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研究成果の概要（和文）：　骨関節疾患のエピゲノム制御機構解明のため、軟骨細胞分化過程における遺伝子発現マイ
クロアレイにより、Aireを同定した。Aireには、hypomethylated lysinを認識するPHDドメインがあり、Aireの軟骨分
化における機能を解析したところ、Aireが軟骨分化を促進すること、その機能はBmp-2転写調節領域のH3K4me2の制御で
あることが明らかとなった。また、DNase-seqにより骨吸収を担う破骨細胞分化に過程におけるクロマチンの構造変換
を捉え、開いたクロマチンの配列情報と遺伝子発現データから分化を制御する新規転写因子の同定に成功した（JBMR 2
014 in press）。

研究成果の概要（英文）：To clarify regulatory mechanism on epigenetics in bone and joint diseases, we iden
tified Aire as a novel regulator in chondrocyte differentiation using gene expression microarray. Aire pos
sesses PHD domain, which recognizes hypomethylated lysine residues of histone proteins. As the results of 
analyses of molecular function, Aire can facilitate chondrocyte differentiation through regulating status 
of histone H3K4me2 in promoter region of Bmp-2 (Si et al BBRC 2013). 
In terms of osteoclasts, which resorb bone matrix, we tried to figure out dynamic chromatin remodeling dur
ing osteoclastogenesis using DNase-seq. Based on the combined information from gene expression and DNase-s
eq, we successfully identified novel transcription factors in osteoclastogenesis (Inoue et al. JBMR 2014 i
n press).

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 骨関節疾患　エピゲノム　軟骨細胞　破骨細胞　クロマチン

外科系臨床医学・整形外科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高齢化が進む先進諸国では、生命寿命の

みならず、QOL を保ち、いわゆる健康寿命を

も延ばしていくことが必須の克服課題であ

る。健康長寿の獲得に向けて、重要な役割を

担う骨関節をはじめとする運動器疾患の予

防・治療は、近年大きな進歩を遂げてはいる

ものの、合併症の克服などの未だ解決すべき

問題が多く残されている。予防・治療法の向

上は病態解明の深さと比例しており、これら

の問題を克服するためには、新たな骨関節疾

患病態解明や発症メカニズムの理解が深ま

り、期待される革新的な予防・治療法の開発

が必要である。 

骨粗鬆症や変形性関節症をはじめとする骨

関節疾患の大部分は、老化・ホルモン欠乏・

メカニカルストレスなど様々な後天的要因

により、発症や病態の進行を認める。これら

の要因は、各個人が生まれながらに持ってい

る遺伝子（ゲノム）情報自体を操作するわけ

ではなく、遺伝子情報の引き出し方＝転写調

節に影響し、疾病の発症や進行を引き起こす

と考えられる。新たな病態解明のためには、

これらの要因による遺伝子発現調節メカニ

ズムの詳細な分子機構の解明が必要であり、

全てのゲノム情報が解読された現在、いわゆ

る遺伝子情報のみでは説明困難な生物現象

が、第 2の遺伝暗号とも言われるエピゲノム

制御を理解することで解き明かされつつあ

り、注目を集めている。エピゲノム制御とは、

ゲノムを構成する要素（DNA やヒストン蛋白

など）が種々の酵素により修飾を受けた結果、

クロマチン構造の変換により、遺伝子の発現

レベルを調節するシステムである。すでに、

欧米では、エピゲノム制御病態分子メカニズ

ムの臨床応用として、主に癌に対するエピゲ

ノム修飾調節による疾患治療への試みが開

始され、一部は臨床試験にまで至っている

（Karberg S, Cell 2009）。これはひとえに

癌に対するエピゲノム制御の分子メカニズ

ムの解明がすすんだ結果であるが、骨・関節

疾患におけるエピゲノム制御は未だほとん

ど解明されていない。そこで、骨・関節疾患

の発症・進行に及ぼす種々の要因よるエピゲ

ノム変化をとらえ、エピゲノム制御を中心と

した新たな角度からの疾患病態が解明でき

れば、革新的治療戦略開発の基盤構築が可能

となると考え、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 骨・関節疾患におけるエピゲノム制御因子

およびそのメカニズムの解明をめざし、骨粗

鬆症／変形性関節症／関節リウマチの３疾

患を対象に研究をすすめる。前述の如く、こ

れらの疾患におけるエピゲノム制御はほぼ

不明と言ってよいため、まずは各疾患におい

て発症・進行に最も関連すると考えられるエ

ピゲノム制御因子の同定とエピゲノム修飾

プロファイルを明らかにすることを第一の

目的とする。そのためには、各疾患における

主要な細胞種、軟骨細胞と破骨細胞に注目し

た。これらの細胞は、それぞれ間葉系幹細胞

および造血幹細胞から分化する事が明らか

となっているが、これらを制御するエピゲノ

ム機構は不明であるため、これ同定、解析す

る。 

 
３．研究の方法 
 軟骨細胞については、C3H10T1/2 細胞を用

いたペレット培養法により、骨形成因子

（BMP-2） による分化誘導培養細胞レベルで

の間葉系幹細胞から軟骨細胞への分化過程

に沿った遺伝子発現プロファイルの解明を

遺伝子発現マイクロアレイを用いて行う。得

られたデータをバイオインフォマティクス

を用いて解析し、転写および転写関連因子に

属する候補遺伝子を抽出し、real time 

RT-PCR により再現の検討を行う。さらに、特

にヒストン修飾についてエピゲノム修飾変

動を標的遺伝子について評価する。 

 また、破骨細胞については、マクロファー



ジ系細胞株 RAW264 細胞を用いて、RANKL 刺激

による分化培養系を利用する。細胞分化にお

ける遺伝子発現制御機構の一つにクロマチ

ン構造変換があるが、破骨細胞分化における

クロマチンの動的な構造変換は明らかにさ

れていないため、広がったクロマチン領域の

塩基配列を解析可能な DNase-seq を行い、同

定する。得られた情報を元に、エピゲノム制

御および分化に関連する転写因子の同定を

行い、その細胞レベルでの重要性を遺伝子ノ

ックダウン実験により解析する。 

 
４．研究成果 

 C3H10T1/2 細胞を用いたペレット培養

法にて rhBMP-2 による分化誘導系を応用

して、遺伝子発現マイクロアレイにより、

遺伝子発現変動する転写制御因子の同定を

行い、各因子を qRT−PCR にて検証した結

果と各タンパクのドメイン構造から、Aire

を同定した。Aire には、hypomethylated 

lysin を認識する PHD ドメインがあること

や Aire 遺伝子変異患者では、骨端軟骨異形

成症を来す事が報告されている。Aire の軟

骨分化における機能を解析したところ、

Aire が軟骨分化を促進すること、その機能

は Bmp-2 転 写 調 節 領 域 の ヒ ス ト ン

H3K4me2 の制御であることが明らかとな

った（Si et al BBRC 2013）。また、骨吸収

をになう破骨細胞分化に過程におけるクロ

マチンの構造変換を捉え、開いたクロマチ

ンの配列情報と遺伝子発現データから分化

を制御する転写因子の同定に成功した

（Inoue et al. JBMR 2014 in press）。 
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