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研究成果の概要（和文）：RANKL誘発破骨細胞形成においてHhexのシス制御因子におけるヒストンH3のリジン27
トリメチル化修飾は維持され、リジン4トリメチル化修飾は減少し、Hhexの発現低下と関連していた。骨髄由来
マクロファージでHhexを過剰発現させると、RANKL誘導破骨細胞形成が抑制され、一方でHhexの抑制によって破
骨細胞分化は亢進した。破骨細胞系細胞におけるHhexの欠失は破骨細胞形成を促進し、海綿骨量を減少させたこ
とから、破骨細胞分化におけるHhexの負の制御的役割が明らかになった。Hhexはエピジェネティックに制御され
る破骨細胞分化抑制因子であり、破骨細胞前駆体の細胞周期と骨格の恒常性を制御する。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that the homeodomain containing transcription factor Hhex 
negatively regulates RANKL-induced osteoclastogenesis by modulating cell-cycle
progression. This study highlights the regulation of Hhex levels as a potential strategy to inhibit 
osteoporosis-induced bone loss and fractures.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 破骨細胞　エピジェネティック修飾

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究による研究成果は、破骨細胞に関わる分子生物学的研究において重要な結果を導いた。本研究による研究
成果によって、骨代謝学における破骨細胞の分子生物学的な制御機構の一端を明らかにすることが出来た。これ
によって、破骨細胞を制御することによって、骨粗鬆症を始めとした骨代謝性疾患の病態と制御機構について洞
察を深めることが出来たと考え、将来の臨床応用や社会的意義が高い研究成果であると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
骨粗鬆症は代表的な運動器疾患であり、骨粗鬆症に起因する大腿骨近位部骨折や椎体圧迫骨折
はわが国において近年増加の一途をたどり、高齢者の寝たきりの大きな原因となっている。骨粗
鬆症の治療薬としては、従来から使用されている選択的エストロゲンモデュレーターやビスフ
ォスフォネートや抗 RANKL抗体などの破骨細胞を標的とした骨吸収抑制薬に加え、PTH製剤
や抗スクレロスチン抗体など骨形成にも関与する薬剤も使用されている。しかしこれらの治療
薬には腸管からの吸収が不良であること、長期の使用によって静脈血栓や顎骨壊死などの副作
用を生じる可能性があること、投与期間が限られていること等の問題点が指摘されており、新し
い機序を有する骨粗鬆症治療薬の開発が切望されている。そのためには骨代謝の恒常性を司る
細胞の一つである破骨細胞の分化の制御機構を詳細に解明する必要がある。 
遺伝子の発現調節はヒストン修飾が重要な役割を果たしている。破骨細胞分化に伴い

H3K27me3 が脱メチル化し、H3K4me3 が残ることで遺伝子発現が促進される。昨今この分化
に則した H3K27me3が脱メチル化する遺伝子に関しては研究が進んでいるが、H3K4me3が脱
メチル化され遺伝子発現が抑制される遺伝子に関しては未解明な部分が多く、破骨細胞の分化
機序において重要な役割を持つことが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
近年、ヒストン修飾等によるエピジェネティックな遺伝子発現制御機構の研究が進み、様々な細
胞の分化制御に関与することが分かってきた。当研究室では、次世代シーケンサーの登場以来 10
年以上にわたり破骨細胞の発生分化におけるエピジェネティックな制御機構を研究し、破骨細
胞の分化を促進するメカニズムを解明してきた。また、破骨細胞の分化を抑制する遺伝子として
Hematopoietically expressed homeobox（Hhex）を同定した。Hhexは転写抑制因子であり、
肝臓や脳神経の分化制御に関わるほか、造血系細胞の分化抑制に関与する可能性が示唆されて
いる。 
本研究の目的は、マクロファージ、破骨細胞の分化制御における Hhexの機能を明らかにし、
骨・関節における役割や骨代謝制御機構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まずマウス骨髄マクロファージ及び RANKL 誘導性成熟破骨細胞において、
H3K4me3 及び H3K27me3 抗体を用いて ChIPseq を行い、ヒストン修飾の変化を解析する。
骨髄マクロファージにおいてヒストン H3K4me3 と H3K27me3 による修飾が入ったビバレン
トな状態から、成熟破骨細胞においてH3K27me3モノバレント修飾のみの状態に変化した遺伝
子群を解析し、その遺伝子群の一つである Hhexに注目して解析を進める。 
薬剤誘導性 Cre(Mx-Cre)、破骨細胞特異的 Creマウス(CtsK-Cre)に Hhex-floxマウスを交配
させ、骨形態計測や骨髄細胞、破骨細胞培養実験を中心に解析を行う。まず生理的な状態におけ
る骨代謝の解析を行うとともに、卵巣摘出による骨粗鬆症モデル(OVX モデル)を作成し、閉経
後や加齢に伴う骨粗鬆症におけるHhexの役割についても検証する。 
CT を用いて長管骨や椎体骨の骨微細構造を解析するほか、組織切片を作成して形態計測を
行う。またマーカーに対する免疫染色を行い、破骨細胞、骨芽細胞、骨細胞、マクロファージな
どの細胞の分布、数を定量評価する。生体の骨組織内で実際にどのような細胞が Hhex陽性であ
るかを検証する。In vitroの解析実験では、マウス大腿骨及び脛骨から骨髄細胞を抽出し、発現
解析や細胞周期解析に用いる。M-CSF、RANKL 刺激によって破骨細胞への分化を誘導し、成
熟破骨細胞の形成について評価する。 
 
