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研究成果の概要（和文）：ワシントン大学との国際共同研究にてヘルパーT細胞分化に重要な転写制御因子ThPOK
がNFATc1の転写と機能を介して破骨細胞形成を制御することを明らかにした。骨髄マクロファージにおける
ThPOK発現は破骨細胞分化因子であるRANKL刺激に伴い減弱するものの、ThPOK発現の欠損は破骨細胞分化には影
響しないこと。マクロファージへの過剰なThPOK発現は破骨細胞形成を制御するが、過度のThPOK発現はNFATc1プ
ロモーターに結合することでその転写を制御するという破骨細胞抑制効果のあることが示唆された。以上の結果
からThPOKはNFATc1の転写を抑制し破骨細胞活性を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Both LRF and ThPOK belong to the POK family of transcription repressors. 
Although LRF mediates osteoclast differentiation by regulating NFATc1 expression, the principal 
established function of ThPOK is transcriptional control of T-cell lineage commitment. Whether ThPOK
 affects osteoclast formation is not known. We find that marrow macrophage ThPOK expression 
diminishes with exposure to RANKL, but ThPOK deficiency does not affect osteoclast differentiation. 
On the other hand, enhanced ThPOK,in macrophages, substantially impairs osteoclastogenesis. Excess 
ThPOK binds the NFATc1 promoter and suppresses its transcription, suggesting a mechanism for its 
osteoclast inhibitory effect. Despite suppression of osteoclastogenesis by excess ThPOK being 
associated with diminished NFATc1, osteoclast formation is not rescued by NFATc1 overexpression. 
Thus, ThPOK appears to inhibit NFATc1 transcription and its osteoclastogenic capacity, while its 
depletion has no effect on the bone-resorptive cell.

研究分野： 歯科矯正学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最近、我々は破骨細胞活性化因子のRANKLとダイオキシン受容体AhRとのシグナルクロストーク解明によるマクロ
ファージから破骨細胞への分化機構の一端を明らかにした。ダイオキシン受容体の遺伝子破壊により、リガンド
暴露による口蓋裂がなくなるという報告もあり、生物作用への直接的な関与が示されはじめている。また、歯科
用レジンにも含まれるAhRリガンドが内分泌撹乱物質として働き破骨細胞分化を著しく抑制するといった報告も
あり、免疫細胞内でのAhRシグナル伝達機構や病的状況下での動態解析がダイオキシンの毒性発現、骨量調節の
メカニズム解明に本質的な知見を与えると共に、歯学系領域からの情報発信につながると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 本研究代表者は米国ワシントン大学 Steven L. Teitelbaum教授との国際共同研究によりヒストンのメ
チル化を調節する核内タンパク Additional sex comb like 2（ASXL2）が糖代謝、脂質代謝、及び骨代謝
を調節していることを明らかにした 1)。ASXL1は ASXL2 と同じヒストンのメチル化を調節する核内タンパ
クでありポリコーム群遺伝子の一つである。骨粗鬆症検体を用いたゲノムワイド関連解析（GWAS）を用
いたこれまでの共同研究では ASXL1がミエロイド系マクロファージの分化に重要な役割を果たすことが
報告されている 2)。ASXL1 が骨髄異形成症候群（MDS）や三角頭蓋、口唇口蓋裂、関節障害による小
下顎症などといった頭蓋顎顔面領域に多発性の骨代謝症状を示す稀少性先天異常 Bohring-Opitz
（BOP）症候群（OMIM#605039）の原因遺伝子であることが最近報告されたものの、ASXL1 変異と機能
的に予測されるエピジェネティック異常との関連は未だ不明瞭なままである。そこで、これらのファミリー
分子機能の全体像を明らかにすることで、造血幹細胞由来ミエロイド系の一つ破骨細胞におけるエピジ
ェネティック制御機構に関する基課題の基盤研究（B）の課題を発展させた包括的な理解を深めることと
した。さらに、エピジェネティック制御因子を原因遺伝子とする頭蓋顎顔面領域に重篤な症状を示す稀
少性遺伝子疾患 Bohring-Opitz症候群、骨粗鬆症や関節リウマチなどの病的状況下での新規骨リモデ
リング機構の解明を国際共同研究強化により実施することとした。 
 
