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研究成果の概要（和文） 
 本研究期間内では、骨芽細胞と破骨細胞が直接接触することによりカルシウムオシレーション

非依存的な破骨細胞分化シグナルが活性化すること、この分化シグナルを誘導する分子は骨芽細

胞の膜画分に存在することが明らかとなった。また、骨芽細胞との接触により破骨細胞内のCot 

kinase（リン酸化酵素）が活性化され、破骨細胞分化のマスター分子であるNFATc1をカルシウム

非依存的に活性化する分子機構を明らかにした。これらの結果は、新たなNFATc1活性化機構を通

した破骨細胞分化制御機構を発見した、という点で非常に興味深い知見といえる。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, I found that direct contact between osteoclasts and osteoblasts, 

especially membrane fraction molecule(s) of osteoblasts, is required for the induction 

of Ca2+ oscillation-independent osteoclastogenesis. Moreover, I revealed that Cot, a 

serine/threonine kinase, existing in osteoclast, was activated by cell-cell interaction 

with osteoblasts, and directly phosphorylates NFATc1 which is a critical transcription 

factor for osteoclastogenesis. The phosphorylation by Cot increased the stability of 

NFATc1 resulting in up-regulation of their protein levels. Taken together, we propose 

the new activation mechanism of NFATc1 followed by osteoclastogenesis, that is increasing 

NFATc1 stability by Cot-mediated phosphorylation in the Ca2+ oscillation-independent 

manner. 
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１．研究開始当初の背景 
 転写因子 NFATc1 (nuclear factor of 
activated T cells)が破骨細胞分化のマスタ
ー遺伝子として報告 (Takayanagi H. et al. 
(2002) Dev. Cell 3, 889-901)されて以降、
ITAMモチーフをもったDAP12/FcRγ (Koga T. 
et al. (2004) Nature 428, 758-63)、PLCγ2 
(Mao D. et al. (2006) J. Clin. Invest. 116, 
2869-79) や  RGS10 (Yang S. and Li YP. 
(2007) Genes Dev. 21, 1803-16) といった
細胞内カルシウム動態（カルシウムオシレー
ション）に関わる分子のノックアウトマウス
に関する報告が次々となされ、いずれも in 
vitro、in vivoともに破骨細胞分化に異常が
あることが証明された。転写因子 NFAT ファ
ミリーは、カルシウム/カルモジュリンによ
って活性化される脱リン酸化酵素カルシニ
ューリンによって脱リン酸化され、核内へ移
行することでその転写活性が発揮されるこ
とから、破骨細胞分化制御機構の主軸はカル
シウムオシレーション/カルシニューリン依
存的な NFATc1 の活性制御であると考えられ
ていた。 
 一方、破骨細胞などの非興奮性細胞の細胞
内カルシウム動態は小胞体膜上に存在する
カルシウムチャネル、イノシトール３リン酸
受容体(IP3R)からのカルシウム放出が中心
的な役割を果たす。実際、NFAT が IP3R の下
流で活性化されることが複数の実験系で報
告されている(Sugawara H. et al. (1997) 
EMBO J. 16, 3078-3088, Saneyoshi et al. 
(2002) Nature.417,295-9)。こうした今まで
の知見から、申請者は IP3R ノックアウトマ
ウスでも「破骨細胞分化誘導時に観察される
カルシウムオシレーションが消失し、破骨細
胞分化に異常が認められるであろう」、と予
想していた。しかしながら、予想に反し、I P 
3R ノックアウトマウスの生体内では破骨細
胞の分化が正常に誘導されており、骨量、破
骨細胞数ともに野生型マウス間との差は認
められなかった。さらに解析を進め、IP3R ノ
ックアウトマウス由来の細胞は、破骨細胞の
単独培養条件下では分化が阻害されるが、骨
芽細胞との共存培養条件下では分化が誘導
されること、分化した破骨細胞でもカルシウ
ムオシレーションが全く観察されないこと
を発見した。以上のことから、申請者は、「生
体内の破骨細胞分化はカルシウムオシレー
ション依存的分化メカニズムに加え、全く報
告のなかったカルシウムオシレーション非
依存的分化メカニズムが存在する」、という
新しい概念を提唱した（Kuroda Y. et al. 
(2008) Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 105, 
8643-8）. IP3R ノックアウトマウスの生体
内における破骨細胞分化が正常であった、と
いう結果はカルシウムオシレーション非依
存的破骨細胞分化メカニズムが生体内の破

