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研究成果の概要（和文）：骨細胞への分化におけるエピゲノムに着目し、分化培地で 4 週間以

上培養したMC3T3E1細胞では、骨細胞マーカーの十分な発現を認めなかった。このことから、

骨細胞マーカー遺伝子の転写開始点におけるヒストン H3の K4および K27のメチル化修飾を

評価したところ、ともに修飾された bivalent な状態であった。そこで、転写抑制性修飾である

K27 の脱メチル化酵素の一つである Kdm6A に着目し、Kdm6A 遺伝子座に loxP 配列を挿入し

た Kdm6A flox マウスを作出した。 

 
研究成果の概要（英文）： MC3T3E1 cells treated with differentiation medium could not 

express osteocyte marker genes. Therefore, we focused on epigenetic regulation during 

osteocyte differentiation. ChIP analyses revealed that methylation levels of H3K4 and K27 

on transcriptional start sites of osteocyte marker genes were bivalent status, suggesting 

that demethylation of H3K27 might to be essential for the differentiation from osteoblast to 

osteocyte. To examine physiological impact of this phenomenon, we generated flox mice of 

Kdm6A, demethylace for H3K27. 
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１．研究開始当初の背景 

 高齢化が進む先進諸国において、健康寿
命の拡大が期待される中、易骨折性を認める
骨粗鬆症患者数は我が国で約 1000 万人存在
すると推計されているが、その内わずか 1/3
のみしか何らかの治療を受けていないと推
定されているが、健康長寿を獲得するために
は、骨粗鬆症の克服が急務と言える。現在、
臨床上治療に用いられている主な薬剤は、一
部を除きその多くが骨吸収抑制剤であり、骨
形成促進治療は副甲状腺ホルモンの間欠投
与など、極めて限られている。しかしながら、
既存の骨吸収抑制剤をはじめとした治療法

による合併症や組織選択性の問題などがあ
り、骨形成促進をはじめとした新規薬剤の開
発が期待されている。 
骨吸収抑制剤以外の骨粗鬆症治療法開発

が困難を極めている原因として、骨組織中の
およそ 90％を占める骨細胞の機能および骨
芽細胞から骨細胞への分化に関する詳細な
分子メカニズムのほとんどが不明であるこ
とがあげられる。間葉系幹細胞から骨芽細胞
への分化においては、主要転写因子である
Runx2 や Osterix の発見により、その詳細が
明らかにされつつあるものの、骨芽細胞から
骨細胞への分化に関する分子メカニズムは、
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ほとんど解明されていない。 
 そこで現状を打開する手がかりとしてエ
ピゲノム制御に着目する。全ゲノムが解読さ
れた現在、いわゆる遺伝子情報のみでは説明
困難な生物現象が、第 2の遺伝暗号とも言わ
れるヒストン修飾や DNA修飾をはじめとした
エピゲノム制御を理解することで解き明か
されつつあるが、骨・関節におけるエピゲノ
ム制御の生物学的重要性の解明はほとんど
報告されていないと言える。そこで、骨芽細
胞から骨細胞への分化において、エピゲノム
制御の分子メカニズムが解明されれば、新た
な骨粗鬆症疾患病態を紐解くことが可能に
なり、様々な新規治療技術への応用が期待で
きると考え、本研究の着想に至った。 
 

２．研究の目的 

 我が国をはじめとする先進諸国において
は、高齢化社会が急激に進行しているが、高
齢化が進む社会全体にとって、生命寿命のみ
ならず、健康寿命をも延ばしていくことが必
須の克服課題である。全ゲノムが解読された
現在、いわゆる遺伝子情報のみでは説明困難
な生物現象が、第 2の遺伝暗号とも言われる
ヒストン修飾や DNA修飾をはじめとしたエピ
ゲノム制御を理解することで解き明かされ
つつあるが、骨・関節におけるエピゲノム制
御の生物学的重要性の解明はほとんど報告
されていないと言える。そこで、骨芽細胞か
ら骨細胞への分化におけるエピゲノム修飾
変化ならびにその制御因子を同定すること
ができれば、新たな骨粗鬆症疾患病態を紐解
くことが可能になり、様々な新規治療技術へ
の応用が期待できると考え、本研究の着想に
至った。 
 
