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研究成果の概要（和文）：コロモティブ症候群とメタボリック症候群のクロストークの分子機序の解明は糖尿病患者の
骨の脆弱性が明確であることからも重要である。我々は膵内分泌細胞の分化に重要な転写因子Pax6が、破骨細胞分化を
抑制すること、CRFが炎症性サイトカインによる膵β細胞の細胞死に対する保護作用があること、Netrin-4が破骨細胞
分化を抑制すること、骨芽細胞分化において細胞周期関連遺伝子上流のDNAメチルによる発現抑制が寄与することを見
出した。従ってPax6の転写やエピジェネティクス機能性を調節することにより、骨代謝疾患と糖代謝疾患に必須な未知
のクロストークを制御する新たな治療標的の探索や同定に繋がると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of molecular insights underlying the crosstalk between metabolic and 
rocomotive syndromes is important since it is clearly shown that most of diabetic patients accompanies 
with vulnerability of their bones, resulting from the bone destruction. Herein we found several evidence 
as below. First, a transcription factor Pax6, is critical for pancreatic endocrine cell differentiation, 
attenuates the differentiation of osteoclasts. Second, a neuropeptide CRF suppresses apoptosis of 
pancreatic beta cells treated with inflammatory cytokines. Third, endothelial cell-derived Netrin-4 
inhibits osteoclatogenesis. Lastly, the gene expression of a limited sets of cell cycle regulators 
mediated by DNA methylation might contribute to osteoblast differentiation. Control of Pax6 transcription 
and epigenetic functionality therefore may lead to explore and identify novel therapeutic targets upon 
unknown crosstalk essential for metabolic syndromes both of bone and glucose.

研究分野： 糖代謝、骨代謝、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病患者の骨脆弱性が指摘されている
ことから、「メタボ」と「ロコモ」の相互作
用の理解は、両疾患の予防法と治療法の開発
の観点からも重要である。例えば、脂肪細胞
から産生されるレプチンは中枢神経系を介
してグルコース代謝を促進すると共に
(Kamohara S, Nature 1997)、骨代謝におい
ては骨形成を抑制している(Takeda S, Cell 
2002)。また、骨芽細胞から分泌される骨形
成因子のオステオカルシンは膵β細胞の増
殖・インスリン分泌・インスリン感受性にも
必要であることが報告されている(Lee NK, 
Cell 2007)。脂肪細胞から分泌されるアディ
ポネクチンは血液中に分泌され II 型糖尿病
の主因であるインスリン抵抗性と肥満を改
善すると共に(Yamauchi T, Nature Med. 
2001; Iwabu M, Nature 2010)、骨代謝では
細胞内リン酸化酵素である AKT1 を介して破
骨細胞の分化を阻害することも報告されて
いる(Tu Q, J.Biol.Cell. 2001)。近年、筋
細胞から単離･同定されたイリシン(Irisin)
は運動することによって筋肉から血中への
産生･分泌が促され、肥満や耐糖能を改善し、
糖尿病の新規治療薬として期待されている
(Boström P, Nature 2012)。一方、イリシン
が骨形成因子Osterixの上昇を介して骨芽細
胞の分化を促進すること、さらに破骨細胞分
化誘導因子RANKLによる破骨細胞形成を抑制
することもごく最近報告された(Zhang J, 
ASBMR 2012, abstract)。このことは、運動
によって筋細胞から誘導されるイリシンが
糖代謝の改善のみならず、骨粗鬆症などの
「ロコモ」の改善にも寄与する可能性を示唆
している。このように、糖代謝と骨代謝の両
者を調節する因子は枚挙にいとまがない。こ
れまで本研究代表者は、細胞内シグナル伝達
経路p38MAPキナーゼ(p38)が破骨細胞の分化
に 必 須 で あ る こ と を 見 出 し て い る
(Matsumoto M, J.Biol.Chem.2000, 2004)。
また p38変異型ノックインマウスを用いた坐
骨神経損傷モデルにおいて、歩行困難な運動
器の回復に p38 を介した TNF-など炎症性サ
イトカインの産生が必要であることを示し
ている。一方で p38 が酸化ストレスによる膵
β 細 胞 の 生 存 に 必 要 で あ る (Kondo T, 
Mol.Endocrinol. 2009)ことから、神経系・
骨代謝の運動器と糖代謝のネットワークの
存在が示唆される。最近、本研究代表者らは、
神経ペプチド･コルチコトロピン放出因子
(CRF)が、グルコース濃度依存的にヒトとマ
ウス膵島からインスリンの分泌を促進する
ことを見出した(Huising M, PNAS 2010, 
Endocrinol. 2011)。また、CRF ファミリーの
ウロコルチン(Ucn)が CRF受容体(CRFR2)を介
して破骨細胞の分化を阻害することも明ら

