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研究成果の概要（和文）：IRF8は破骨細胞分化を負に制御する転写因子として知られているが、病的な骨破壊で
の役割はいまだに不明な点が多い。そこで、野生型マウス（WT）とIRF8遺伝子欠損マウス（IRF8 KO）にⅡ型コ
ラーゲン抗体誘導性関節炎を誘導し、関節炎の炎症の重篤度を示すRAスコアを算出したころ、 WTと比較して、
IRF8 KOマウスで誘導した関節炎でRAスコアが有意に高かった。また、膝関節を中心に大腿骨から頸骨の組織切
片を作製しHA染色を行ったところ、IRF8 KOの膝関節腔内に炎症性細胞の浸潤、滑膜の肥厚などが観察された。
以上の結果から、IRF8は病的な骨破壊でも負に制御する因子である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Interferon-regulatory factor 8 (IRF-8), a transcription factor expressed by 
immune cells, has an inhibitory role in osteoclast differentiation. We investigated the effects of 
IRF8 on inflammatory bone destruction in collagen antibody-induced arthritis (CAIA) model mice. CAIA
 or saline was administered to IRF8+/+ (WT) and IRF8-/- (IRF8 KO) mice by intraperitoneal injection 
(day 0), then LPS was injected on day 2. Rheumatoid arthritis (RA) scoring was performed daily for 
32 days. Following euthanasia, bone tissues were collected and histopathological analysis assays 
with H&E staining were performed. RA scores and histopathological features in the CA-challenged WT 
mice were normal on day 32, whereas those scores were severe and histopathology results 
significantly abnormal in the IRF8 KO mice, including inflammatory cell infiltration and synovial 
hyperplasia in knee joints. These results suggest an important role for IRF8 in pathological bone 
destruction.

研究分野：骨代謝学、生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性骨疾患の制御法は、骨吸収のみ、あるいは炎症のみを抑制する方法が主流であるが、今回着目したIRF8と
いう1分子で炎症反応と骨破壊の両方を制御できる可能性があり、独創的でかつ社会に貢献できる可能性が十分
ある。現在、関節リウマチの治療薬は、非ステロイド系抗炎症薬や免疫抑制剤、生物学的製剤などが使用されて
いるが、患者の病状から慎重に薬剤を選択する必要がある。また、免疫抑制剤は肺感染症などの合併症を発症す
る場合もある。以上より、IRF8を制御することで、異常な骨破壊を阻止するだけでなく、免疫系細胞の異常な活
性化を阻害することが可能となり、慢性炎症を伴う関節炎の新たな治療法の開発が可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 骨組織は、内部応力や外部からの力学的負荷に耐えるような複雑な三次元的構造を形成して
おり、一般的に長管骨は絶えず古い骨から新しい骨へと置き換わる代謝が認められる。この現
象をリモデリングといい、主に、破骨細胞という骨を壊す細胞と、骨芽細胞という骨を形成す
る細胞が関与している。また、骨芽細胞と破骨細胞は、お互いの分化ならびに機能を厳密に制
御し、骨組織の恒常性を維持するために重要な役割を担っており、両者のバランスによって骨
組織の恒常性が維持されている。しかし、炎症を伴った歯周病や関節リウマチ、あるいはホル
モンバランスが変化することで生じる骨粗鬆症などの骨疾患に罹患すると、破骨細胞の数が異
常に増加して、骨吸収が活発化した状態となり、骨量減少を引き起こすことがある。したがっ
て、破骨細胞の分化を制御することは、病的な骨吸収を阻止することが可能となり、さらには
骨のリモデリングを正常に戻し、骨組織の恒常性維持に寄与できる可能性がある。 
 
（１）炎症性骨疾患における破骨細胞の役割 
 一般的に、加齢に伴ってさまざまな代謝性疾患が発症する危険性が増加することが知られて
おり、骨組織における代謝性疾患としては骨粗鬆症が挙げられる。また、自己免疫疾患である
関節リウマチや歯周病原細菌の持続的感染によって発症する歯周病など、炎症を伴った骨疾患
に罹患する患者も増加の一途をたどり、ホルモンバランスの不均衡や免疫の異常、炎症性サイ
トカインの異常増加などによって、病的な骨破壊が誘発されている。これらの骨代謝疾患は日
常生活に著しく支障を来し、患者の QOL は低下する。このように、骨代謝疾患に苦しむ患者
を救済するために治療法の開発は急務であり、異常な骨吸収を阻止するために破骨細胞の分化
制御機構を解明することが重要であると考えられる。 
 
