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研究成果の概要（和文）： 多様な生物活性をもつ TGF-βファミリーと細胞特異的転写因子であ
る Mitf に注目し、破骨細胞分化過程における分子機序の一端を明らかにすることを目的とした。
RANKL 刺激による破骨細胞分化過程において、Mitf-E アイソフォームの発現が重要であった。
この分化過程における TGF-βファミリーの添加では、Mitf-E と各種分化マーカー遺伝子の顕著
な発現増加がみられ、多核化、巨大化した破骨細胞が認められた。TGF-βファミリーによる破
骨細胞分化誘導刺激は、発現増加した Mitf-E を介して部分的に制御されているのかもしれない。 
 
研究成果の概要（英文）：We explored the role of TGF-β family that regulates a broad range of 
biological processes and Mitf that is a tissue-specific transcription factor, in the process of 
RANKL-induced osteoclast formation. This study indicates that Mitf-E plays a crucial role in 
osteoclastogenesis, and that the TGF-β family positively regulates the expression of Mitf-E as well as 
osteoclast marker genes. Stimulatory activity of the TGF-β family on osteoclastogenesis may be partly 
elicited through up-regulation of Mitf-E. 
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物が繰り広げる生命現象は、大変
複雑だが、ほとんど全ての細胞内で働いてい
る情報伝達経路は、MAP kinase 経路、Protein 
kinase A 経路、Smad 経路、JAK/STAT 経路を
はじめとした 10-20種類程度に限られている。
これは、未だ発見されていない情報伝達経路
が数多く残されていることを意味している
のではなく、限定された細胞内情報伝達経路
が時空間的制御のもと、繰り返し利用される

ことを通して、様々な機能を発揮すると考え
られている。つまり、細胞の種類に関わらな
い普遍的な情報伝達経路の多彩な機能こそ
が、多細胞生物固有の営みを可能にしている
と考えられる。一方で、細胞にはその細胞特
異的に発現し、特有の機能を発揮する因子も
存在する。代表者らは、普遍的な情報伝達機
構は、細胞特異的な情報伝達機構と相互に関
連しあって細胞特異的な機能を惹起すると
いう作業仮説のもと研究を推進している。 
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 動物の様々な生命現象を制御する重要な
サイトカインである TGF-βファミリーは、細
胞内に普遍的に存在する情報伝達因子 Smad
を介して様々な細胞を分化成熟させる。代表
者らは、生命現象の主要な普遍的情報伝達経
路の一つである、この Smad 経路（TGF-βフ
ァミリー経路）に注目し、詳細な解析を行っ
てきている。さらに、破骨細胞、色素細胞、
マスト細胞など限定された細胞において特
異的に発現し、細胞分化にかかわる転写因子
である Microphthalmia-assosiated 
transcription factor (Mitf)に注目し、色
素細胞やマスト細胞における Mitf isoform
の転写活性、ならびに Mitf isoform と Smad
経路の関係について検討してきた。その結果、
各 Mitf isoform が異なる転写活性を示すこ
と、Mitf と Smad は機能的・物理的に相互作
用し、その関係は、isoform ならびに標的遺
伝子特異的であることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 これまで知られている TGF-βファミリー
ならびに Mitf の主要な役割は、細胞の分化
制御に関するものである。したがって、上述
の細胞の種類に関わらない普遍的情報伝達
経路と細胞特異的因子は細胞分化の過程に
おいて最も強く相互作用すると考えられる。
しかしながら、代表者らがこれまでに調べて
きた細胞は、既に完全に分化しているか、あ
るいはほとんど最終分化を迎えた細胞であ
り、真の生物学的意味における両者の関係に
ついては、依然として不明である。免疫担当
細胞であるマスト細胞の前駆細胞を用いて
その成熟における TGF-βファミリーと Mitf
の役割を検討してきた。本研究では、これら
の因子を発現し、形態的にも機能的にも分化
段階を明確に捉えることができる破骨細胞
分化に注目して、TGF-βファミリー（普遍的
因子 Smad）と細胞特異的転写因子 Mitf の相
互作用、細胞内情報伝達の分子機序の一端を
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 RAW264 細胞などマクロファージ系培養細
胞株を用いて、RANKL 処理による破骨細胞様
細胞への分化誘導において Mitf の遺伝子発
現や応答遺伝子発現制御機構を調べるとと
もに、分化過程における TGF-βファミリー
（代表的ligandであるTGF-β、アクチビン、
BMP）刺激の影響を形態学的、機能的（骨吸
収能など）及び細胞内の分子変化を遺伝子発
現とタンパク質レベルで解析した。 
 細胞培養技術、クローニング技術、発現系
ベクターの構築、real-time PCR 定量解析、
DNA シークエンス法、レポーターアッセイ、
siRNA による遺伝子ノックダウン法、Western 
blot 法などの手法を利用した。 

