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研究成果の概要（和文）：高齢化社会に伴い骨粗鬆症増加が予測されるが、その治療薬は決して十分ではない。骨リモ
デリングは骨形成と骨吸収のバランスで制御され骨芽細胞と破骨細胞の機能調節がその本質である。しかしながら、そ
の制御における骨エピジェネクスの役割は明らかでない。破骨細胞分化のマスターレギュレーターNFATc1に着目し、ク
ロマチンとエピジェネティクスの接点で作用する転写複合体解析を行った。機能的会合分子WHSC1と新規のリン酸化/ア
セチル化を同定した。さらに、RNA-seq解析でRANKL刺激か下の時間依存的下流遺伝子の調節機構を見出した。lincRNA
も認め、新たな制御機構の存在を切り開いた。

研究成果の概要（英文）：NFATc1 is a key transcription factor that regulates osteoclast differentiation 
through transactivation of a wide variety of target genes in response to RANKL stimulation. However, a 
little is known about how NFATc1 regulates and selects functionally distinct target genes differentially 
during differentiation stage. We performed RNA-sequence analysis and LC-MS/MS analysis and identified the 
novel NFATc1 binding proteins including WHSC1 and its post-translational modification. RNA-seq revealed 
that genes related with signal transductions such as TRAF1 and non-coding RNA were induced at early-time 
point, whereas the induction of NFATc1 and genes associated with osteoclastic functions was observed at 
maturation stage. Thus, our research suggest that WHSC1 associates with NFATc1 and then regulates 
RANKL-dependent signaling pathway through modulating certain target genes of NFATc1, possibly linking to 
the coordination of differentiation and functional regulation of osteoclasts.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

高齢化社会に伴い骨粗鬆症などの骨疾患患
者の急激な増加にもかかわらず、その治療薬
の選択肢は決して十分とは言えない。その病
態の中心に位置する骨リモデリングは骨形
成と骨吸収のバランスで制御されているが、
その本質は骨芽細胞と破骨細胞の機能調節
である。骨エピジェネティクス制御が次世代
型創薬ターゲットとして期待される中で、骨
芽細胞と破骨細胞のクロマチンレベルでの
制御分子機構はほとんど明らかにされてい
ない。我々は RAGE リガンドと AGEs シグ
ナルの骨代謝に対する影響を解析する過程
で、RAGE-AGEsシグナルが、骨芽細胞から
何らかの分泌因子を介して、破骨細胞の分化
調節と機能制御していることを見出した 
(JCB, 2009)。更に我々の研究チームは、転写
因子複合体によるクロマチン・エピジェネテ
ィクスの機能制御をゲノムワイドで解析す
る手法を独自に開発してきた(Cell. 2007)。本
研究では、これらの知見・方法論を破骨細胞
分化のマスターレギュレターである NFATc1
に応用する。NFATc1 (nuclear factor of 
activated T cells c1) は破骨細胞分化促進因
子 RANKL (receptor activator of NF-κB 
ligand) により最も強く誘導される転写因子
であり  (Takayanagi H, et al. 2002 Dev 
Cell)、そのノックアウトマウスは心臓弁膜欠
損を主体とする異常により胎性致死である
(De la pompa JL, et al. 1998 Nature; 
Ranger AM, et al. 1998 Nature)。その骨特
異的ノックアウトマウスでは、破骨細胞分化
が抑制され Osteopetrosis (大理石病)を来す
ことが知られている (Asagiri M, et al. 2005 
J Exp Med; Winslow MM, et al. 2006 Dev 
Cell)。これらの事実は、NFATc1が破骨細胞
分化のマスターレギュレターとして重要な

