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研究成果の概要（和文）：マウスならびにイヌ骨髄細胞、およびマウスRAW264.7細胞をRANKL処理すると破骨細胞に分
化する。破骨細胞分化過程においてMitf isoformの発現を調べたところ、いずれの細胞においてもRANKL処理24時間以
内にMitf-E発現は誘導された。Mitf-E siRNA処理した後、RANKL処理しても、破骨細胞の形成は有意に減少した。また
、マウス細胞にRANKL処理の際にTGF-βを共処理すると、破骨細胞形成がさらに亢進した一方、イヌ細胞の場合、破骨
細胞形成は抑制された。

研究成果の概要（英文）：Treatment with RANKL induces osteoclastogenesis in murine and canine bone marrow 
cells as well as murine RAW264.7 cells. Analyses of Mitf isoform expression indicated that Mitf-E gene 
was induced within 24 hours after RANKL treatment in all examined cells. Knockdown of Mitf-E by its siRNA 
transfection inhibited RANKL-induced osteoclastogenesis. In mouse cells, co-treatment with TGF-β 
enhanced RANKL-induced osteoclastogenesis, whereas TGF-β inhibited canine osteoclastogenesis induced by 
RANKL.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 臨床獣医学ならびに予防獣医学の目覚ま
しい発展は、伴侶動物の長寿化も可能にした。
その結果、伴侶動物もまた、ヒトと同様の加
齢に伴う疾病に悩まされることになってい
る。骨組織を構成する細胞の分化・機能制御
の詳細な理解は、これらの骨疾患の根本的解
決につながるので長年地道な研究が行われ
てきた。骨粗鬆症は、破骨細胞による骨吸収
が骨芽細胞による骨形成を上回ることに起
因することから、破骨細胞の起源、運命決定、
分化に関わる知見は比較的蓄積されている。 
 
(2) 骨粗鬆症は、とくに閉経後の女性で多発
するので、従来、エストロゲン(E2)やカルシ
ウム代謝関連ホルモンである上皮小体ホル
モン(PTH)、活性型ビタミン D (VD)、ならび
にカルシトニン(CT)の役割を中心に、また、
M-CSF、RANKL、OPG、IL-6 や TGF-とい
ったサイトカインが破骨細胞の分化や機能
に及ぼす影響についての研究も併せて進め
られてきた。 
 
(3) つまり、内分泌ならびに局所因子による
破骨細胞形成に関する知見は充実している
ものの、破骨細胞形成機構に関する根本的な
理解からは遠いのが現状である。例えば、
TGF-には RANKL による破骨細胞形成能を
高める能力があるものの、同じく RANKL、
TGF-応答細胞である樹状細胞にこれらの因
子を反応させても破骨細胞は形成されない。 
 
(4) Mitf は basic helix-loop-helix leucine zipper
型の転写因子で、色素細胞、破骨細胞、マス
ト細胞、心筋細胞、骨格筋細胞などに限定さ
れた発現パターンを示す。Mitf 遺伝子の変異
マウス解析から、Mitf は破骨細胞形成に必要
な因子であることが明らかにされているも
のの、詳細な作用機序についての多くは不明
である。Mitf には転写開始点の異なる多数の
isoform があり、幾つかの論文において、マス
ト細胞における isoform 依存的な転写活
性能が示されている。 
 
(5) 申請者は、全身性に作用する内分泌、な
らびに体中至るところで産生される局所因
子が組織特異的な作用を示すのは、『汎用的
な情報伝達経路と限定的な情報伝達経路の
クロストークによって引き起こされる』との
作業仮説の下、研究している。つまり、この
作業仮説は、MAP キナーゼ経路、Protein 
kinase A 経路ならびに Smad 経路といった普
遍的情報伝達経路は Mitf 経路のような組織
特異的情報伝達経路と機能的・物理的に相互
作用し、組織特異的な作用を惹起するとも換
言できる。 

 
(6) 申請者らは、数年前にマウス骨髄細胞か
ら RANKL を用いて破骨細胞に分化させた際
に RANKL 刺激 24 時間以内に Mitf の isoform
の一つである Mitf-E の遺伝子発現が誘導さ
れることを観察した。同様の現象は破骨細胞
分化モデルとして頻用されている RAW264.7
細胞でも観察された。しかしながら、Mitf-E
の発現が破骨細胞分化に及ぼす影響に関し
て不明な点は多い。 

 
(7) 多くの生物現象は、マウスやモデル生物
における詳細な解析が先行し、伴侶動物や産
業動物での解析はその後実施される。破骨細
胞形成に関する研究も同様で、伴侶動物の破
骨細胞形成に関する知見は絶無である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、以下の 3 点を解明するこ