(2) ダイオキシン受容体として知られる転写因子 aryl hydrocarbon receptor (AhR)は、様々な組織
に発現がみられ、最近になって一部の免疫細胞にも高発現していることが明らかになってきて
いる。これまで、エピジェネティック制御因子の一つ AhR が Receptor Activator of NF-κB Ligand 
(RANKL)シグナルを介した破骨細胞形成においても重要であることが報告されているものの、
破骨細胞における AhR の発現調節や AhR による破骨細胞形成の詳細なメカニズムについては
未だ不明な点が多い。最近、我々は破骨細胞活性化因子として知られている RANKL シグナルと
ダイオキシン受容体 AhR シグナル経路とのシグナルクロストーク解明によるマクロファージか
ら破骨細胞への分化や活性化・維持機構の一端を明らかにした 3)。ダイオキシン受容体の遺伝子破
壊によりダイオキシンリガンド暴露による発癌や口蓋裂形成がなくなるという研究によりダイオキシン受容
体の生物作用への直接的な関与が示されはじめている。また歯科用レジンにも含まれるビスフェノール
Aが内分泌撹乱物質として働き破骨細胞の分化を著しく抑制するといった in vitroでの報告もあり、免疫
細胞内での AhR シグナル伝達機構や骨折、顎関節を含む RA病態などといった病的状況下での動態
解析がダイオキシンの毒性発現、骨量調節のメカニズム解明に本質的な知見を与えると共に、歯学系
領域からの情報発信につながると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 国際共同研究を行う米国ワシントン大学医学部は常に米国国立衛生研究所からの研究費獲
得が全米でも上位にランクインし免疫学、遺伝学、代謝学の分野で著明な研究者が活躍している
世界的にもトップレベルの大学であり、全米でも数少ない骨代謝研究の研究拠点を形成してい
る。また、世界的にも有数の次世代シークエンス、GENETICS 関係のデータベースやマウス作製
FANTOM を保有しておりシステムを駆使することで遺伝子改変マウスが迅速に作製可能となる。そこで、
マクロファージや破骨細胞における ASXL1 や AhR と RANK/RANKL シグナルとのシグナルク
ロストーク機構を解析することを目的とするとともに関節リウマチ（RA）や骨折モデルを用い
た病的状況下に集積する破骨細胞の骨芽細胞、骨細胞とのカップリング機構や臓器連関、
RANKL-ASXL1-AhR シグナルクロストークをターゲットとするエピジェネティック代謝免疫療
法開発の可能性について解明することを目的とした。 
 
(2) LRF（Zbtb7a）と ThPOK（Zbtb7b）は発生、分化、がん化に関与する転写抑制の POK（BTB/POZ
と Kruppel）ファミリーに属していることがすでに報告されている。LRFは NFATc1発現を制御することに
よって破骨細胞分化を調節するものの、ThPOK の既に知られている機能としては T 細胞系譜の振り分
けの転写制御が代表的なものとして広く知られている。そこで、T 細胞の分化に関わる ThPOK 分子が
破骨細胞形成あるいは機能に影響しているかどうかは未だ明らかでないことが現状であるため、米国セ
ントルイスにあるワシントン大学へ実際に現地に赴き、Steven Teitelbaum 教授との国際共同研究を実施
することを目的とした。 
 
(3) これまで、Insulin-like growth factor （IGF）シグナルが Receptor activator NF-κB ligand（RANKL）
シグナルを介した破骨細胞形成においても重要であることが報告されている 4)。しかしながら、破骨細胞