４．研究成果 
(1) Hhexは破骨細胞分化においてエピジェネティック修飾を受けて制御される 
骨髄マクロファージ及び RANKL 刺激によって分化した成熟破骨細胞のヒストン修飾の変化を
ChIPseqを用いて解析した。骨髄マクロファージにおいてヒストンH3K4me3とH3K27me3に
よる修飾が入ったビバレントな状態から成熟破骨細胞において H3K27me3 モノバレント修飾
のみの状態に変化した遺伝子群を解析し、ホメオドメイン転写因子である Hhex 遺伝子を抽出
した。 

Hhex 遺伝子発現は RANKL 刺激後経時的に減少し、免疫細胞染色による解析において骨髄
マクロファージにおいてHhexは核に濃染され、RANKL刺激後その染色性が減弱した。さらに
カルシニューリン阻害剤である FK506を添加すると、Nfatc1の核内移行や自家増幅が減少し、
Hhexの発現も減少した。Blimp1は Irf8, MafB, Bcl6等の抑制系分子を抑制することで破骨細
胞分化を促進することが知られている。FK506は Blimp1やNfatc1の誘導を抑制し、Hhexの
発現と負に相関することがわかった。これらのことから Hhexは Nfatc1依存的に Blimp1によ
って負に制御されていることが示唆された。 
 



(2) Hhexは破骨細胞分化に対する負の制御因子である 
破骨細胞分化における Hhexの役割について調べるために、pMX-Hhex-IRES-Puroレトロウイ
ルスベクターを用いて骨髄マクロファージにおける Hhex の強制発現実験を行った。破骨細胞
分化における Hhex を強制発現すると、破骨細胞分化は強力に抑制された。pMX-IRES-Puro-
Hhex–enhanced green fluorescent protein (EGFP)を用いた実験においても同様にHhexの強
制発現により破骨細胞の分化が抑制された。また反対に Hhexfl/fl マウス由来骨髄細胞に pMx-
Creレトロウイルスを感染させてHhex発現を抑制させると、RANKL誘導性破骨細胞分化は亢
進した。 
これらの結果から Hhex は RANKL 誘導性破骨細胞分化において負に制御する因子であるこ
とが示唆された。 
 
(3) Hhex発現の減少は骨量低下を誘導する 
Hhex遺伝子のホモ欠損は胎生致死のため、コンディッショナルノックアウトマウスを使用した。
Mx-1Cre/-Hhexflox/flox マウスと Hhexflox/flox マウスの骨形態について解析を行った。Mx-1Cre/-