かにしている(Defrance DJ, Endocrinol. 
1992)。さらに、CRF ファミリーの Ucn が糖代
謝の調節を行う膵内分泌細胞の分化に重要
な転写因子 Pax6 の発現を上昇させること、
レトロウイルスを用いて Pax6 を破骨細胞に
過剰に発現させると、in vitroで破骨細胞の
分化が顕著に抑制されることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 CRF ファミリーが in vivoと in vitroにお
いて膵β細胞からのインスリン分泌を促進
し高血糖を改善して糖代謝の機能に寄与す
るのみならず、骨代謝では in vitro で破骨
細胞の分化を抑制することが示された。これ
らの研究結果から、研究代表者らは、CRF フ
ァミリーが in vivo において転写因子 Pax6
を介して骨吸収を抑制する神経ペプチドと
して生体内で働いていると予測している。本
研究は、神経ペプチド CRF ファミリーによっ
て調節を受けている可能性のある Pax6 なら
びに分泌因子やDNAメチル化による制御に着
目し、糖代謝と骨代謝のクロストークによる
相互作用の分子メカニズムを解明すること
を目的にしている。 
（１）転写因子 Pax6 は膵臓や眼神経のさ
まざまな細胞分化に重要な働きをすること
が遺伝子欠損マウスおよび Pax6 変異モデ
ルで証明されている。これまでに我々は、
Pax6 がマクロファージ・破骨細胞に発現
し、破骨細胞マーカー遺伝子の発現を制御
していることを新たに見出した。本研究で
は Pax6 による細胞内転写制御因子を介した
破骨細胞に対する作用機序を明らかにする
ことを目的としている。 
 
（２）破骨細胞は様々な因子によって制御さ
れており、微小環境における外部因子によっ
て調節されている可能性が示唆されている。
神経軸索因子であるNetrin4は血管内皮から
も分泌されていることから、破骨細胞への作
用の可能性が考えられた。近年 DNA メチルか
などのエピジェネティクス制御が様々な細
胞分化に寄与することが報告されている。こ
のため、ロコモティブ症候群の予防･治療コ
ンセプトに不可欠である骨形成に重要な骨
芽細胞の新たな調節システムとして、我々は
DNA メチル化に着目し、新たな標的因子の同
定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）8-12 週齢の C57B/6J マウス大腿骨より
単核骨髄細胞を採取し M-CSF の存在下に 3日
間培養後 RANKL 処理を 5日間行った後、破骨
細胞の分化を誘導した。RANKL による分化誘
導前および分化誘導した細胞から total RNA
を回収した。Total RNA より cDNA合成後、TRAP, 
カテプシン遺伝子などの破骨細胞マーカー
遺伝子特異的プライマーによってPCR反応を
行った。TRAP 遺伝子プロモーター下流にルシ



フェラーゼ遺伝子をコードした TRAP-Luc レ
ポーターベクターと Pax6 発現ベクターを用
いて、HEK293 細胞へ遺伝子の導入を行い、24
または 48 時間後に細胞を回収し、レポータ
ーアッセイを行い、Pax6 による TRAP 遺伝子
の転写活性を測定した。 

（２）レトロウイルスの調製 
パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 Plat-E へ
Lipofectamine2000 を用いて pMXs ベクター
(pMXs-GFP, pMXs-Pax6, pMXs-変異型 Pax6)
の遺伝子導入を行った。48-72 時間後、培養
上清を回収し、0.45um フィルターメンブレン
で濾過後、破骨細胞前駆細胞に培養上清を添
加しレトロウイルスを感染させた。。 
（３）間葉系幹細胞株 ST2 細胞を用いた骨芽
細胞分化誘導 ST2 細胞に BMP4(50 または
100ng/ml)処理し、3日から 7日間培養を行っ
た。分化誘導後、アルカリフォスファターゼ
染色を行い、骨芽細胞分化の評価を行った。
分化誘導前後の細胞より total RNA を抽出し、
cDNA 合成後、定量 PCR 法によって、Runx2, オ
ステリクス、オステオカルシンなどの骨芽細
胞マーカー遺伝子の発現量を評価した。 
  
