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研究成果の概要（和文）：本研究では、石灰化にかかわる骨芽細胞様線維芽細胞や骨破壊を担う破骨細胞に対す
る新たな創薬標的の同定を試み、創薬研究のための基盤研究として発展させることに取り組む。本研究を通じ
て、次の4つの成果が得られた。(1) 破骨細胞ならびに骨芽細胞で重要な働きをもつエピジェネティック制御因
子を同定した。(2) DNAメチル基転移酵素Dnmt3aの新規阻害剤を同定した。(3) Dnmt3aの新規阻害剤を用いるこ
とで、閉経後骨粗鬆症、炎症性骨破壊ならびに真珠腫誘導性骨破壊を呈する3種類の骨病態マウスモデルの治療
に成功した。(4) マウスiPS・ES細胞から破骨細胞を効率的に分化誘導する培養法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Our study revealed that Dnmt3a-mediated DNA methylation regulates 
osteoclastogenesis via epigenetic repression of the anti-osteoclastogenic gene and that 
Dnmt3a-deficient osteoclast precursor cells do not undergo osteoclast differentiation efficiently. 
The importance of Dnmt3a in bone homeostasis was underscored by the observation that mice with an 
osteoblast/osteoclast-specific deficiency in Dnmt3a exhibit a high bone mass phenotype due to a 
smaller number of osteoclasts. Furthermore, inhibition of DNA methylation by TF-3 abrogated bone 
loss in models of osteoporosis, rheumatoid arthritis and cholesteatoma. Thus, our study reveals the 
role of epigenetic processes involved in bone homeostasis, which may provide a novel therapeutic 
approach for bone diseases.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
平均寿命が延伸した我が国では、高齢者

の運動器障害が原因で寝たきりにつ

ながるロコモティブ症候群の問題が

指摘されている。骨破壊や異所性の骨化

は、運動器障害を引き起こす大きな

要因であるが、これらに対する治療法は

未だ十分とは言えない。なかでも、異所性

骨化症の治療は、高いリスクを伴う外科手術

のみであり、新たな治療法の開発が喫緊の課

題である。 

	

２．研究の目的 
本研究では、石灰化にかかわる骨芽細胞様線

維芽細胞や骨破壊を担う破骨細胞に対する

新たな創薬標的の同定を試みる。これまで、

我々は破骨細胞や骨芽細胞の分化にかかわ

る転写制御研究に従事しており、新たな分子

メカニズムの解明に成功を収めてきた(PNAS	

2010,	JCI	2010)。転写因子は高い特異性が

期待できる創薬標的であるものの、核内受容

体を除けば、核内の分子機構を標的とした創

薬研究はほとんど例を見ない。しかし、近年、

ヒストン修飾酵素などの阻害剤が抗癌剤と

して有効であることが示されていることか

ら、核内のエピジェネティクス制御を標的と

した創薬研究は注目されるアプローチであ

る。そこで、本研究では、破骨細胞や骨芽細

胞の分化・成熟過程にかかわるエピジェネテ

ィクス制御機構の解明に取り組む。そして、

これらの知見を異所性骨化や骨破壊の治療

を可能にする新しい創薬研究として発展

させることを目標に掲げる。また、人工多

能性幹細胞(iPS 細胞)から骨芽細胞や破骨細

胞を分化誘導する培養法を新規に開発する

ことで、異所性骨化部位で骨吸収と骨形成を

細胞療法によって操作する新たな方法論の

確立にも挑戦する。	

	

３．研究の方法 

申請研究計画のなかで、研究成果が得られた研

究方法 5つを以下に記載する。	

(1)	骨芽細胞ならびに破骨細胞特異的に複数の

DNA 修飾酵素を欠損したマウスを作出すること

で、DNA メチル基転移酵素や DNA 新規修飾酵素

の生体レベルでの重要性を、μCT や病理標本を

用いることで、骨組織に対する形態学的影響を

解析した。	

(2)	上述した遺伝子改変マウス由来の細胞を用

いて、骨芽細胞や破骨細胞を分化誘導する初代

培養を実施することで、DNA 修飾酵素の重要性

を細胞レベルで検証した。	

(3)	約 70 個の化合物ライブラリーを用いた in	

silico ドッキングシュミレーションによって

DNA メチル基転移酵素の酵素活性ドメインと結

合する化合物を探索した。	

(4)	3 種類の骨病態マウスモデルを作出し、DNA

メチル基転移酵素の阻害剤を投与することで、

病態改善効果を、μCT や病理標本を用いること

で解析した。	

(5)	マウス iPS・ES 細胞から破骨細胞を効率的

に分化誘導する培養法を確立した。	

	

