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研究成果の概要（和文）： 
	
 破骨細胞骨吸収におけるミトコンドリアの役割を検討すべく、ミトコンドリアで重要な役割を
はたしているATP産生を維持するTfam（mitochondrial transcription factor A）に注目し、Tfam破骨
細胞特異的ノックアウト(cKO)マウスを作製し、その骨破壊メカニズムを解析した。Tfam cKO破
骨細胞の生存期間が短くなるにもかかわらず、骨吸収機能は亢進していた。Tfam cKO破骨細胞
では、細胞内ATP量が低下していたため、破骨細胞アポトーシスが亢進していると考えられた。
一方、細胞内ATPから細胞外へリリースされたATPは、逆に破骨細胞骨吸収に阻害的に働いてい
ることを明らかにした。細胞内ATP濃度と細胞外ATP濃度のバランスが、破骨細胞の延命・骨吸
収機能に影響を与えていると考えられた。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Osteoclasts have two conflicting tendencies: lower capacity to survive and higher capacity to execute 
energy-consuming activities like bone resorption. Here, we report that mature mitochondria-rich 
osteoclasts have lower intracellular ATP compared to their precursors. Severe ATP depletion caused by 
disrupting the gene of mitochondrial transcription factor A (Tfam) leads to increased bone-resorbing 
activity despite accelerated apoptosis. The release of ATP from intracellular stores negatively regulates 
bone-resorbing activity through an autocrine/paracrine feedback loop by altering cytoskeletal structures. 
Thus, our study provides evidence for a mechanism by reciprocal changes in intracellular and 
extracellular ATP, which regulate the negative correlation between osteoclast survival and bone 
resorption. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 関節リウマチ(RA)は免疫異常を基礎とす

る全身性の炎症性疾患であるが、その標的臓
器は主として関節であり、慢性に経過した場
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合、最終的には関節の屈曲、変形、高度の運
動障害などが見られるようになる。非ステロ
イド性抗炎症薬、ステロイド剤および疾患修
飾性抗リウマチ薬の進歩により、疼痛や炎症
に関してはある程度までコントロールが可
能になってきたが、現在でも RA治療におけ
る最大の課題が、骨軟骨破壊からくる疼痛と
関節機能障害のコントロールであることに
変わりはない。RA における骨破壊の進展に
おいては、骨吸収を直接担う唯一の細胞と考
えられている破骨細胞が重要な役割を果た
している  (Takayanagi et al. J Clin Invest. 
104:137-46, 1999; Arthritis Rheum 43:259-269, 
2000)。 
	
 これまでに我々は、破骨細胞内のシグナル
伝達経路の機能解析を行ってきた。1) αvβ3
インテグリンの下流で c-Src が細胞骨格の制
御を通じて骨吸収を制御していること
(Miyazaki et al., J Biol Chem.;279:17660-6, 
2000; Miyazaki et al., J Bone Miner Res. 
15:41-51, 2000; Miyazaki et al., Mod Rheumatol 
16: 68-74, 2006)、2)RANKL, MCSF, IL-1刺
激により ERK が活性化され、Bcl-2 family 
memberである Bimの degradationを介して破
骨細胞の survival を延長していること
(Miyazaki et al., J. Cell Biol. 148:333-42, 2000; 
Akiyama et al., EMBO J. 22:6653-64, 2003)、 3)
破骨細胞内にミトコンドリアが多量に存在
し、ミトコンドリア内に存在する c-Src が
ATP エネルギー産生に関与している
cytochrome c oxidaseの活性を制御している
こと(Miyazaki et al., J Cell Biol.  160:709-18, 
2003)などを明らかにしてきた。ミトコンドリ
アは、電子伝達系による酸化的リン酸化によ
る ATP エネルギー生産とアポトーシス責任
器官という２つの異なる役割が指摘されて
いる。そこで我々は、破骨細胞による骨吸
収・骨破壊を制御する鍵がミトコンドリアに
あるのではないかと注目した。 
	
 細胞はミトコンドリアという細胞内器官
で酸素を用いたエネルギー生産を行うが、こ
のとき用いた酸素のうち１~２％を誤って
スーパーオキシドという物質にしてしまう。
これらは過激な酸化活性をもち、遺伝子、膜
脂質、タンパク質などを酸化してこわしてし
まうので、活性酸素 (ROS)と呼ばれている。
さらに、ROSにより電子伝達系の機能が障害
された場合にはエネルギー産生が低下する
のみならず、より多くの ROS が産生され、
組織障害、ミトコンドリア内に存在するミト
コンドリア DNA(mtDNA)に障害をもたらし、
さらにその結果として、さらなる活性酸素を
産生するという悪循環になる。したがって、
mtDNA を質的・量的に保つことが、ミトコ
ンドリア由来の酸化ストレスが関与してい
るとされる疾患の新たな治療ターゲットに
なりえる。ATPエネルギー産生において主要

な役割を果たすミトコンドリア転写因子 A 
(Tfam)は核でコードされるタンパクである
が、近年 mtDNA の転写・複製だけでなく、
結合することにより mtDNAを維持・安定化
する機能を持ち、ROS による mtDNA 障害
を抑制する働きを持つことが示唆されてい
る。 
 
２．研究の目的 
	
 	
 本研究では、ミトコンドリアで重要な役
割をはたしている遺伝子（ATP産生を維持す
る Tfam）に注目する。この遺伝子の破骨細
胞特異的ノックアウトマウスを作製し、その
骨破壊メカニズムを解析することにより、RA
骨破壊制御への新たな筋道を見つけること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
	
