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研究成果の概要（和文）：　超高齢化社会においては｢老人性骨粗鬆症｣の病態解明が重要である。高齢者の低回
転型骨粗鬆症では、破骨細胞分化因子RANKLや受容体RANK遺伝子にメチル化による転写抑制がおこり、骨吸収が
低下する可能性がある。RANKLメチル化候補部位に1塩基変異を導入した遺伝子改変動物を確立して骨量を解析し
た。受容体RANKについては加齢動物と培養継代という時間的負荷によるCpGメチル化と遺伝子発現を検討した。

研究成果の概要（英文）： To elucidate the pathophysiology of low turnover osteoporosis in senile 
osteoporosis regardless of gender, we investigated the epigenetic repression by CpG methylation of 
RANKL and the receptor RANK in relation to aging. 
 We established the Tnfsf11-GFP mouse in which a single-base mutation was introduced into a 
methylation candidate site of RANKL gene promoter, and we have RANKL expression and bone mass were 
analyzed. We have investigated the passage-dependent and age-related change in osteoclastogenesis 
and the receptor RANK expression relative to the CpG methylation status in cultured pre-osteoclastic
 RAW cells and aged mice. These data suggest that DNA methylation at CpG-island in the RANK gene 
occurs in an age-related manner (type-A methylation).

研究分野： 人体病理学

キーワード： 破骨細胞　RANK　RANKL　遺伝子プロモータ　メチル化　加齢

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
閉経関連骨減少は骨粗鬆症の主因であり、有効な治療薬も使用されているが、今日の超高齢化社会においては男
女を問わずおこる｢老人性骨粗鬆症｣の病態解明が重要である。健常な高齢者では骨量は30歳代の70％程度である
が、更年期よりも骨代謝は低回転となり、骨量の年次減少は緩やかとなる。後期高齢者の低回転型骨粗鬆症にお
いては、骨吸収を担う破骨細胞形成に関わる破骨細胞分化因子RANKLや受容体RANK遺伝子にCpGメチル化による転
写抑制がおこり、破骨細胞による骨吸収活性が低下するメカニズムの解明は重要であり、生活習慣病などの過剰
に骨吸収を促進する要因を防ぐ方策に繋がるものであり、社会的意義が大きいといえる。

※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。
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1. 研究開始当初の背景 
更年期の閉経後骨粗鬆症に加え、今日の超高齢化社会では、男女を問わず｢老人性骨粗鬆症｣が重
要課題である。老人性骨粗鬆症は低代謝型の骨粗鬆症であり、骨形成と骨吸収が共に低下して緩
やかな骨減少を示す。生活習慣病や悪性腫瘍などの疾患では病的な骨吸収亢進を示すが、健常な
超高齢者では加齢メチル化と関連して骨吸収を低く抑える機構を想定する作業仮説である。 
破骨細胞形成に必須の分子である破骨細胞分化因子 RANKL と破骨細胞側の受容体 RANK の各々

の遺伝子プロモータ領域には、DNA メチル化を受けて転写抑制に働く部位が認められる。加齢に
伴う CpG メチル化により破骨細胞形成に関わる遺伝子が抑制的に制御され、緩やかな骨吸収低
下となり低代謝型骨粗鬆症をきたす可能性を検討する。 
 
2. 研究の目的 

(1) TATA-box 近傍 CpG の１塩基変異を導入した遺伝子改変動物 Tnfsf11TATAm-GFP KI マウ
スの作成 
RANKL 遺伝子上流領域には TATA-box 直近に CpG がある。
右下図に示すように「TBP 結合による転写促進」が、1箇
所の CpG メチル化により「MecP2 結合による転写抑制」
になる、という特定部位/pin-point の制御に着目した。
TATA-box 近傍の CpG に１塩基変異を導入した遺伝子改
変動物 Tnfsf11TATAm-GFP KI マウスを作成し、加齢に伴
うメチル化の RANKL 転写への影響を解析する。 
 
(2) RANK 遺伝子の転写制御とメチル化制御の解析 
破骨細胞側の受容体 RANK 遺伝子の転写制御機構を解析す
る。破骨細胞株 RAW264 の長期培養継代やマウスの長期飼
育という、in vitro 並びに in vivo の実験的時間的負荷
による CpG メチル化と受容体 RANK 発現低下を検討する。 
 

3. 研究の方法 
(1) TATA-box 近傍 CpG の１塩基変異を導入した遺伝
子改変動物 Tnfsf11TATAm-GFP KI マウスの作成 
RANKL プロモータ領域の当該塩基変異によるプロモ
ータ活性と、EMSA アッセイによる TATA-box と MeCP2
結合配列の機能解析を行う。遺伝子編集により
TATA-box 近傍 CpG の 1 塩基変異を導入した遺伝子改変動物 Tnfsf11TATAm-GFP KI マウスの
系統確立と飼育を行い、諸臓器での RANKL 発現量と骨量測定の評価を行う。 
 
(2) RANK 遺伝子の転写制御とメチル化制御の解析 
受容体 RANK 遺伝子発現制御に関わる AP-1 転写因子や NFATc1 機能を EMSA やプロモータア
ッセイにより解析する。破骨細胞株 RAW264 の継代数依存的な破骨細胞減少と受容体 RANK 発
現低下、転写開始部位周辺の CpG メチル化状態を解析する。脱メチル化処理による RANK 発
現と破骨細胞形成の回復を証明する。 
 