分子であることを示している。破骨細胞分化
のプロセスは大きく分けて、(1)細胞融合・多
核巨細胞の形成といった形態変化から、(2)
骨表面への吸着・骨吸収窩の形成といった機
能発現のためのプラットフォームの形成、さ
らに、(3)HCl やカテプシン K などの骨吸収
因子群の合成・分泌の調節、(4)骨芽-破骨細
胞ネットワーク、など、複雑な過程が機能的
に結びついて緻密な制御が行われている(図
1)。実際に分化の各段階の必要性に応じて、
NFATc1が、TRAP (tartrate-resistance acid 
phosphatase), calcitonin receptor, 
cathepsin K, β3- integrinなどの生理作用の
異なる多彩な破骨細胞特異的遺伝子を次々
に転写活性化するが、これらの多種多様な下
流遺伝子群をどのような分子メカニズムで、
空間的・時間的な使い分けをしているが十分
に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、試薬添加後の骨芽細胞か
ら採取した conditioned mediumを用いて、
その破骨細胞分化に与える影響を検討する
実験系を確立し、RAGEシグナルによる破骨
細胞分化における骨芽細胞からの paracrine 
signaling の重要性を明らかにした。また、
骨芽細胞-破骨細胞のクロストーク解析をす
るための、骨芽細胞／破骨細胞共培養実験系
を構築している。また、転写因子複合体によ
るクロマチン・エピジェネティクスの機能制
御をゲノムワイドで解析する手法を開発し
ている。本研究では、これらのシステムを応
用・融合し、破骨細胞分化のマスター転写因
子 NFATc1を解析対象として、生化学的な転
写複合体解析技術と次世代型シークエンサ
ーによるゲノムワイドのエピジェネティク
ス・トランスクリプトーム解析を有機的に結
びつけることで、骨リモデリング制御の新た
な分子機構にアプローチし、骨エピジェネテ
ィクスの分子病態解明と創薬基盤の開発を
試みることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
具 体 的 な 方 法 論 と し て 、 chromatin 
immunoprecipitation（ChIP）とサイズフラ
クショネーション・タグアフィニティー精
製・mass-spectrometryなどのプロテオミク
ス手法を組み合わせることで、細胞内そのま
まの状態でクロスリンクを受けた機能的転
写因子複合体を精製し、そこに含まれる会合
分子群を同定し、機能解析を試みた。つまり、 
本研究では、これらの既に確立したシステム
を NFATc1 に応用して候補分子群を
LC-MS/MSにて同定する。そして、NFATc1
結合分子が実際に前破骨細胞系細胞株 RAW 
264.7 細胞に発現しているか、また実際に



RANKL依存性破骨細胞分化誘導時にその発
現が変化するかについて、RT-PCR や
Western blotにて発現解析を行った。さらに、
NFATc1自身の化学修飾変化の同定を試みた。
また、次世代型シークエンサーを用いた
NFATc1複合体に制御されるゲノムワイドの
転写産物解析(linc RNAも含む)を行い、その
RANKL刺激後の掲示的変化を比較検討し、
破骨細胞分化を機能的変化の側面から捉え
る事を試みた。 
 
４．研究成果 
前破骨細胞系細胞株 RAW 264.7 細胞に
RANKL 刺激を加え、破骨細胞分化誘導と
NFATc1下流遺伝子群の転写誘導を確認して
い る 。 ま た 、 human(or mouse) 
NFATc1-FLAG(and/or HA)のレンチウイル
ス及びレトロウイルス発現システムを構築
し、TAPと LC-MS/MSを組み合わせて新規
NFATc1 結合分子 (Factor A-E)の同定と
NFATc1自身の翻訳後修飾として、新たなメ
チル化やアセチル化部位の同定に成功した
(図 2)。 

また、NFATc1の結合分子（クロマチン複合
体構成分子）として、新規の候補分子の同定
をすることができた。これらの分子の中には、
WHSC1など先天性骨疾患の病因と考えられ
る因子が含まれており、これらの解析が
NFATc1の新たな機能制御機構を明らかにし
たものと考えられた。一方で、破骨細胞分化
においては RANKL-RANK シグナルによっ
て、細胞分化・融合・(破骨機能の)活性化と
いった一連のプロセスが、複雑かつ巧妙に調
節されているが、それらの各機能的下流遺伝
子発現がそれぞれどの段階でどのように調
節されているかは未だ不明な部分が多い。そ
こで我々は次世代型シークエンサーを用い
て RANKL 刺激における遺伝子発現変化を、
ゲノムワイドに解析すると同時に、ChIP-seq
でシグナル依存的なエピジェネティクス解
析を行う予定である。既に、RAW264.7 に
RANKL 刺激後、 48 時間の転写産物
(RNA-seq/TSS)解析をプレリミナリーに施
行した(図 3)。すると、過去の報告に一致し

て RANKL-RANK シ グ ナ ル を 介 し た
NFATc1シグナルを中心とした遺伝子制御が
確認され、TRAP、Calcitonin receptor、
Cathepsin K、Integrin β3、DC-STAMPなど
のNFATc1下流遺伝子は 6倍以上の転写誘導
が認められた(図 3)。一方、興味深いことに
最近注目を集めている長鎖非翻訳性
RNA(linc RNA)も多数認められ、破骨細胞分
化における新たな機能制御機構の存在が明
らかにされた。 
これらの一連の結果から得られた知見は、
NFATc1生理機能発現の根底で作用する核内
シグナルとクロマチン制御メカニズムの接
点で作用する機能的分子であることを示し
ている。従って、更に細胞内シグナル解析押
し進めることにより、新たな分子病態の解明
と新しいタイプの治療薬開発に結びつくこ
とが期待される。 
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