（２）破骨細胞分化制御因子 
 骨は身体の支持組織であるのみならず、造血やカルシウムの貯蔵庫など、全身の器官と協調
してさまざまな役割を担っている。骨組織は骨を壊す破骨細胞と骨を作る骨芽細胞によって骨
組織の恒常性が維持されている。破骨細胞は造血系幹細胞に由来し、単球・マクロファージ系
の前駆細胞から分化することが知られている。また、この前駆細胞は樹状細胞へも分化するこ
とから、破骨細胞と樹状細胞は共通の前駆細胞から分化するという特徴がある。破骨細胞の分
化は骨芽細胞が産生する Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)と呼ばれる
サイトカインによって誘導され、破骨細胞の分化の初期段階では転写調節因子である NFATc1
遺伝子の発現が RANKLの刺激によって急激に上昇し、様々な破骨細胞関連遺伝子の発現を促
進する（Takayanahgi H er al, Dev Cell, 3:889-901, 2002）。また最近、Interferon regulatory factor  
(IRF) 8と呼ばれる転写調節因子がNFATc1の発現を阻害することによって破骨細胞分化を負に
制御することが明らかとなった（Zhao B et al, Nat Med, 15:1066-1071, 2009）。このように、破
骨細胞分化は様々な因子が関与し制御されていることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 炎症性骨疾患は骨吸収の亢進により機能障害が生じ、患者の QOL が著しく低下することか
ら、発症機序の解明と根本的治療法の開発が急務である。以前、転写因子 IRF8 は免疫担当細
胞である樹状細胞の分化制御因子として発見されたが、最近、骨吸収を担う破骨細胞の分化を
抑制する因子であることが報告された（Zhao B. et al. Nat Med, 2009）。しかし、この報告は生
理的環境下での IRF8の機能を検討したもので、病的環境下での IRF8の機能は未だ不明な点が
多い。そこで、申請者は、「転写因子 IRF8 は免疫担当細胞を介した炎症反応と破骨細胞分化
を介した病的な骨破壊の両方のプロセスに重要な役割を担う」と仮設を立て、IRF8を中心とし
た炎症性骨疾患の発症機序の解明に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 8週齢の IRF8+/+マウス（WT: n = 4）と IRF8–/–マウス（IRF8 KO: n = 4）にⅡ型コラーゲン抗
体誘導性関節炎（Collagen Antibody induced Arthritis: CAIA）を誘導させるために、抗Ⅱ型コラ
ーゲンモノクローナル抗体カクテル（5 mg）を Day 0にマウスの腹腔内投与し、Day 3に LPS
（50 μg）を腹腔内投与した。その後、毎日、Rheumatoid Arthritisスコア（RAスコア）を算出
し、Day 32まで継続して計測を行った。なお、コントロール群として、8週齢の IRF8+/+マウス
（WT: n = 4）と IRF8–/–マウス（IRF8 KO: n = 4）に生理食塩水（saline）の投与群を作製し、実
験群としてWT（n = 4）と IRF8 KO（n = 4）に CAIAの投与群を作製した。 

Day 32の RAスコアの計測終了後、マウスをケタミン・キシラジン混合液で麻酔後、4%パラ
ホルムアルデヒド溶液を用いてマウスを灌流固定し、四肢を摘出した。摘出した四肢は、余分
な筋組織を除去し、膝関節部の形状は保存したまま骨組織のみに分離し、4%パラホルムアルデ
ヒド溶液に浸漬して、後固定を行った。後固定を十分に行なった骨組織は、脱灰の工程を経て、
パラフィン包埋を行い、4〜6 μmの厚さに薄切して、スライドガラスに貼り付けて Hematoxylin 
and eosin（HE）染色を行い、関節部、主に膝関節部の観察を行った。 
 