とである。 
 
(1) 破骨細胞形成におけるMitfの役割と発現

制御：内分泌ならびにサイトカインとの
相互作用 

(2) Mitf が破骨細胞の機能に及ぼす影響 
(3) イヌの破骨細胞形成過程で発現する Mitf 

isoform ならびにその役割 
 
３．研究の方法 
(1) RANKL ならびに M-CSF 存在下で破骨細
胞 前 駆 細 胞 は 破骨 細 胞 に 分 化 す る 。
RAW264.7 細胞は、十分量の M-CSF を産生す
るので、RANKL を投与するだけで破骨細胞
に分化する。この系を用いて、破骨細胞分化
に伴って発現する Mitf isoform の発現変化を
RT-qPCR 法にて検討する。 
 
(2) 一方、マウス骨髄に存在する破骨細胞前
駆細胞を破骨細胞に分化させるためには
RANKL だけでなく、M-CSF も投与する必要
がある。マウス骨髄に存在する破骨細胞前駆
細胞が破骨細胞に分化する際に発現するMitf 
isoform の発現変化を RT-qPCR 法にて検討す
る。 
 
(3) RANKL 刺激前後において Mitf-E 特異的
な siRNA を遺伝子導入し、Mitf-E の発現を抑
制する。破骨細胞分化は、破骨細胞のマーカ
ー酵素である酒石酸抵抗性酸性ホスファタ
ーゼ(Trap)陽性多核細胞の出現を指標に評価
する。また、破骨細胞のマーカー遺伝子であ
る、Trap ならびに Ctsk の遺伝子発現量を定量
的 RT-PCR 法により評価する。 
 
(4) 局所因子の一つである TGF-の破骨細胞
誘導能を検討する。具体的には、RANKL 存
在下における、TGF-処理が、Trap 多核細胞



の出現ならびに破骨細胞関連遺伝子の発現
に及ぼす影響を検討する。 
 
(5) イヌ骨髄に含まれる破骨細胞前駆細胞の
存在を明らかにするため、イヌ骨髄細胞を
M-CSF ならびに RANKL 処理し、Trap 陽性多
核細胞の形成を検討する。 
 
(6) イヌ骨髄由来細胞から破骨細胞が形成さ
れる過程における Mitf isoform の発現を検討
する。 
 
(7) イヌ破骨細胞形成における TGF-の役割
を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) マウス骨髄細胞、RAW264.7 細胞のいずれ
においてもRANKL処理24時間以内にMitf-E
発現は有意に増加した。一方、同じ Mitf 
isoform である Mitf-A 発現は RANKL 処理に
より増加しなかった（マウス骨髄細胞におい
ては、むしろ RANKL 処理 3 日目において
Mitf-A 発現は減少した）。 
 
(2) RAW264.7 細胞を Mitf-E siRNA 処理し、
RANKL 処理すると、Trap 陽性多核細胞の形
成は有意に減少した。また、Trap ならびに
Ctsk といった破骨細胞のマーカー遺伝子の
発現も減少した。 
 
(3) RAW264.7 細胞を RANKL 処理する際に
TGF-で処理すると、Trap 陽性多核細胞の形
成が促進したばかりでなく、より大きな破骨
細胞の形成が促進された。 
 
(4) このときの Mitf-E 発現を調べたところ、
RANKL 単独処理の場合に比べて、TGF-と
共添加した場合の方が高発現することが明
らかになった。 
 
(5) また、破骨細胞分化に関わる転写因子
NFATc1 の遺伝子発現も TGF-処理により亢
進すること、Trap や Ctsk といった破骨細胞の
マーカー遺伝子発現も TGF-処理により亢
進することが明らかになった。 
 
(6) さらに、細胞間接触ならびに細胞融合に
関わる遺伝子群の発現を調べたところ、
RANKL ならびに TGF-処理に伴う Itgav と
Itgb5 発現変化と Mitf-E 発現変化は近似して
いたことから、Mitf-E によってこれらの遺伝
子発現が変化することにより破骨細胞前駆
細胞の融合が促進され、破骨細胞形成が促進
される可能性が示唆された。 
 
(7) イヌ骨髄細胞を M-CSF ならびに RANKL
処理すると、マウス骨髄細胞と同様、Trap 陽

性多核細胞に分化し、破骨細胞マーカー遺伝
子である Trap, Ctsk 発現が増加した。しかし
ながら、イヌ破骨細胞形成に必要な M-CSF
ならびに RANKL 濃度は、マウス破骨細胞形
成に必要な M-CSF, RANKL 濃度よりも低か
った。 
 
(8) イヌ骨髄に存在する破骨細胞前駆細胞が
破骨細胞に分化する際にも Mitf-E 発現は誘
導された。Mitf-A 発現は破骨細胞分化に伴っ
て急激に減少した。 
 
(9) マウス破骨細胞形成の場合とは異なり、
イヌ破骨細胞形成過程において TGF-は負
の役割を果たしていた。 
 
(10) 以上の結果、破骨細胞形成において
Mitf-E 発現は必要な過程であること、マウス
破骨細胞形成において、TGF-は Mitf-E 発現
を通して破骨細胞形成を亢進するのに対し
て、イヌ破骨細胞形成を抑制することから、
TGF-の役割に関しては動物種間で異なるこ
とが明らかになった。 
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