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研究成果の概要（和文）：破骨細胞の分化過程を制御する因子の同定とその機能を解析することは、骨疾患の制御方法
の解明に役立つ。我々は、破骨細胞の分化過程における遺伝子発現の変化を解析した結果、Signal transducers and a
ctivators of transcription (STAT) 5が破骨細胞分化に重要な役割を担っていることを見出した。同様に、AP-1ファ
ミリーに属するBatfにも着目し解析したところ、マクロファージにBatfを過剰発現させると破骨細胞分化が抑制される
傾向が認められた。以上の結果から、Stat5やBatfはIRF8と同様に、破骨細胞分化を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is important for the elucidation of the bone diseases to investigate the novel 
factors and analyze the function during osteoclastogenesis. We found that signal transducers and 
activators of transcription (STAT) 5 is a important regulatory molecule for osteoclastogenesis. 
Similarly, overexpession of Batf, a member of AP-1 family, in macrophages, as osteoclast precursors, 
tended to fail to differentiate into osteoclasts. These results suggest that Stat5, as well as Batf may 
regulate osteoclastogenesis by suppressing osteoclastogenesis.

研究分野： 骨代謝学、生理学
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１．研究開始当初の背景 
 骨組織は、内部応力や外部からの力学的負
荷に耐えるような複雑な三次元的構造を形
成しており、一般的に長管骨は絶えず古い骨
から新しい骨へと置き換わる代謝が認めら
れる。この現象をリモデリングといい、主に、
破骨細胞という骨を壊す細胞と、骨芽細胞と
いう骨を形成する細胞が関与している。また、
骨芽細胞と破骨細胞は、お互いの分化ならび
に機能を制御し、骨組織の恒常性を維持する
のに重要な役割を担っており、両者のバラン
スによって骨組織の恒常性が維持されてい
る。しかし、炎症を伴った歯周病や関節リウ
マチ、あるいはホルモンバランスが変化する
ことで生じる骨粗鬆症などの骨疾患に罹患
すると、破骨細胞の数が増加し、異常に活性
化した状態となり、骨量減少を引き起こす。
したがって、破骨細胞の分化を制御すること
は、病的な骨吸収を阻止することが可能とな
り、さらには骨のリモデリングを正常に戻し、
骨組織の恒常性維持に寄与できる可能性が
ある。 
 
（１）炎症性骨疾患における破骨細胞の役割 
 一般的に、加齢に伴ってさまざまな代謝性
疾患が発症する危険性が増加することが知
られており、骨組織における代謝性疾患とし
ては骨粗鬆症が挙げられる。また、自己免疫
疾患である関節リウマチや歯周病原細菌の
持続的感染によって発症する歯周病など、炎
症を伴った骨疾患に罹患する患者も増加の
一途をたどり、ホルモンバランスの不均衡や
免疫の異常、炎症性サイトカインの異常増加
などによって、病的な骨破壊が誘発されてい
る。これらの骨代謝疾患は日常生活に著しく
支障を来し、患者の QOL は低下する。このよ
うに、骨代謝疾患に苦しむヒトを救済するた
めに治療法の開発は急務であり、異常な骨吸
収を阻止するために破骨細胞の分化制御機
構を解明することが重要であると考えられ
る。 
 
（２）破骨細胞分化制御因子 
 骨は身体の支持組織であるのみならず、造
血やカルシウムの貯蔵庫など、全身の器官と
協調してさまざまな役割を担っている。骨組
織は骨を壊す破骨細胞と骨を作る骨芽細胞
によって骨組織の恒常性が維持されている。
破骨細胞は造血系幹細胞に由来し、単球・マ
クロファージ系の前駆細胞から分化するこ
とが知られている。また、この前駆細胞は樹
状細胞へも分化することから、破骨細胞と樹
状細胞は共通の前駆細胞から分化するとい
う特徴がある。破骨細胞の分化は骨芽細胞が
産生する Receptor activator of nuclear 
factor kappa-B ligand (RANKL)と呼ばれる
サイトカインによって誘導され、破骨細胞の
分化の初期段階では転写調節因子である
NFATc1遺伝子の発現がRANKLの刺激によって
急激に上昇し、様々な破骨細胞関連遺伝子の