4. 研究成果 
(1) TATA-box 近傍 CpG の１塩基変異を導入した遺伝子改変動物 Tnfsf11TATAm-GFP KI マウ
スの作成 
TATA-box 近傍 CpG 1 塩基変異について、Cを他の 3塩基で置換しても in vitro の転写活性
に影響がないことを確認した。Tnfsf11TATAm-GFP KI マウスの系統の長期飼育を行い、主要
臓器サンプリングと骨量測定を行った。遺伝子改変マウスでは 1 塩基変異によりメチル化



修飾が起きず、メチル化による抑制機構が阻害さ
れる結果、in vivo では、RANKL mRNA 発現増加傾
向を示し、対照群よりも低骨量を示す知見を得た。
右図に 53週令雄マウス大腿骨組織像を示す。 
A:対照群に比して、B:Tnfsf11TATAm-GFP KI では、
骨梁が少なく皮質骨が薄い傾向を認める。 
さらに個体数を増やし、解析を継続中である。 
 
(2) RANK 遺伝子の転写制御とメチル化制御の解
析 
受容体 RANK 発現制御の転写因子ネットワークに関
して、2019 年には Protein kinase C による制御
機構に関する成果を論文発表し、2020 年には
NFATc1 による制御機構に関する成果を論文発表し
た。培養破骨細胞株や加齢マウスへの時間的負荷に
おける RANK 遺伝子 CpG メチル化の促進と RANK 発現低下、培養細胞における破骨細胞形成低
下について、成果を取りまとめ、国内国外の学会で発表した。 
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 ３．学会等名
ASBMR 2021 10.11-4, 2021 Virtual Event（国際学会）

小原 幸弘, 北澤 理子, 原口 竜摩, 今井 祐記, 北澤 荘平.
 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名
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Kitazawa R, Haraguchi R, Kohara Y, Kitazawa S.

Haraguchi R, Kitazawa R, Kohara Y, Imai Y, Kitazawa S.

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Calreticulinは破骨細胞分化を直接抑制するだけでなく、骨細胞でのSclerostin発現を抑制する.

Senescence-dependent increase of CpG methylation at receptor activator NF-κB (RANK) gene promoter impairs
osteoclastogenesis by decreasing RANK-positive osteoclast precursors.

Role of Hedgehog signal modulator gene, Hedgehog Interacting Protein (Hhip), in growing long bone.

Macrophages are requisite for angiogenesis of type H vessels during bone regeneration in mice.

 １．発表者名
Kohara Y, Kitazawa R, Haraguchi R, Kitazawa S.
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第109回日本病理学会　2020.4.16-18 WEB開催 (7.1-7.31)

第109回日本病理学会　2020.4.16-18 WEB開催 (7.1-7.31)

第38回日本骨代謝学会学術集会(2020.10.9-11)

北澤理子, 原口竜摩, 小原幸弘, 福島万奈, 北澤荘平.

原口竜摩, 小原幸弘, 北澤理子, 北澤荘平.

北澤理子, 原口竜摩, 小原幸弘, 北澤荘平.

小原幸弘，原口竜摩, 今井祐記, 北澤理子,北澤荘平.

第38回日本骨代謝学会学術集会(2020.10.9-11)
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

加齢モデルにおける破骨細胞分化因子受容体RANKのプロモータ領域メチル化による発現制御.

ヘッジホッグシグナル調節因子Hhipの骨形成過程における役割.

破骨細胞分化因子受容体RANKのプロモータ領域メチル化による発現制御

肝臓抽出液から分離・同定した新規破骨細胞形成阻害因子Calreticulinの機能解明.
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ASBMR 2020 Annual Meeting September 11-15, 2020 Virtual Event（国際学会）

ASBMR 2020 Annual Meeting September 11-15, 2020 Virtual Event（国際学会）

第108回日本病理学会総会2019.5.9-11

 ３．学会等名

Kohara Y, Haraguchi R, Kitazawa R, Kitazawa S.

北澤 理子, 村田 夕紀, 原口 竜摩, 上田 康雄, 福島 万奈, 北澤 荘平.

Kitazawa R, Haraguchi R, Kohara Y, Kitazawa S.

Haraguchi R, Kohara Y, Kitazawa R, Imai Y, Kitazawa S
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 １．発表者名
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Role of Lrp1 in RAW264 cells on osteoclast differentiation.

破骨細胞分化因子受容体RANKのプロモータ領域メチル化による発現制御.

Senescence-dependent increase of CpG methylation at receptor activator NF-kB (RANK) gene promoter impairs osteoclastogenesis
by decreasing RANK-positive osteoclast precursors.

Specific role of Hh signaling pathway in bone resorption.
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第37回骨代謝学会学術集会2019.10.12-14
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第108回日本病理学会2019.5.9-11

原口 竜摩, 松林 加那子, 北澤 理子, 北澤 荘平.

北澤 理子, 村田 夕紀, 小原 幸弘, 原口 竜摩, 北澤 荘平.

小原 幸弘, 原口 竜摩, 北澤 理子, 北澤 荘平.

原口 竜摩, 小原 幸弘, 今井 祐記, 北澤 理子, 北澤 荘平
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第37回骨代謝学会学術集会2019.10.12-14

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

近位尿細管に注目したストレプトゾトシン誘導性糖尿病腎の病態組織学的考察.

骨細胞分化因子受容体RANKのプロモータ領域メチル化による発現制御.

ヘッジホッグシグナル阻害剤であるCyclopamineは破骨細胞形成を抑制する.

ヘッジホッグシグナル調節因子Hhipの骨形成過程における役割.

 １．発表者名

 １．発表者名
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