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研究成果の概要（和文）：TNF-αやIL-6等によりストローマ細胞のTAF12の発現が誘導された。TAF12の高発現により1
α,25-(OH)2D3（1,25-D）刺激の高感受性が認められ、低濃度の1,25-DによりRANKLの発現が誘導され破骨細胞形成が顕
著に誘導されたが、TAF12siRNAによりそれらが解除され、RANKLの発現および破骨細胞形成も高濃度においてのみ誘導
された。TAF12とATF7が機能パートナー因子として作用していることが示唆された。以上より、病的骨髄微小環境にお
いてストローマ細胞に高発現するTAF12は低濃度の1,25-DによりRANKLの発現を誘導し、骨吸収を促進していることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously found that transcription initiation factor TFIID subunit 12 
(TAF12), a coactivator of the vitamin D receptor is increased in the osteoclast precursors or bone marrow 
stromal cells. However the role of increased TAF12 on osteoclastogenesis is unclear. Therefore, we aimed 
to clarify the role of TAF12 in bone marrow stromal cell support of osteoclast formation and function. 
TNF-α and IL-6 upregulates the expression of TAF12. Increased TAF12 expression induces hyper-sensitivity 
to 1,25-(OH)2D3. RANKL expression and osteoclast formation were induced at very low levels of 
1,25-(OH)2D3. In immunoprecipitation assay, TAF12 and ATF7 physically interact in stromal cells. 
Knockdown of TAF12 in IL-6-induced TAF12 expressing stromal cell decreased hyper-sensitivity to 
1,25-(OH)2D3; as well as RANKL expression and osteoclast formation. These results show that TAF12 
contributes to the hypersensitivity of bone marrow stromal cells to 1,25-(OH)2D3 in inflammatory bone 
disease.

研究分野：口腔組織学

キーワード： 骨髄ストローマ細胞　TAF12　活性化ビタミンD3　RANKL　破骨細胞

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
加齢に伴う骨粗鬆症などによる骨量の低下
や歯周病による歯槽骨の吸収などは生活に
支障をきたし、高齢者の日常生活の質を低下
させる。このような骨病変は、破骨細胞によ
る骨吸収の亢進が原因で骨量が減少するた
めである。破骨細胞は造血幹細胞由来であり，
その分化や活性化には骨髄微小環境（特に骨
髄ストローマ細胞）が重要な役割を担ってい
る。特にストローマ細胞および骨細胞が産生
する RANKLは破骨細胞の増殖・分化・活性
化を促進している。RANKL の発現は炎症性
サイトカインや 1α,25-(OH)2D3により誘導さ
れることが知られている。また、歯周病や関
節リウマチのような炎症性骨破壊疾患や癌
の骨浸潤など病的環境下では、病変部に高濃
度のサイトカインの侵襲による骨髄微小環
境の変化がストローマ細胞にエピジェネテ
ィックな作用を誘導し、さらに破骨細胞形成
を亢進させる可能性が報告されている。申請
者は骨 Paget’s病や多発性骨髄腫の破骨細胞
前駆細胞やストローマ細胞で、ビタミン D受
容体のコアクチベータである TAF12 が強発
現していることを発見した。TAF12は TFIID
転写複合体の構成タンパク質のひとつであ
り、様々な TAFや activating transcription factor 
（ATF）ファミリーなどの機能パートナー因
子と結合し、ビタミン D受容体による転写を
促進する新規コアクチベータである。さらに
骨 Paget’s 病患者の破骨細胞前駆細胞では
TAF12の高発現によりビタミンD受容体の応
答性を増幅させるこつがわかっているが、ス
トローマ細胞における TAF12 の役割は不明
である。すなわち、ストローマ細胞での
RANKL産生における TAF12の役割を解明す
ることは、病的な骨髄微小環境下の破骨細胞
形成機構を明らかにする上で重要なことで
あると考えられる。 
。 
２．研究の目的 
TAF12 を強発現しているストローマ細胞の
RANKL 発現機構を細胞生物学的に解析し、
病的状態における 1α,25-(OH)2D3のストロー
マ細胞を介した破骨細胞形成機構を解明す
る。さらに、ビタミン D受容体とそのコアク
チベーターの結合阻害剤を用い、ストローマ
細胞を標的とした破骨細胞形成への影響を
細胞生物学的に解析する。具体的には以下の
研究を行う 
(1)TAF12 を高発現しているストローマ細胞
と正常ストローマ細胞の 1α,25-(OH)2D3
の感受性の差を検討する。 

(2)TAF12 高発現ストローマ細胞と正常スト
ローマ細胞における TAF12 の機能パート
ナー因子の発現を検索し、その因子の細胞
内伝達経路を比較検討する。 

(3)ビタミン D受容体とそのコアクチベータ
ーの結合阻害剤 1α-(OH)2D3-26,23- lactone
による骨髄ストローマ細胞の RANKL産生
抑制と破骨細胞形成について調べる。 

 
３．研究の方法 
 
骨髄ストローマ細胞の分離 
骨髄ストローマ細胞は４～６週齢の C57BL/6
マウス（雄）の大腿骨・脛骨より全骨髄を採
取し、αMEM10%FBS で培養を行った。週に
2 回培地交換し 3 週間培養することで、非接
着性細胞を十分に取り除き骨髄ストローマ
細胞として使用した。 
 
破骨細胞形成 
破骨細胞形成はマウス骨髄から単離した非
接着性細胞を 10 ng/mlの M-CSFで 3日間処
理後、上記ストローマ細胞と共培養し、3 日
間培養した。培養後、破骨細胞形成を TRAP
染色にて評価した。 
 