３．研究の方法 

 MC3T3E1 細胞を用いて、培養による骨細
胞分化系を導入し、その分化前後でのエピゲ
ノム修飾、特にヒストン修飾を中心に変化を
確認すると同時に、Microarray解析にてヒス
トンリジン残基のメチル化および脱メチル
化酵素の発現変動を確認する。現在、骨細胞
へと分化を果たしたと考えられる所謂分化
マーカーとして、Dmp1 や Sclerostin などの
分子が同定されている。これらの遺伝子発現
を指標として、培養骨芽細胞の分化程度を判
定し、そのマーカー遺伝子の発現前後で、エ
ピゲノム修飾変化やエピゲノム制御因子の
発現変動を比較することで、骨細胞分化に最
も寄与すると考えられるエピゲノム修飾な
らびに制御因子の同定を試みる。申請者は、
予備的実験ではあるものの、マウス新生仔頭
蓋冠由来初代培養骨芽細胞の培養系におけ
るヒストン脱メチル化酵素群の一部 Jmjd フ
ァミリーの分化段階に沿ったの発現変動を
確認しており、このような遺伝子発現変動を

手掛かりにエピゲノム制御因子の同定を試
みる予定である。 
 さらに、たんぱく質を抽出し、細胞全体と
してのヒストン修飾変動を特に Histone H3
リジン残基のメチル化を中心に網羅的に
Western blot法にて確認する。同時に、Dmp1
発現を指標とするため、Dmp1転写調節領域に
おけるヒストン修飾変化を ChIP にて確認す
る。さらに、分化前後の細胞から、RNA を抽
出し Gene Expression Microarray を行うこ
とにより、これまでに明らかとなっている発
現変動遺伝子のみならず、機能未知遺伝子に
ついてヒストン修飾に関連する機能ドメイ
ンから着目し、軟骨分化に関連するエピゲノ
ム制御因子の候補を絞り込む。 

 

 
４．研究成果 
 (1)骨芽細胞系細胞株 MC3T3E1細胞は、骨細
胞への分化を認めない。 
 骨芽細胞から骨細胞への分化過程を理解
することにより骨形成促進剤開発へとつな
がると考え、MC3T3E1 細胞をアスコルビン酸
およびβグリセロリン酸含有の分化培地で 4
週間以上培養し、経時的に細胞を回収。RNA
を抽出しリアルタイム RT-PCR 法により、骨
細胞マーカー（Dmp1、Mepe、Sost）遺伝子お
よび骨芽細胞分化マーカー（OCN）の発現を
解析した。その結果、OCN は時間経過にそっ
て、その発現が有意な上昇を認めたものの、
骨細胞マーカー遺伝子群は、軽微な変化は認
めたものの、ほとんど発現変動を示さなかっ
た。このことから、骨細胞マーカー遺伝子の
転写調節に関連するクロマチン構造を制御
するエピゲノムに着目した。 
 
（2）MC3T3E1細胞の骨細胞マーカー遺伝子の
転写は負に制御されている。 
 そこで、エピゲノム修飾の代表であるヒス
トン修飾に着目した。ヒストン H3K4 のメチ
ル化は転写促進に、H3K27 のメチル化は転写
抑制に関与することが知られている。骨細胞
マーカー遺伝子群の転写開始点（ TSS: 
Transriptional Start Site）における H3K4
および K27のメチル化修飾を ChIP（クロマチ
ン免疫沈降反応）で評価したところ、すべて
の骨細胞マーカー遺伝子の TSSにおいて H3K4
および K27 が同等に修飾されていることが
明らかとなった。このことから、骨芽細胞か
ら骨細胞への分化には、抑制性修飾である
H3K27 の脱メチル化が必要であり、MC3T3E1
細胞ではこの脱メチル化が充分でないこと
から、骨細胞へ分化しないことが示唆された。 
 
（3）脱メチル化酵素遺伝子欠損マウスの作
出 
 H3K27 の脱メチル化酵素としては、Jmjd3



 

 

と Kdm6Aの 2種の酵素が知られている。すで
に Jmjd3遺伝子欠損マウスは存在しているこ
とから、Kdm6A 遺伝子欠損マウスの作出を試
みた。ES 細胞に Replacement vector を用い
て、Kdm6A floxマウスを作出し、全身性 Cre
リコンビナーゼ発現マウスである CMV-Creマ
ウスと交配させることにより、Kdm6A 遺伝子
欠損マウスを作出し、RT-PCRにて遺伝子発現
を認めないことを確認した。 
 今後、後期骨芽細胞-初期骨細胞で Cre を
発現する Dmp1-Creマウス（または、OCN-Cre
マウス）との交配により、骨芽細胞から骨細
胞への分化における Kdm6Aの生体内高次機能
を明らかにする予定である。 
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