分化させる
過程で short isoform 特異的な siRNA を用いて同 isoform をノックダウンし、コントロールの
細胞とのトランスクリプトーム解析による比較を行う。 
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