における Insulin-like growth factor-I binding protein （IGFBP）による破骨細胞分化や骨代謝への詳細

な影響については未だ不明な点が多いのが現状である。そこで今回、IGFBP シグナルを介した破骨細

胞の分化および、骨折に対する反応を解析することを目的とした。 
 



３．研究の方法 
 
(1) まず破骨細胞分化ステージでの ASXL、AhR、ThPOK、IGFBP の役割を解析するために、
C57BL/6J 雌マウスの大腿骨より骨髄由来マクロファージ（BMM）を採取、培養を行った。その
後 RANKL（100 ng/ml）と M-CSF（50 ng/ml）で刺激し、刺激後 24 時間から 96 時間までの BMM
における ASXL、AhR、ThPOK、IGFBP の発現をリアルタイム PCR、ウェスタンブロットにより
解析した。 
(2) 次に、ASXL、AhR、ThPOK、IGFBP遺伝子を過剰発現させたC57BL/6J 雌マウスBMMをRANKL
（100 ng/ml)とM-CSF（50 ng/ml）を用いて破骨細胞へ分化を誘導し、酒石酸耐性酸性リン酸（TRAP）
染色キットを使用して多核の細胞を評価しました。また蛍光染色によるアクチンリング、骨吸収アッセイ、
CTx-ELISAの評価も行った。 
(3) また、各種破骨細胞マーカーの解析を定量 PCR、ウェスタンブロット法を用いて解析を実施した。さ

らに、in vitro において IGFBP の各ドメインである IGF binding ドメイン, Thyrogloblin type-1 ドメインや
AhR 各ドメインについての欠失体コンストラクトを作製し、ノックアウトマウス由来骨髄マクロファージへの

レスキュー実験を行った。 
(4) さらに、in vivo における実験のためMaes らの先行研究 5)に準じてマウス頚骨の骨折モデルを作製

し、骨折から 14 日目の評価を μCT、サフラニン O 染色、TRAP 染色を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 破骨細胞前駆細胞 RAW264.7 細胞を用い解析を行ったところ、ASXL1 は RANKL 刺激によ
って誘導されるが、ASXL1 のノックダウンによって H3K27me3 の脱メチル化が減少し、RANKL
による破骨細胞分化が誘導されることが判明し、さらに ASXL1ノックダウンにより Jmjd3 の約
40倍の発現上昇を認めた。一般的に、ポリコーム群は、ASXL1、2 と BaP1 からなる PR-DUB複
合体と、さらにヒストン H3 の 27番目の Lys をトリメチル化するタンパク複合体 PRC2（polycomb 
repressive complex 2）とヒストン H2A の 119番目の Lys をユビキチン化する活性をもつ PRC1 の
ふたつの複合体の共同を介して、多くの分化関連遺伝子群に結合し、転写抑制に寄与する。しか
しながら、ポリコーム群がどのように標的遺伝子群を認識し、それらの転写抑制に寄与するのか
明らかにされていない。そこで本国際共同研究においてマクロファージを RANKL 刺激後のサ
ンプルを用いてエピゲノム関連 PCR アレイを行ったところ、PRC2 複合体の一つである Ezh2
（Enhancer of zeste homologue 2）などが重要な役割を果たしている候補分子として明らかにする
ことができた。さらに、Ezh2 のノックダウンにより破骨細胞形成の著しい減少を認めた。 
 