骨細胞分化においてむしろ主軸として働い
ていることを強く示唆している。現在までに
申請者はいくつかの分子に関してカルシウ
ムオシレーション非依存的破骨細胞分化に
おける役割を調べているが、未だその分化メ
カニズムにおいて中心的な役割を担う分子
を見つけられていない。そこで、本研究では
カルシウムオシレーション非依存的破骨細
胞分化メカニズムにおいて重要な役割を担
う分子をスクリーニングによって探索する
ことを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、骨芽細胞との共存培養によって
誘導されるカルシウムオシレーション非依
存的な破骨細胞分化メカニズムに焦点を絞
り、その分子機構を明らかにすることを目的
とした。申請者は、生体内の破骨細胞分化が
カルシウムオシレーション依存的な経路と
カルシウムオシレーション非依存的な経路
の２つの経路によって制御されていること
を発見した。しかしながら、カルシウムオシ
レーション非依存的な経路についてはほと
んど研究がされておらず、この経路の分子機
構は未知である。そこで、本研究ではこのカ
ルシウムオシレーション非依存的な破骨細
胞分化シグナルの中心として働く分子を探
索・同定することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 カルシウムオシレーション非依存的破骨
細胞分化メカニズムを担う分子に焦点を絞
ってスクリーニングを行なうにあたり、申請
者は IP3R ノックアウトマウス由来の骨髄細
胞の破骨細胞分化を指標とすることにした。
哺乳類では3 つのサブタイプのIP3R が報告
されているが、破骨細胞では IP3R type2 の
発現量が最も多く、また、type2 単独のノッ
クアウトで破骨細胞分化誘導時に観察され
るカルシウムオシレーションが消失し、単独
培養条件下での破骨細胞分化が阻害される 
(Kuroda Y. et al. (2008) Proc. Natl. Acad. 
Sci. U SA. 105, 8643-8)。つまり、IP3R2KO 
細胞では RANKL の刺激条件下でカルシウム
オシレーション依存的分化メカニズムが全
く動かないと考えられる。本研究のスクリー
ニングではカルシウムオシレーション依存
的分化メカニズムを完全に排除したいので、
その機構を失っている IP3R2KO 由来の骨髄
細胞を用いることとした。また、カルシウム
オシレーション非依存的破骨細胞分化メカ
ニズムは骨芽細胞との共存培養によって誘
導されることから、スクリーニングで使用す
る骨芽細胞様細胞は破骨細胞分化支持能を
有する ST2 cell line を用いることにした。
スクリーニングによって得られた候補分子
が実際にカルシウムオシレーション非依存



 

 

的破骨細胞分化メカニズムを介して破骨細
胞分化を誘導するかどうかは候補分子のノ
ックアウトマウス、および IP3R2 ノックアウ
トマウスと掛け合わせたダブルノックアウ
トマウスを用いた解析によって明らかにす
ることを試みた。 
 
（1）骨芽細胞に発現し、カルシウムオシレ
ーション非依存的破骨細胞分化メカニズム
を担う分子のスクリーニング 
 カルシウムオシレーション非依存的破骨
細胞分化メカニズムの誘導には破骨細胞と
骨芽細胞の接着が必要であることから、骨芽
細胞の膜上に存在する分子が候補分子であ
ることが強く示唆された。予備実験として、
ST2 細胞の膜画分をIP3R2KO細胞の単独培養
に加えた所、破骨細胞分化が誘導された（未
発表）。そこで候補タンパク質を膜タンパク
質に絞り、ST2 細胞を超音波破壊した後に膜
画分を回収、この膜画分を用いてスクリーニ
ングを行なうことを計画した。 
 
（2）破骨細胞に発現し、カルシウムオシレ
ーション非依存的破骨細胞分化メカニズム
を担う分子のスクリーニング  
 骨芽細胞からのシグナルを受け取り、破骨
細胞内でカルシウムオシレーション非依存
的に破骨細胞分化を誘導する分子を NFATc1
の活性化を指標にしてスクリーニングした。
カルシウムオシレーション依存的分化メカ
ニズムを失っている IP3R2KO 由来の骨髄細
胞は骨芽細胞との共存培養によって初めて
NFATc1 の活性化が誘導される。そこで、破骨
細胞内に発現し、カルシウム／カルシニュー
リン非依存的に NFATc1 の発現を誘導する分
子、または活性を調節するリン酸化修飾を行
なう分子に注目してスクリーニングを行な
った。カルシウム／カルシニューリン依存的
な NFATc1 活性化機構はカルシニューリン阻
害剤を、または IP3R2KO 細胞を用いることで
阻害した。 
 