骨吸収アッセイ 
上記骨髄ストローマ細胞と破骨前駆細胞を
をハイドロキシアパタイトコートしたプレ
ート上で共培養した。7 日間培養後、6% 次
亜塩素酸ナトリウムで接着細胞を剥離し、
von kossa染色で吸収窩を可視化した。吸収窩
の数を計測し、面積は NIH ImageJ Systemに
より計測した。 
 
免疫沈降 
骨髄ストローマ細胞を RIPA バッファーで可
溶化し、500 μgの lysateを 20 μlのプロテイン
A/G アガロースビーズで pre-wash した。抗
TAF12抗体、および抗 ATF7抗体を添加後、
４℃オーバーナイトで反応させたあと、プロ
テインA/Gアガロースを 20 μl添加し、４℃、
2時間反応させた。最後にこのサンプルを 1X
サンプルバッファーに溶解し、遠心分離でビ
ーズを除き上清を回収した。 
 
４．研究成果 
ストローマ細胞での TAF12の発現は TNF-α,
や IL-6 のような炎症性サイトカインにより
誘導され、さらにそれらのサイトカインによ
り RANKLも誘導された。特に IL-6が顕著に
TAF12の発現を誘導したため、TAF12の発現
誘導は IL-6を用いて行うことにした。TAF12
高発現による 1α,25-(OH)2D3 の感受性を検討
するためにストローマ細胞に IL-6を 3日間処
理し、1α,25-(OH)2D3を濃度依存的（10-12~10-8 
M）に作用させ、VDRおよび CYP24A1の発
現をウエスタンブロティング法にて解析し
たところ、 IL-6 未処理群では 10-8 M の
1α,25-(OH)2D3で VDR および CYP24A1 の発
現が誘導されたが、IL-6前処理により 10-10M
でもVDRおよびCYP24A1の発現が誘導され、
TAF12 高発現が 1α,25-(OH)2D3の高感受性を
示唆する結果が得られた。さらに RANKLの
発現をウエスタンブロッティング法で検討
したところ IL-6 未処理群では 10-8 M の
1α,25-(OH)2D3でRANKLの発現が誘導された
が、IL-6 前処理により 10-10 M でも RANKL



の発現が誘導された。さらにこの発現誘導さ
れた RANKLが機能的に破骨細胞形成誘導を
起こすか検討するために、上記ストローマ細
胞とマウス破骨細胞前駆細胞と共存培養を
行い、破骨細胞の形成を TRAP染色にて確認
したところ、IL-6前処理したストローマ細胞
ではを共培養すると 10-10 Mの 1α,25-(OH)2D3

で破骨細胞形成が誘導されたが、。TAF12 は
その機能パートナーである ATF7 と共合する
ことで、ビタミン D受容体の分解を遅延させ
転写を促進する。一方 TAF4は TAF12とATF7
との共合を抑制している。そこで、IL-6 で
TAF12 の発現を誘導したストローマ細胞の
ATF7 および TAF4 の発現をウエスタンブロ
ティング法にて解析したところ、IL-6により
TAF12が高発現すると ATF7の発現も上昇し
たが、TAF4 の発現は変化無かった。TAF12
と ATF7の共合を確かめるため、TAF12およ
び ATF7 特異的抗体を用いて免疫沈降を行っ
た。その結果、抗 TAF12抗体により ATF7の
共沈を確認した。一方、抗 TAF12抗体により
ATF7 の共沈を確認できたことから、TAF12
と ATF7 は複合体を形成しており、機能パー
トナー因子として作用していることが示唆
された。 
TAF12 ノックダウンにより 1α,25-(OH)2D3の
高感受性が解除されるかを検討するために、
IL-6 で TAF12 の発現を誘導したストローマ
細胞に TAF12-siRNA を導入し、10-12~10-8 M
の 1α,25-(OH)2D3を作用させ、CYP24A1およ
び RANKLの発現をウエスタンブロティング
法にて解析を行ったところ TAF12 の高発現
による低濃度の 1α,25-(OH)2D3 により誘導さ
れる CYP24A1、VDRおよび RANKLの発現
は TAF12-siRNAの導入により抑制され、高濃
度（10-8 M）の 1α,25-(OH)2D3でそれらの発現
が認められた。さらに上記ストローマ細胞と
マウス破骨細胞前駆細胞を共存培養し、
siRNAにより破骨細胞分化促進が解除される
か否かを TRAP染色を行いったところ TAF12
の高発現による低濃度の 1α,25-(OH)2D3 によ
り誘導される破骨細胞形成は TAF12-siRNA
の導入により高濃度（10-8 M）の 1α,25-(OH)2D3

でそれらの破骨細胞形成が認められ、その数
も少なかった。さらに破骨細胞の骨吸収能を
検討するために、マウス破骨細胞前駆細胞か
ら分化させた成熟破骨細胞を準備し、これを
上記 siRNA を導入したストローマ細胞と象
牙質切片上で共存培養したところ、
TAF12-siRNA はコントロールに比べて骨吸
収窩の数および面積が減少した。 
以上の結果から、病的骨髄微小環境において
IL-6などの炎症性サイトカインがストローマ
細胞の TAF12の発現を誘導し、さらに生理学
的濃度での 1α,25-(OH)2D3により RANKL の
発現が誘導され、破骨細胞形成を促進しその
機能を活性化していることが分かった。した
がって、病的状態における TAF12を標的とす
る骨破壊制御への可能性が示唆された。 
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