(2) 研究代表者は米国セントルイスにあるワシントン大学の Steven Teitelbaum 教授との国際共同研究
にてヘルパーT 細胞の分化に重要な POZ-ZF 転写制御因子 ThPOK が NFATc1 の転写と機能を介し
て破骨細胞形成を制御することを明らかにした。LRF（Zbtb7a）と ThPOK（Zbtb7b）は発生、分化、がん
化に関与する転写抑制の POK（BTB/POZ とKruppel）ファミリーに属していることがすでに報告されてい
る。LRF は NFATc1 発現を制御することによって破骨細胞分化を調節するものの、ThPOK の既に知ら
れている機能としては T 細胞系譜の振り分けの転写制御が代表的なものとして広く知られている。T 細
胞の分化に関わる ThPOK 分子が破骨細胞形成あるいは機能に影響しているかどうかは未だ明らかで
ないことが現状である。今回の研究代表者による国際共同研究の成果として、骨髄由来マクロファージ
における ThPOK 発現は破骨細胞分化因子である RANKL 刺激に伴い減弱するものの、ThPOK 発現
の欠損は破骨細胞分化には影響しないことが明らかとなった。一方で、マクロファージへの過剰な
ThPOK発現は破骨細胞形成を制御することが判明した。過度の ThPOK発現は NFATc1 プロモーター
に結合することでその転写を制御するという破骨細胞抑制効果のあるシグナル伝達経路が示唆された。
過剰な ThPOKによる破骨細胞形成の抑制が減弱するNFATc1発現と関係しているにも関わらず、破骨
細胞形成能は NFATc1 の過剰発現によってはレスキューされないことが明らかとなった。以上の結果か
ら ThPOKはNFATc1の転写を抑制し、その結果として破骨細胞活性を抑制していることが示唆された。
研究成果は米国骨代謝学会のオンライン版機関誌である JBMR Plus 誌の論文においてセカンドオー
サーとして報告した 6)。 
 

(3) 本研究では、AhR の発現はマクロファージから破骨細胞分化における転写因子 c-Fos の発現
上昇と同じ比較的早い分化ステージで上昇し、骨恒常性を制御する因子となることが明らかと
なった。さらに、AhR による破骨細胞分化には RANKL シグナルを介した c-Fos の転写活性、ミ
トコンドリア生合成には PPAR-γ のコアクチベーターである PGC-1β を介した 2 つの独立した下
流のシグナル伝達経路が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。 
また、喫煙が骨粗鬆症のリスクファクターであることは疫学的にはよく知られた事実であるが、
そのメカニズムは十分に明らかにされていない。タバコの煙には発癌性物質が 100 種類以上含ま
れており、その中で最も強力な化学物質の一つが外因性 AhR リガンドとして知られている
benzo[a]pyrene（B[a]P）である。喫煙によって生体内の AhR は活性化され、炎症関連病態である
骨粗鬆症や関節リウマチ、変形性顎関節症(TMJ-OA）との関連が示唆されている。Lee らはタバ
コ煙中に含まれる多環芳香族炭化水素、B[a]P をラットに投与し、このダイオキシン受容体アゴ



ニストが骨量と骨強度を著しく低下させることを報告した 7)。こうした骨粗鬆症の誘発は、同じ
くダイオキシン受容体のアゴニストである 2, 3, 7, 8-TCDD によっても認められ、その効果はダ
イオキシン受容体のアンタゴニストとして知られるリスベラトールによって抑制される。これ
らの事実は、喫煙がダイオキシン受容体の活性化を介して骨粗鬆症を加速させる可能性を強く
示唆する。また一方で、必須アミノ酸のトリプトファン代謝物である FICZ(6-formylindolo[3,2-
b]carbazole)は高親和性の内因性 AhR リガンドとして知られており、FICZ による AhR の活性化
が皮膚の炎症を減弱し皮膚のターンオーバーに関与することが報告されている 8)。 

