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研究成果の概要（和文）：RANKLによる骨髄マクロファージ(BMM)から破骨細胞(OC)への分化誘導過程で、NFATc1
とIRF8はそれぞれ促進的、抑制的に作用する。本研究では、ChIP-seqの手法を用いて、マウスのBMMとOCの活性
化制御領域のモチーフ解析を行い、PU.1モチーフが両方に、IRF8とNFATc1はそれぞれBMMとOCのみに濃縮してい
た。
BMM特異的なPU.1結合領域はBMMでのIRF8結合領域と、OC特異的なPU.1結合領域はOCでのNFATc1結合領域と重なっ
た。
破骨細胞分化では、PU.1がそのパートナーをIFR8からNFATc1に替え、エピジェネティクスと遺伝子発現を制御す
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：RANKL induces osteoclast (OC) differentiation from bone marrow-derived 
macrophages (BMMs). NFATc1 and IRF8 play positive and negative roles, respectively, in this process.
 We used chromatin immunoprecipitation and formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements 
followed by sequencing to show that PU.1 transcription factor binding motifs were overrepresented at
 active cis-regulatory regions in both murine BMMs and OCs, while IRF and NFAT binding motifs were 
selectively enriched at these regions in BMMs and OCs, respectively. 
BMM-specific PU.1 binding sites were observed to overlap with IRF8 binding sites in BMMs, and this 
also occurred for OC-specific PU.1 binding sites and NFATc1 binding sites in OCs. Our results 
suggest that PU.1 switches its transcription partner from IRF8 to NFATc1, and alters the binding 
regions during RANKL-induced osteoclastogenesis, which is associated with changes in epigenetic 
profiles and the control of cell-type specific gene expression.
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１．研究開始当初の背景 
 組織あるいは細胞特異的な遺伝子の発現
メカニズムに関する知見のほとんどは、各々
の遺伝子に対する遺伝子学的、生化学的な研
究によりもたらされている。破骨細胞におい
ても様々な破骨細胞特異的な遺伝子につい
て、その近傍における制御領域が同定されて
おり、様々な転写因子の関与が示されてきた。
しかしながら、破骨細胞に関与する遺伝子発
現制御領域のゲノムワイドな網羅的解析は
いまだおこなわれておらず、破骨細胞特異的
な遺伝子制御の全貌はほとんど解明されて
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は骨代謝にかかわる破骨細
胞の分化メカニズムを、エピジェネティック
な観点から網羅的に解析することである。最
先端の次世代シーケンサーを用いたゲノム
ワイドな研究を行い、既存の研究にない新た
な視点から、骨代謝関連疾患に対する創薬に
つながる成果を目指す。 
 
３．研究の方法 
 マウスの骨髄マクロファージにRANKLお
よび M-CSF を投与して破骨細胞分化を誘導
する系を用いる。骨髄マクロファージと破骨
細胞において、次世代シーケンサーを用いた
ChIP-seq、FAIRE-seq の手法を用いて、各
分化段階でエピジェネティクスに関与する
ヒストン修飾、および転写因子の結合領域を
網羅的に同定し、解析する。 
 
４．研究成果 
(1)破骨細胞分化における活性化制御領域 
骨髄マクロファージと破骨細胞の活性化
制御領域を同定するために、H3K27ac に対す
る ChIP-seq を行った。骨髄マクロファージ
固有のピークは 14897 箇所、破骨細胞固有の
ピークは 11403 箇所、共通のピークは 10729
箇所が同定された。さらに FAIRE-seq を行っ
てヌクレオソームの結合していない領域
(nucleosome-free regions; NFRs)を特定し、
H3K27acとNFRsの共通領域における新規結合
モチーフ解析を行って、骨髄マクロファージ
と破骨細胞で遺伝子発現制御に関わる転写
因子の候補を探索した。骨髄マクロファージ
固有領域、破骨細胞固有領域、共通領域のい
ずれにおいても PU.1 と bZIP の結合モチーフ
が濃縮していた。一方、PU.1-IRF 複合体や
C/EBPe、MADS の結合モチーフは骨髄マクロフ
ァージ固有領域で、NFATc1-AP1 や Sp1、GFY
の結合モチーフは破骨細胞固有領域に濃縮
していた。 