４．研究成果 
(１)膵内分泌細胞の分化に重要な転写因子
Pax6 による破骨細胞の分化抑制の分子機序 
破骨細胞のマスター制御因子 NFATc1の TRAP
遺伝子の転写活性が、PAX6 によって阻害され
る。しかしその機序は、興味深いことに Pax6
が直接 NFATc1 に結合するのではなく、
Groucho関連遺伝子Grg6が選択的に介在する
ことが明らかとなった。PAX６の転写機能領
域欠失変異体には、NFATc1 の転写活性化能を
阻害できないことから、Pax6 の C末端ドメイ
ンに Grg6 が介在する可能性が示唆された。
我々の Pax6 を回する破骨細胞の自己管理シ
ステムの仮説は、レトロウイルスによる Pax6
の過剰発現によって破骨細胞の分化が抑制
される事実より支持された。従って、破骨細
胞内因子である Pax6 は過剰な骨破壊が起こ
らないよう自身の細胞を監視し破骨細胞の
自己管理システムに寄与し正常な骨代謝の
平衡状態を調節していることが示唆され、破
骨細胞が多く存在するマウス大腿骨切片の
成長板近傍に Pax6 が局在することからも破
骨細胞特異的 Pax6 欠損マウスを用いた in 
vivo における Pax6 の生理機能の検証が待た
れる。 
 
（２）その他の破骨細胞制御因子の可能性 
血管内皮細胞由来の軸索制御因子 Netrin-4
が破骨細胞を阻害することが明らかとなっ
た。近年、他の神経軸索ガイダンス因子
Semaforin3A が破骨細胞の分化を調節するこ
とが報告され、神経系と骨とのクロストーク

の存在を強く示唆する重要な知見である。 
この他、DNA の塩基置換を伴わないメチル化
修飾によるエピジェネティックな調節がさ
まざまな細胞分化に関与することが報告さ
れているため、我々は間葉系幹細胞 ST2 細胞
を用いて、骨芽細胞分化に DNA メチル化が着
よする可能性を検討した。DNA メチル化阻害
剤を前処理した ST2 細胞に BMP4 処理した結
果、容量依存的に骨芽細胞の分化が抑制され
ることを見出した。骨芽細胞マーカー遺伝子
であるオステオカルシン、Osterix, Runx2 な
どの遺伝子の発現がDNAメチル化阻害剤処理
によって低下することが定量PCR法によって
観察された。一方、ヒストンメチル化阻害剤
では、BMP4 刺激による骨害細胞分化に影響を
受けなかったことより、DNA メチル化が選択
的に骨芽細胞分化に寄与すると考えられた。
DNA メチル化の標的遺伝子を同定するため、
DNA マイクロアレイ解析を実施した結果、細
胞周期を調節する興味深い遺伝子群を同定
した。これらの候補遺伝子の中で、ヒト遺伝
子において変異が起こると小頭症などの骨
代謝疾患の病態を呈するものに着目した。レ
トロウイルスによる過剰発現させたST2細胞
において、BMP4 処理による骨芽細胞分化が阻
害されることを見出した。以上より、骨芽細
胞分化の過程において、DNA メチル化が誘発
される細胞周期調節関連因子の発現が抑制
されることが、骨芽細胞分化を効率良く誘導
できる必要条件であることが判明した。 
これまでに我々は、破骨細胞分化に必須な
p38MAP キナーゼ(p38)変異モデルマウスを用
いて野生型に比較して骨吸収能が低下する
こと、神経損傷の回復による神経再生に p38
が必要であり、破骨細胞形成に必要な p38 を
回するシグナル伝達と破骨細胞形成を抑制
する転写因子 Pax6 との関係性について興味
深いと考えている。 
以上より、本研究成果によって破骨細胞分化
の制御因子である Pax6 を介する自己管理シ
ステムによって、過剰な骨破壊による骨粗鬆
症などの骨代謝疾患が発症しないよう破骨
細胞を監視して正常な骨代謝の平衡関係の
維持に寄与していると考えられる。一方、DNA
メチル化による骨芽細胞分化の重要性は、細
胞周期と骨形成との緊密な相互調節システ
ムの存在を示唆しており、今後さまざまなエ
ピジェネティクス制御を介する骨形成の分
子機序の解明に繋がると予測される。さらに、
Pax6 をはじめとする骨代謝と糖代謝の両側
面の恒常性の維持に重要な役割を果たす因
子の存在と、その均衡システムの破綻が病的
な糖尿病などの糖代謝疾患(メタボリック症
候群)や骨粗鬆症などの骨代謝疾患を含むロ
コモティブ症候群の発症原因となることが
明らかとなり、これらの予防または創薬標的



の同定とその機能解明によって新たな分野
の発展に繋がることが期待される。 
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