In vitro においてマウス骨髄より培養した前破骨細胞にタバコの煙成分である B[a]P による刺
激を行ったところ AhR/c-Fos シグナル伝達経路が破骨細胞分化調節に重要な役割を果たしてい
ることが明らかとなった。さらに、AhR−/−マウスでは、骨折の病的状況下において仮骨部への破
骨細胞の集積が少なく、その結果、化骨部のリモデリング不全により骨折治癒が遅延することを
見出した。次にタバコの煙成分である B[a]P を介した破骨細胞への影響解明を行うため、WT マ
ウス及び AhR−/−マウスに B[a]P を経口投与させ、下顎頭関節下骨部及び破骨細胞への影響を比較
検討した。その結果、WT マウス B[a]P経口投与群ではマイクロ CT による解析より著明な骨密
度、骨梁幅、骨梁間隔の増大を認めた一方で、AhR−/−マウスにおいては B[a]P経口投与による影
響がみられなかった。また、B[a]P経口投与群WT マウス及び AhR−/−マウスにおける下顎頭部の
TRAP染色を実施したところ、WT マウス B[a]P経口投与群では破骨細胞の著しい集積がみられ
たが、AhR−/−マウスにおいては、下顎頭下骨部において B[a]P経口投与による破骨細胞の活性の
変動を認めなかった。さらに、AhR 標的遺伝子の一つである Cyp1a1（cytochrome P4501A1）の
下顎頭部での発現解析を行ったところ、WT マウスにおいて著明な発現上昇を示した一方で、
AhR−/−マウスでは B[a]P経口投与による Cyp1a1 発現の変化を認めなかった。B[a]P 刺激による破
骨細胞形成能をサイトカイン RANKL およびM-CSF添加下での骨髄細胞の培養系において比較
したところ、破骨細胞形成能の上昇、TRAP、Cathepsin K、Integrin β3、Cyp1a1、Cyp1a2、NFATc1、
c-Fos などの各種破骨細胞マーカーの発現増加がみられた、一方で AhR−/−マウスでは B[a]P によ
る発現の変動を認めなかった。 
次に、内因性 AhR リガンドとして知られている FICZ における下顎頭への影響を解明するため
に過開口による TMJ-OA モデルマウスを用いて FICZ low群あるいは FICZ high群の二つの異な
る用量の FICZ を 1 週間に 2 回尾静脈注射を実施し、破骨細胞など骨吸収活性を指標として
vehicle投与群と比較検討した。TMJ-OA モデルマウスの下顎頭をマイクロ CT 解析によって形
態学的に解析した結果、下顎頭表面のびらんや骨密度、骨梁幅、骨梁間隔などの骨量の指標は
FICZ high群において無処置群と同程度にまで回復傾向を示した。組織学的解析においては TMJ-
OA モデルマウス下顎頭の過剰な TRAP 陽性破骨細胞の集積、TUNEL 陽性アポトーシス細胞
やアポトーシス実行因子である Caspase 3 分断化の割合は FICZ の投与用量依存的に減少傾向が
みられた。また、FICZ high群においてサフラニン O染色により下顎頭軟骨プロテオグリカン層
の回復を認めた。TMJ-OA モデルマウス下顎頭では AhR の標的遺伝子 Cyp1a1 の発現
上昇を認めたものの、FICZ 投与により有意に Cyp1a1 の発現低下がみられた。さら
に in vitro においても FICZ 添加により濃度依存的に TRAP 陽性破骨細胞形成能、お
よび破骨細胞において Cyp1a1 発現の低下を認めた。 
以上のことから、AhR リガンドである B[a]P および FICZは RANKL/c-Fos/Cyp1a1伝達経路を介して破
骨細胞分化や骨吸収において重要な役割を果たし、TMJ-OA を含めた AhR 関連の炎症性骨代謝疾
患における治療標的となることが示唆され、論文として研究成果をとめることができた 9)。また、本研究成
果はカナダのバンクーバーで開催された米国骨代謝学会（2023 年 10 月）及びアメリカ合衆国ヒュースト
ンで開催された gordon research conference（2024 年 1 月〜2 月）において成果の発表をそれぞれ現地
に赴き行った。さらに、カンファレンス後にワシントン大学に滞在（2024 年 2 月）し、破骨細胞を用いたバ
イオインフォマティクス解析の手技を Zou Wei 准教授より習得した。 
 