 
(2)骨髄マクロファージと破骨細胞における
PU.1 結合領域 
 骨髄マクロファージ固有、破骨細胞固有、
共通のいずれの H3K27ac を伴う NFRs にも
PU.1 モチーフを認めたため、破骨細胞におけ
る PU.1 の役割をより詳細に検証する目的で
PU.1 の ChIP-seq を行った。骨髄マクロファ
ージ固有に21625箇所、破骨細胞固有に20821
箇所、共通には 35780 箇所の結合領域を同定
した。PU.1 結合領域のうち、骨髄マクロファ
ージに固有のもの、破骨細胞に固有のもの、
いずれにも存在する共通のものにつきそれ
ぞれ新規モチーフ解析を行った。PU.1 の
ChIP-seq の結果として想定される通り、いず
れにも既知の PU.1 の結合配列が強く濃縮し
ていた。それに加え、骨髄マクロファージ固
有の PU.1 結合領域では PU.1-IRF8、BORIS、
C/EBPe の結合モチーフが、共通の PU.1 結合
領域では bZIP、ETS、IRF、C/EBPb の結合モ
チーフが、破骨細胞固有の PU.1 結合領域で
は bZIP、NFAT、NFkB、STAT3 の結合モチーフ
が濃縮していた。この結果から、RANKL 誘導
性破骨細胞分化の過程において、PU.1 が細胞
種ごとに協調する転写因子のパートナーを
切り替えることにより、それぞれの細胞特異
的な遺伝子発現を制御している可能性が想
起された。 

 
(3)NFATc1 と IRF8 の結合領域 
 NFATc1 は破骨細胞分化におけるマスター
転写因子であり、一方 IRF8 は RANKL 誘導性
破骨細胞分化を抑制的に制御する。これら破
骨細胞に対して対照的な役割をもつ2つの転
写因子について、RNA-seq、histone 修飾に対
する ChIP-seq、およびそれぞれの転写因子に
対する ChIP-seq を行い、解析を行った。
RNA-seq の結果から RANKL 誘導性破骨細胞分
化の過程では Irf8 の発現は減少し、Nfatc1
の発現は増加する。また、転写を抑制的に制
御するヒストン修飾である H3K27me3 に対す
る ChIP-seq では、骨髄マクロファージでは
Nfatc1 遺伝子領域にある H3K27me3 修飾が、
破骨細胞では減少していた。これに対して、



Irf8 遺伝子領域では骨髄マクロファージの
段階と比較して破骨細胞で H3K27me3 修飾が
大幅に増大した。加えて、Irf8 のプロモータ
領域では、転写を亢進する H3K4me3 修飾が骨
髄マクロファージと比較して破骨細胞で大
幅に減少していた。NFATc1 の結合は Nfatc1
自身の遺伝子領域に広く分布しており、その
多くで PU.1 が共局在していた。興味深いこ
とに、NFATc1 の結合は破骨細胞での Irf8 の
プロモータ領域にも認められたが、その周囲
に PU.1 の結合は認めなかった。 
 

 
(4)NFATc1 制御遺伝子のヒストン修飾 
 NFATc1が転写開始点から2kb以内に結合す
るものを NFATc1 制御遺伝子群とし、RNA-seq
でこれらの遺伝子群の発現変化を解析した。
予想される通り、RANKL 刺激により発現上昇
する遺伝子群が存在するが、興味深いことに
RANKL 刺激により発現が減少する遺伝子群の
プロモータ領域でも NFATc1 の結合が認めら
れた。骨髄マクロファージあるいは破骨細胞
において、標準化した mRNA 転写を表す read 
per kilobases per million (RPKM)が 10 以
上である 4976 遺伝子について、NFATc1 が転
写開始点から 2kb 以内に結合し、かつ骨髄マ
クロファージと破骨細胞での発現が2倍以上
(n=1379)、あるいは 0.5 倍以下(n-689)にな
る遺伝子群について、そのプロモータ領域で
のヒストン修飾を解析した。H3K4me3 修飾に
ついてはどちらの遺伝子群においても骨髄
マクロファージと破骨細胞で大きな差は認
めなかったが、H3K27me3 修飾については、発
現が減少する遺伝子群では破骨細胞におい
て大きく修飾が増加していた。一方、発現が
増加する遺伝子群では細胞間で明らかな違
いを認めなかった。 

 
(5)PU.1 は骨髄マクロファージにおいては
IRF8 と、破骨細胞においては NFATc1 と協調
して遺伝子発現を制御する 
 骨髄マクロファージと破骨細胞において、
ChIP-seq を用いて PU.1 、IRF8、NFATc1 の結
合領域を同定し、これらを比較解析した。ヒ
ートマップ解析の結果、骨髄マクロファージ
固有の PU.1 結合領域では骨髄マクロファー
ジでのIRF8結合領域との重なりを認めたが、
破骨細胞固有の PU.1 結合領域ではこれを認
めなかった。逆に、破骨細胞固有の PU.1 結
合領域では破骨細胞での NFATc1 結合領域と
の重なりを認めたが、骨髄マクロファージ固
有のPU.1結合領域ではこれを認めなかった。 

 
(6)結論 
 本研究により、RANKL 刺激が骨髄マクロフ
ァージのエピジェネティックな環境を変化
させ、Irf8 の発現を抑制し、Nfatc1 の発現
を促進することを示した。さらに、PU.1 はパ



ートナー転写因子を IRF8 から NFATc1 へ切り
替えることにより結合部位を変化し、骨髄マ
クロファージ特異的遺伝子の発現を抑制す
るとともに破骨細胞特異的遺伝子の発現を
促進した。 
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