発現を促進する（Takayanahgi H er al, Dev 
Cell, 3:889-901, 2002 ）。 ま た 最 近 、
Interferon regulatory factor  (IRF) 8 と
呼ばれる転写調節因子が NFATc1 の発現を阻
害することによって破骨細胞分化を負に制
御することが明らかとなった（Zhao B et al, 
Nat Med, 15:1066-1071, 2009）。このよう
に、破骨細胞分化は様々な因子が関与し制御
されていることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 破骨細胞と樹状細胞は共通の前駆細胞か
ら分化するが、これらの細胞の分化振り分け
機構はいまだ不明な点が多く残されている。
そこで、『破骨細胞と樹状細胞の分化振り分
けを制御する因子が破骨細胞性骨破壊を制
御する』という仮説を立てた。以前、我々は
その候補因子の一つとして樹状細胞の分化
に重要な役割を担っている転写調節因子で
ある Signal transducer and activator of 
transcription 5 (Stat5)が破骨細胞分化に
も影響を及ぼしていることを見出した。本研
究では、破骨細胞分化における Stat5 の役割
を解析するとともに、Stat5 のような分化振
り分けに関与する候補因子を網羅的に検索
し、骨代謝に対する作用を解析することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウスから大腿骨と頸骨を摘出し、それぞ
れの骨から骨髄細胞を採取した。骨髄細胞を
Macrophage-colony stimulating factor
（M-CSF）というサイトカインで刺激し、骨
髄細胞から破骨細胞の前駆細胞であるマク
ロファージを誘導した。マクロファージを破
骨細胞分化誘導因子である RANKL で刺激し、
破骨細胞の分化を誘導した。このとき、マク
ロファージ（RANKL 刺激前）、マクロファージ
を RANKL で刺激して 24、48、72 時間後のそ
れぞれの細胞から total RNA を抽出し、それ
らのサンプルを用いて DNA マイクロアレイ
（GeneChip, Affimetrix 社製）を行い、マク
ロファージから破骨細胞への分化過程にお
ける遺伝子発現パターンの変化を網羅的に
解析した。破骨細胞の分化振り分け因子の候
補となる遺伝子を探索するために、マクロフ
ァージを基準として±2SD の範囲を外れて発
現量が変化した遺伝子を中心に検索した。
GeneChip で見出された候補遺伝子の遺伝子
発現量は、Real-time PCR 法を用いて定量的
に評価した。その結果をもとに、候補遺伝子
群の発現変化を確認するとともに、経時的発
現変化を詳細に検討した。 
上記の結果を基に、破骨細胞の分化を調節

している候補遺伝子群について、候補遺伝子
の強制発現および発現抑制を行い、破骨細胞
分化に対する影響を検討した。 
 
４．研究成果 
 マクロファージをRANKLで刺激して破骨細



胞分化を誘導し、RANKL 刺激 0時間、24時間、
48 時間、72 時間の各分化段階における遺伝
子の発現様式をDNAマイクロアレイを用いて
網羅的に解析したところ、いくつかの遺伝子
を候補遺伝子とした。以前、我々はこの候補
遺伝子として Stat5 を見出した。Stat5 は樹
状細胞の分化に重要な転写調節因子である
IRF8 の発現を上流で制御している転写因子
で、Stat5 も IRF8 同様、樹状細胞の分化に重
要な転写調節因子として報告された。
(Esashi E et al, Immunity, 28: 509-520, 
2008)。また、IRF8 は破骨細胞分化を負に
制御していることから、Stat5 は IRF8 の発
現を制御して破骨細胞分化を制御している
と考えられた。そこで、破骨細胞分化誘導
に対する Stat5 の作用を検討するために、
Stat5阻害剤であるPimozideおよびsiRNAを
用いてStat5遺伝子をノックダウンさせて破
骨細胞分化誘導系に作用させ、Stat5 の破骨
細胞分化に対する効果を検討した。その結果、
Stat5 は破骨細胞の分化過程に対してほとん
ど影響を及ぼさなかったことがわかった。一
方、破骨細胞分化抑制因子でかつ樹状細胞分
化促進因子である GM-CSF を破骨細胞分化誘
導系に作用させると破骨細胞分化は完全に
抑制されるが、このとき Pimozide あるいは
siRNAで遺伝子発現を抑制するとGM-CSFによ
る破骨細胞分化抑制が一部解除されること
がわかった。以上のことから、破骨細胞分化
を抑制する条件下でSTAT5を抑制すると破骨
細胞分化は誘導されるが、分化を促進する作
用はほとんどないことが考えられる。 
 また、別の候補遺伝子として、AP-1 ファミ
リーに属する転写調節因子である Batf ファ
ミリー（Batf, Batf2, Batf3）に着目した。
Batf は IRF8 や Stat5 と同様、樹状細胞の分
化に重要な因子で、Batf のロイシンジッパー
ドメインと IRF8 とが相互作用して協調的に
遺伝子の活性化を仲介していることが示さ
れた（Tussiwand R et al, Nature, 490, 
502-507, 2012）。マクロファージでは破骨細
胞の分化に伴って、Batf 遺伝子の発現は低下
し、破骨細胞分化過程での IRF8 の発現様式
と類似することがわかった。また、Batf3 も
Batf と同様の発現様式を示した。Batf は破
骨細胞の分化過程が進むにつれて発現が低
下するので、マクロファージに Batf を過剰
発現させて破骨細胞分化にどのような影響
があるのか検討した。レトロウイルスベクタ
ーに Batf を組み込み、pMX-Batf-IRES-EGFP
を作製して、マクロファージに作用させた。
その結果、IRF8 を過剰発現させたときの破骨
細胞分化の抑制効率よりは低下するものの、
Batf を過剰発現させたマクロファージは破
骨細胞への分化が抑制される傾向が認めら
れた。これらの結果から、Batf も IRF8 と同
様、破骨細胞の分化を負に制御する因子であ
る可能性があると示唆された。 
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