（3）候補分子のノックアウトマウスの作製
および生体内における生理機能の解析 
 スクリーニングによって得られた候補分
子のノックアウトマウスの解析を、破骨細胞
分化・および骨形態計測を中心に行なった。
また、カルシウムオシレーション依存的破骨
細胞分化メカニズムが阻害されている
IP3R2KO マウスとかけ合わせ、生体内の破骨
細胞分化が完全に阻害されるかどうかを調
べた。 
 
４．研究成果 
 本研究はカルシウムオシレーション非依
存的な破骨細胞分化シグナルの中心として
働く分子を探索・同定することを目標とし、

カルシウムオシレーション依存的破骨細胞
分化メカニズムが阻害されているイノシト
ール３リン酸受容体type2ノックアウトマウ
ス(IP3R2KO マウス)を用いて破骨細胞分化誘
導因子のスクリーニングを行なった。 
 本研究期間内では、骨芽細胞培養株である
ST2細胞の膜画分とIP3RKO細胞を用いた実験
結果から、カルシウムオシレーション非依存
的な破骨細胞分化を誘導する分子は骨芽細
胞の膜画分に存在すること、カルシウムオシ
レーション非依存的な破骨細胞分化シグナ
ルが活性化するためには骨芽細胞と破骨細
胞が直接接触することが重要であることが
明らかとなった。また、骨芽細胞からのシグ
ナルを受け、破骨細胞分化を促進する破骨細
胞内因子として Cot kinase に注目し、その
役割を調べた。申請者は Cot kinase と IP3R2
のダブルノックアウトマウスの骨形態計測
を行なった結果、Cot kinase が生体内におけ
る破骨細胞分化に関与していることを明ら
かにした。Cot kinase 単独のノックアウトマ
ウスでは野生型マウスと比べ、生体内の骨形
態や破骨細胞分化に顕著な差は認められな
かった。IP3R2KO マウスも野生型マウスとの
間に有意な差は認められないことから、カル
シウムオシレーション依存的・非依存的破骨
細胞分化メカニズムはお互いに補償し合う
機構が生体内において強く働いているのか
もしれないと考えられた。これら２つの破骨
細胞分化機構がどのように使い分けられて
いるのかを明らかにすることは今後の課題
であると考えている。また、Cot kinase と
IP3R2 のダブルノックアウトマウスにおいて
も破骨細胞が完全に消失することはなかっ
た。この結果より、カルシウムオシレーショ
ン非依存的破骨細胞分化メカニズムにおい
て重要な働きを担う分子の探索は今後も続
けるべきであると考えている。 
 カルシウムオシレーション非依存的破骨
細胞分化メカニズムの分子機構としては、破
骨細胞内の Cot kinase が骨芽細胞との接触
により活性化され、破骨細胞分化のマスター
分子であるNFATc1を直接リン酸化すること、
そのリン酸化によって NFATc1 タンパク質の
安定性が増すことが明らかとなった（図 1、
Kuroda Y.et al.(2012) Mol Cell Biol. 
32:2954-63.）。最も一般的であるカルシウム
オシレーション依存的な NFATc1 活性化経路
ではカルシウム/カルモジュリンによって活
性化される脱リン酸化酵素カルシニューリ
ンによる脱リン酸化によって NFATc1 が核内
へ移行し、その転写活性が発揮されることが
知られている。これに対し、Cot kinase によ
ってリン酸化された NFATc1 はリン酸化を受
ける事でタンパク質の安定性が増す、つまり
カルシウムオシレーション依存的な経路と
は逆にリン酸化が NFATc1 に対して正の制御



 

 

を与えていることになる。Cot kinase による
NFATc1 のリン酸化部位とカルシニューリン
による脱リン酸化部位は違うアミノ酸であ
る事は明らかになったものの、詳細なリン酸
化部位の特定には至っていない。NFATc1 を制
御するリン酸化部位のうち、正の制御を与え
るアミノ酸部位の特定が今後の課題である
と考えている。 

 本研究の結果は Cot kinase がカルシウム
非依存的に NFATc1 を活性化する分子機構の
一端を明らかにしたものであり、新たな
NFATc1 活性制御機構を発見した、という点で
非常に興味深い知見といえる。また、生体内
における破骨細胞分化制御機構の新たな分
子機構を明らかにしたことは様々な骨疾患
を正しく理解する上で重要な意義があると
言える。 
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図 1 本研究によって明らかになったカル

シウムオシレーション非依存的破骨細胞

分化メカニズムの分子機構 