 
４．研究成果 
 破骨細胞様細胞への分化過程において、各
Mitf アイソフォーム遺伝子に特異的な
RT-PCR 解析を行ったところ、Mitf-E アイソ
フォームの特徴的な発現があることがわか
った（図 1）。  
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. RAW264.7 細胞における破骨細胞分化 

   過程における Mitf-E の特異的発現 
 
RANKL による破骨細胞分化誘導において、
TGF-βファミリー刺激を行うと、Trap 染色に
よる形態学的観察では、BMP とは異なり、TGF-
βやアクチビン刺激によって、より顕著な多
核の融合した巨大な破骨細胞様細胞が認め
られた（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 TGF-βファミリー刺激による破骨 
   細胞の巨大化 
 
また、各種破骨細胞分化マーカー遺伝子と
Mitf-E mRNA の定量的 real-time RT-PCR 解析
では、アクチビン刺激時に Acp5、Ctsk、Oscar
などの遺伝子並びに Mitf-E がより多く発現
していた（図 3）。さらに、細胞融合に関連す
ると考えられる Itgb3遺伝子の発現も有意に
増加した。これらと同様の現象は、マウス骨
髄由来細胞を用いた、破骨細胞様細胞へ再現
性よく分化させる初代培養系でもみられた。
Mitf-E の役割を調べるために、RANKL 刺激に
よる破骨細胞分化誘導において siRNAによる



 

 

Mitf-E ノックダウンを行うと、各種破骨細胞
分化マーカー遺伝子の mRNA 発現量が低下し
ているだけでなく、破骨細胞様細胞の形成数
が有意に減少するなど形態学的な分化抑制
も確認した。アクチビンによる破骨細胞分化
誘導刺激は、発現増加した Mitf-E を介して
部分的に制御されているのかもしれない。 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
図 3 RANKL 誘導破骨細胞分化における 
  Activin 刺激による Mitf-E と各種破骨 
  細胞分化マーカー遺伝子の発現 
 
各種破骨細胞分化マーカー遺伝子のプロモ
ーター領域を含むレポータープラスミドを
構築し、HepG2 細胞を用いたレポーターアッ
セイを試みたが、Mitf アイソフォームによる
発現応答の有意な相違は認められなかった。
RAW264.7 細胞で恒常的に Mitf-E を発現する
安定株を作製し、破骨様細胞誘導実験を行っ
たが、形態や分化マーカー遺伝子発現に特に
大きな変化はみられなかった。各種細胞内シ
グナル伝達因子（Smad、ERK など）のリン酸
化を調べたが、有意な変化は見つけられなか
った。 
 
 昨年、他グループによって破骨細胞分化に
おける Mitf-Eの重要性が報告されたが、TGF-
βファミリーとの相互作用について調べた
例はなく、本研究は意義がある。Smad と Mitf
の相互作用およびこれらの応答遺伝子の発
現制御機序について今後さらに詳細な解析
を行う。その他、本研究遂行過程で、RAW264
細胞の TGF-βの刺激は、通常の細胞内情報伝
達経路である AR-Smad のリン酸化の他に、
BR-Smad のリン酸化も予期せずに起こすこと
がわかった。この点について、今後 TGF-βの
多様な生物活性を説明する派生研究への展
開も図る。 
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