(4) BMMを RANKL（100 ng/ml）とM-CSF（50 ng/ml）で刺激し、刺激後 48 時間で mRNA レベルにお

いて、IGFBPの著しい発現上昇がみられた。さらに初期の分化マーカーNFATc1と発現パターンが類似

していることが明らかとなった。次に IGFBP 遺伝子を野生型マウスのマウス破骨細胞に過剰発現させた

ところ、破骨細胞形成の著しい亢進を認めた。またアクチンリングの結果も同様に破骨細胞機能の亢進

がみられ、ピットアッセイの結果より骨吸収エリアの亢進、CTx-ELISA より骨吸収の有意な増加を認めた。

一方で IGFBP のノックダウンによってコントロールと比較し TRAP 陽性破骨細胞数の低下が認められ

た。さらに、qPCR による解析を実施した結果、IGFBP ノックダウンによって各種破骨細胞マーカーであ

る NFATc1、Cathepsin K、TRAP、Calcitonin Receptor、integrin β3 などの発現低下が認めた。つぎに、

IGFBP ノックダウン BMMを RANKL とM-CSF とで培養を行い、ウエスタンブロット法により各種破骨細

胞マーカーの解析を実施したところ、NFATc1、Integrin β3、c-Src、Cathepsin K の蛋白レベルでの発現

低下がみられた。一方で、RANKやアダプター蛋白 TRAF6の発現に変化を認めなかった。また、ミトコ

ンドリアマーカー分画であるCⅢ、CIV-MTCO1は IGFBPノックダウンにおいては発現の低下がみられ、

CⅡ-SDHB や CⅠの発現パターンはコントロールと比較し、変化はみられなかった。また IGF binding ドメ
イン、Thyrogloblin type-1 ドメインについてのコンストラクトの過剰発現による IGFBP ノックアウトマウス由

来骨髄マクロファージへのレスキュー実験では IGFBP フルレングスの強制発現では破骨細胞形成のレ



スキューを認めたものの、各ドメインの欠失体では破骨細胞形成能の回復は認められなかった。次に in 
vivo に関して野生型マウス頚骨の骨折モデルに対する IGFBP ノックアウトマウスとの治癒の比較を行っ

たところ、IGFBP ノックアウトマウスでは μCT 解析によって骨折治癒遅延、サフラニン O 染色では軟骨

仮骨の残存、TRAP 染色では骨折部における破骨細胞集積の低下が認められた。 
破骨細胞への分化・活性化の過程で IGFBPが極めて重要な役割を果たしていることが示唆された。さ

らに初期の分化マーカーNFATc1 と発現パターンが類似していることから IGFBPは NFATc1 とほぼ同期

した比較的初期の分化ステージにおいて重要な役割を果たしていると考えられる。 
 IGFBP ノックアウトマウス由来骨髄マクロファージへのレスキュー実験においては、IGF binding ドメイン
および Thyrogloblin type-1 ドメインともに破骨細胞分化において重要な役割を果たしていることが明ら
かとなった。 
これらのことから、RANKL 刺激による IGFBP を介した経路が破骨細胞分化の NFATc1 とほぼ同期し
た比較的初期の分化ステージにおいて重要な役割を果たし、骨折治癒において重要な役割を果たし
ていることが明らかとなった。現在、投稿準備中である。また、本研究成果についてもカナダのバンクー
バーで開催された米国骨代謝学会（2023 年 10 月）において成果の発表を行い世界中の骨代謝の研
究者と有意義なデータの討論を行うことができた。 
 

(5) 2020 年度より国際共同を遂行するにあたって米国ワシントン大学医学部の Stven L. 
Teitelbaum 教授とは現在も本国際共同研究のための打ち合わせをメール会議など定期的に実施

している。破骨細胞におけるシングルセル解析や細胞系譜解析などエピジェネティクス研究の

手法について引き続き Wei Zou 准教授からオンラインやメール会議などで指導を受けている。

Steven L. Teitelbaum教授と本国際共同研究の成果やデータについて議論を重ね、現在投稿に向け

て論文を推敲中である。Covid-19 の感染拡大により、当初予定していた現地に赴いての共同研究

は制限されたが、米国骨代謝学会には積極的に情報収集のためオンラインで参加した

（ASBMR2021 Annual Meeting 2021年 10月 1日-10月 4日まで開催）。また、オミクロン株の流

行もあり渡米は困難であったため、Steven L. Teitelbaum教授、Wei Zou准教授のご厚意によりワ

シントン大学医学部骨代謝研究部門開催のオンラインセミナーを定期的に受講することができ、

最新の研究の情報を収集することができた。 
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