Hhexflox/floxマウス由来骨髄細胞では Hhex の発現がほぼ完全に欠失し、破骨細胞分化過程にお
いてもHhexの発現は欠失していた。 

In vivoでHhex欠失による変化を調べるために、Cre-loxPシステムを用いたコンディッショ
ナルノックアウトマウスを作出した。pIpC(polyinosinic-polycytidylic Acid)を投与して Cre 
recombinase を誘導して Hhex 欠損を生じさせ、骨形態を解析した。CT で大腿骨の骨梁構造
を調べると、Mx-1Cre/-Hhexflox/floxマウスでは、骨量、骨梁幅、骨梁数が減少していた。TRAP染
色では、Mx-1Cre/-Hhexflox/floxマウスは Hhexflox/floxマウスに比べて TRAP陽性破骨細胞数が著明
に増加していた。 
さらに、破骨細胞特異的な作用を評価するために Cathepsin K-Cre knock in マウスと

Hhexflox/floxマウスを交配させて解析を行った。CtsKCre/-Hhexflox/floxマウス由来骨髄細胞において
RANKLによる破骨細胞分化誘導すると、Hhexの発現は著明に減少し、破骨細胞分化は亢進し
た。CtsKCre/-Hhexflox/floxマウスにおいて卵巣摘出手術を施して骨粗鬆症を誘導すると、コントロ
ールマウスに比べて骨量、骨梁数、骨梁幅の著明な減少が見られた。 
これらの In vivo、In vitroの解析結果から Hhexによる破骨細胞分化に対する負の制御作用
が明らかになった。 
 
(4) 破骨細胞分化に対する Hhexの作用機序 
続いて Hhex による破骨細胞分化抑制の作用機序を解明するために、細胞増殖能や細胞周期に
ついて調べた。Mx-1Cre/-Hhexflox/floxマウスと Hhexflox/floxマウス由来骨髄マクロファージを用い
て細胞増殖能を調べた所、Mx-1Cre/-Hhexflox/floxマウス由来骨髄マクロファージでは、Hhexflox/flox

マウス由来骨髄マクロファージと比べて細胞増殖が減少していた。さらに細胞周期について調
べると、Hhexの欠失によって S期が減少して G1期が増加していた。このことから、Hhexは
細胞周期を制御し、Hhexの欠失は G1期停止を導くことが示された。 
 Hhex は Cdkn2 に結合し、PRC2 に結合することで直接的に H3K27me3 のエピジェネティ
ック修飾機構による抑制に作用することが知られている。また、Hhex の欠失は Cdkn2 を誘導
し、造血幹細胞の自己複製を抑制する(Shields BJ, et al. Genes Dev.30:78,2016)。 
そこで、骨髄マクロファージにおけるHhexの強制発現や抑制による Cdkn2の発現への影響
について調べた。ChIPseqデータにおいて Cdkn2a遺伝子上での変化を調べると、H3K27me3
は成熟破骨細胞で減少し、H3K4me3は変化しなかった。RANKL刺激後 72時間では Cdkn2a
の発現は上昇し、Hhexの過剰発現によって減少、Hhexの抑制によって上昇した。 
 
以上、これらの解析結果を学術論文としてまとめ、報告した(Watanabe H, et al.JBMR Plus. 
6:e10608,2022)。ホメオドメインを含有する Hhex は RANKL 誘導性破骨細胞誘導を負に制御
した。サイクリンキナーゼ阻害剤である Cdkn2は破骨細胞前駆細胞においてHhexにより負に
制御され、Hhexの欠失によって細胞周期 G1期が増加した。これらのことから破骨細胞分化に
おいて、Hhexは破骨細胞前駆細胞の細胞周期をを調節することで、自身もエピジェネティック
修飾を受けながら破骨細胞の分化を制御していることが明らかになった。 
本研究では破骨細胞分化過程においてヒストン修飾が H3K27me3 モノバレントな状態に変
化する遺伝子としてHhexを取り上げて解析を行った。この成果によって、骨の恒常性機構の一
端を明らかにすることが出来た。本成果を基に、今後はさらに破骨細胞のヒストン修飾による制
御機構について調べ、骨代謝制御機構の解明を目指す。 
 
 
【論文報告】 
Watanabe H, Okada H, Hirose J, Omata Y, Matsumoto T, Matsumoto M, Nakamura M, Saito 
T, Miyamoto T, Tanaka S. Transcription Factor Hematopoietically Expressed Homeobox 
Protein (Hhex) Negatively Regulates Osteoclast Differentiation by Controlling Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitors. JBMR Plus. 6(4):e10608,2022. 
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