 
Tfam遺伝子はATPエネルギー産生において
重要な役割を果たし、単純なノックアウトで
は、胎生致死である。Tfam は、ミトコンド
リア DNA (mtDNA)の転写因子として、
Fisher らによって最初にクローニングされ
たタンパクで、結合することにより mtDNA
を維持・安定化させる機能をもつ。Tfam 遺
伝子の単純なノックアウトでは、骨組織にお
けるその機能を解析しきれないので、本研究
ではコンディショナルジーンターゲティン
グ法を用いる。破骨細胞特異的な不活化を
Cre-loxPシステムを用いて行う。Creはバク
テリオファージ P1由来の 38kDa蛋白で、リ
コンビナーゼの Int (Integrase) ファミリー
に属する。この酵素は 34bpの loxPサイトを
認識して特異的にこの部位で DNA のリコン
ビネーションを起こす。Cre 酵素を破骨細胞
特異的に発現させる方法としては、破骨細胞
特異的カテプシン K プロモーターの制御下
にCre酵素を発現させたトランスジェニック
マウスを用いることにより可能となる
(Nakamura et al. Cell 2007)。このカテプシン
K-Cre (CatK-Cre)マウスと Tfam flox マウ
スを用いて、Tfam flox/flox CatK-Cre +/- マ
ウス（コンディショナルノックアウトマウ
ス：cKOマウス）を作製する。さらには、大
腿骨や脛骨を取り出して、X 線撮影を行う。
骨密度の測定は DEXA（dual-energy x-ray 
absorptiometry）法によって行う。骨の代謝機
能を評価するために骨組織形態計測を行う。
非脱灰薄切標本を用いて、骨構造に関するパ
ラメーター、骨形成に関するパラメーター、
骨吸収に関するパラメーターを計測する。計
測には、脛骨近位部、大腿骨遠位部を用いる。
類骨の厚さ、骨芽細胞面％、吸収面％、破骨
細胞数、破骨細胞面％などをコントロールと
比較する。 
	
 



４．研究成果	
 
	
 
(1)破骨細胞特異的Tfamノックアウトマウス
の作製	
 
	
 ATPエネルギー産生において重要な役割を
果たしているTfamを破骨細胞特異的にノッ
クアウトしたマウス（Tfamflox/flox CatK-Cre 
+/- マウス：Tfam cKOマウス）の作製に成功
した。Tfam cKOマウスは、コントロールで
あるTfamflox/floxマウスと比較して有意に体の
サイズが小さかった（17.72 ± 0.99 versus 22.57 
± 1.91 g, p < 0.01）。さらに、大腿骨長も、Tfam 
cKOマウスはTfamflox/floxマウスと比較して有
意に短かった（13.29 ± 0.09	
 versus 15.31 ± 
0.12 mm, p < 0.01）。しかしながら、レントゲ
ン検査およびマイクロCT検査では、骨量に有
意な差はでなかった。 
 
(2)	
 破骨細胞特異的Tfamノックアウトマウス
の骨組織の解析 
	
 レントゲン検査およびマイクロ CT 検査で
は、骨量に有意な差はでなかったが、マウス
の脛骨の組織標本を用いて、破骨細胞が赤く
染まる TRAP染色を行うと、Tfam cKOでは
破骨細胞数に劇的な減少がみられた（図 1）。 
 
	
 図 1 
 
 
 
 
 
 
 
	
 
	
 
	
 
興味深いことに、骨形態計測においていくつ
かの骨形成パラメーターが低下しており、こ
れは破骨細胞－骨芽細胞カップリングメカニ
ズムにより生じている可能性があり、そのた
め Tfam cKOマウスにおいて成長障害が認め
られたものと考えられる。 
	
 
（3）Tfam cKO破骨細胞の機能解析	
 
	
 Tfam 欠損による破骨細胞の延命と骨吸収
機能を解析するために、Tfam cKO マウスか
ら Tfam cKO破骨細胞を作製し、その解析に
用いた。Tfam cKO 破骨細胞では自発的アポ
トーシスが亢進しているにもかかわらず、骨
吸収機能は上昇していた（図 2）。Tfam 発現
低下により、Tfam cKO 破骨細胞では細胞内
ATP濃度が低下しているにもかかわらず、骨
吸収機能が亢進しているのは、何らかの複雑
なメカニズムが関与しているのではないか
と考えられた。 
 

	
 図 2 

（4）細胞外 ATPは骨吸収機能に阻害的に働
く 
	
 細胞内 ATP が上昇している Bcl-xL 過剰発
現破骨細胞では細胞外 ATP 濃度が上昇して
おり、逆に細胞内 ATP が低下している Tfam 
cKO 破骨細胞では細胞外 ATP 濃度が低下し
ていた。細胞内 ATPが細胞外へリリースされ
るメカニズムには不明な点が多いが、細胞内
ATP 濃度が細胞外への ATP リリースに影響
を及ぼす可能性があると考えられた。そこで、
細胞外 ATP が破骨細胞機能に与える影響を
解析した。加水分解抵抗性の ATP（ATPγS）
を添加すると、破骨細胞の骨吸収機能は有意
に阻害された。逆に、細胞外 ATPを分解する
Apyrase を添加すると破骨細胞の骨吸収機能
は有意に上昇した（図 3）。 
 
	
 図 3     
         ATPγS           Apyrase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、細胞内 ATPから細胞外へ
リリースされた ATPは、逆に破骨細胞骨吸収
に阻害的に働いていることが示唆され、細胞
内ATP濃度と細胞外ATP濃度のバランスが、
破骨細胞の延命・骨吸収機能に影響を与えて
いると考えられた。 
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