４．研究成果 
WTと IRF8 KOの RAスコア（図１） 

WT + saline（n = 4）、IRF8 KO + saline（n 
= 4）、WT + CAIA（n = 4）、IRF8 KO + CAIA
（n = 4）の 4群を作製し、Day 0に saline
あるいは CAIAを投与し、Day 2に LPSを
腹腔内に投与した。RAスコアは Day 0から
Day 32まで毎日計測した。 

WT + saline投与群は実験期間を通じて、
RA スコアを検出することは出来なかった。
同様に、IRF8 KO + saline投与群についても
RAスコアは検出されなかった。一方、WT + 
CAIA投与群では、Day 2での LPS投与後、
Day7～8 で最大の RA スコアが検出された
（Day 5, 6: RA score = 2.75 ± 0.96, Day 7, 8: 
RA score = 4.00 ± 0）。その後、Day 10以降
では、肉眼所見でも顕著な腫脹等が認めら
れず、Day 14～32 では、saline 投与群とほ
とんど変わらなかった。さらに、IRF8 KO + 
CAIA投与群では、Day 2の LPS投与直後よ
り顕著な RAスコアの上昇が認められ、Day 
5～15 では、RA スコアが 10 以上と非常に
高い値が維持されて、RA様病態が最も重篤
な状態が続くことがわかった（Day 5: RA 
score = 10.75 ± 2.5, Day 7, 8: RA score = 14.5 
± 3.0, Day 15: RA score = 10.25 ± 4.5）。Day 
16以降、関節部の腫脹等が徐々に緩和され
てきたが、RAスコアの最終計測期間である
Day 30～32でようやく RAスコアが 0付近
に戻った。 

 
WT + CAIAと IRF8 KO + CAIAでの膝関節
部（図２） 
 上記図１の実験期間（Day 32）を経過し
た各 4 群のマウスは、実験期間終了後、関
節部、特に膝関節部について、HE染色を行
い病理組織標本を作製することで、組織の
破壊の状態等を観察した。 
 WT + CAIA群（図２上段）では、上記の
RAスコアの経日的変化で示した通り、Day 
10以降では顕著な炎症が認められなったこ
とから、Day 32での病理組織標本ではほと
んど正常な膝関節の組織像であった。つま
り、膝関節腔の間隙が認められ、その関節
腔内には炎症性反応のような病的な所見は
認められなかった。また、膝関節の骨頭部
分の軟骨組織も正常であった。一方、IRF8 
KO + CAIA群（図２下段）では、Day 30以降でようやく RAスコアが 0に戻ったが、実験期間
中、重篤な炎症惹起状態が維持されたことから、Day 32の病理組織標本では正常な膝関節の形
態は認められなかった。つまり、膝関節の関節腔隙は認められず、関節腔内は増殖性の線維状
組織や著しい炎症性細胞の浸潤が認められた。また、軟骨細胞層の破壊や、一部では骨組織の
破壊も認められ、膝関節内に強い炎症症状が観察された。 

 
以上の結果から、WTと比較して IRF8 KOで RA様病態を誘導すると、RAスコアが著しく
憎悪し、また、病理組織学的所見においても、膝関節が著しく破壊されていたことから、IRF8
は病的骨破壊が生じる場合でも、骨破壊を負に制御していることが考えられる。今回、用いて
いる IRF8 KOは全身性に IRF8が欠損しているマウスなので、骨破壊を担う破骨細胞のみなら
ず、他のさまざまな細胞で発現している IRF8 が欠損する状態である。免疫担当細胞の一種で
ある樹状細胞（Schiavoni G. et al. J  Exp. Med, 2002）や T細胞の 1種である CD8 T細胞（Miyagawa 
F et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A., 2012）も IRF8を発現しており、今回得られた結果では、IRF8 KO
に対するRA症状の憎悪機構は、IRF8欠損によって破骨細胞の骨吸収機能が亢進していること、
さまざまな免疫担当細胞の機能が変化していて間接的に骨破壊が亢進したこと、など、さまざ
まな因子が複雑に関与して RA 症状を憎悪させている可能性が考えられる。今回の研究では、



RA 症状を憎悪させて骨破壊を亢進させた責任細胞を同定するところまで到達できなかったが、
将来、今回達成できなかった責任細胞の同定、さらには RA の発症本態の解明の一助になる結
果を得たいと考えている。 
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