４．研究成果	

(1)	骨芽細胞や破骨細胞特異的に DNA 修飾酵素

を欠損したマウスの解析。	

DNAメチル基転移酵素Dnmt3aを骨芽細胞特異

的に欠損したマウスを作出するために、Dnmt3a	

floxマウスとI型コラーゲン-Creマウスとの交

配を行った。一方、Dnmt3a を破骨細胞特異的に

欠損したマウスを作出するために、Dnmt3a	flox

マウスとRank-Cre並びにカテプシンK-Creとの

交配を行った。作出したコンディショナルノッ

クアウトマウスの骨表現型を解析した結果、骨

芽細胞特異的な Dnmt3a 欠損マウスの骨量はほ

とんど影響が見られなかったのに対して、破骨

細胞特異的な Dnmt3a 欠損マウスでは顕著な骨

量増加を観察した(図 1a,	b)。さらに、骨形態

計測の結果から、有為な破骨細胞数の減少が見

られた。これらの結果は、Dnmt3a が破骨細胞の



分化に生体レベルで重要であることを示し

ている。	

次に、DNA 新規修飾酵素 Dmod の役割を明

らかにするために、ノックアウトマウスの作

出を行った。Dmod は 3 つのファミリー遺伝子

が存在するために、破骨細胞で高い発現を示

す Dmod2 の解析を最初に行った。	Dmod2flox

マウスと Rank-Cre との交配を行ない、破骨

細胞特異的なノックアウトマウスを作出し

た。しかしながら、ノックアウトマウスにお

いて有意な骨量の変化が観察されなかった

(図 2a)。他のファミリー遺伝子 Dmod1 と

Dmod3 による機能代償が考えられるため、

Dmod1Dmod2Dmod3(Dmod)flox マ ウ ス と

ERT-Cre との交配を行ない、4-ヒドロキシタ

モキシフェン投与によってノックアウトマ

ウスを作出後、骨表現型の解析を行った。そ

の結果、ノックアウトマウスでは顕著な骨量

増加が観察された(図 2b)。これらの結果は、

Dmod が骨代謝制御に重要な役割をもつこと

を示している。	

	(2)骨芽細胞並びに破骨細胞分化における

DNA 修飾酵素の重要性の検証。	

Dnmt3a の細胞自律的な重要性を明らかに

するために、骨芽細胞あるいは破骨細胞特異

的に Dnmt3a を欠損したマウスから骨髄細胞

を採取し、骨芽細胞あるいは破骨細胞の分化

誘導実験を行った。その結果、Dnmt3a の欠損

によって、骨芽細胞分化に影響は見られなか

ったが、破骨細胞においては細胞分化が阻害

することが明らかとなった(図 3a,b)。これら

の結果から、Dnmt3a が破骨細胞の分化に重要

な役割を担うことが示唆される。	

次に、Dmod の細胞自律的な重要性を明らか

にするために、Dmodflox;ERT-Cre マウスから骨

髄細胞を採取し、4-ヒドロキシタモキシフェン

の存在下で破骨細胞の分化誘導実験を行った。

その結果、Dmod の欠損によって、破骨細胞分化

が低下することが明らかとなった(図 3c)。この

結果から、Dmod が破骨細胞の分化に重要な役割

を担うことが示唆される。	

(3)Dnmt3a 新規阻害剤の探索。	

in	silico ドッキングシュミレーションの結

果、Dnmt3a の酵素活性ドメインに対して優れた

スコア値をもって結合する新規化合物 TF-3 を

同定した(図 4a)。TF-3 は、Dnmt のパラログの

中で Dnmt3a と Dnmt3b を特異的に阻害すること

が明らかとなった(図 4b)。	

(4)Dnmt3a 阻害剤を用いた骨病態モデルの治療

実験。	

まず最初に、炎症性骨破壊に対する TF-3 の治

療効果を検証した。リポ多糖を頭蓋骨部に直接

投与することで、破骨細胞の誘導ならびに骨破

壊が誘導される。本マウスに対して TF-3 の投与

を行ったところ、破骨細胞の誘導ならびに骨破

壊が有意に抑えられた。これらの結果は、TF-3

が炎症性骨破壊に対して有効な候補治療薬とな

ることを示唆する(図 5a)。	

次に、閉経後骨粗鬆症に対する TF-3 の治療効

果を検証した。卵巣摘出によって破骨細胞の増

加ならびに骨量低下を呈する閉経後骨粗鬆症モ

デルを作出した。本マウスに対して TF-3 を投与

したところ、破骨細胞の増加が抑えられ、骨量

低下が改善した。これらの結果は、TF-3 が閉経

後骨粗鬆症に対して有効な候補治療薬となるこ

とを示唆する(図 5b-d)。	



最後に、真珠腫誘導性骨破壊に対する TF-3

の治療効果を検証した。耳介由来の線維芽細

胞と角化細胞を移植することで、真珠種様腫

瘤を誘導することができ、さらに本腫瘤によ

って破骨細胞を介した骨破壊が生じる。本マ

ウスに対して TF-3 を投与したところ、破骨

細胞の誘導が有意に抑えることが明らかと

なった。本成果は、TF-3 が真珠腫誘導性骨破

壊に対して有効な候補治療薬となることを

示唆する(図 5e)。	

	(5)	iPS・ES 細胞から破骨細胞を誘導する培

養法の確立。	

ハンギングドロップ法によってマウス

iPS・ES 細胞から誘導した胚葉体を、IL3 と

M-CSF 存在下で培養することで、破骨前駆細

胞を誘導した。さらに、得られた破骨前駆細

胞に対して、破骨細胞分化誘導因子である

RANKL を処理することで、酒石酸耐性酸性ホ

スファターゼ陽性の多核の破骨細胞様細胞

が分化誘導された。得られた破骨細胞様細胞

は、破骨細胞特異的な遺伝子(Ctsk,	Acp や

Nfatc1 など)を高発現することが明らかとな

った。さらに、象牙切片上で培養によって骨

吸収能の評価を行ったところ、顕著な骨吸収

窩が形成されたことから、誘導された細胞が

骨吸収活性をもつことが明らかとなった。	
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⑰	Nishikawa	K	et	al.	The	24th	International	

Symposium	 on	 Molecular	 Cell	 Biology	 of	

Macrophages	 Tokyo	 June	4,	2016	

⑱	西川恵三、冬の若手ワークショップ 2016

（転写研究会・転写サイクル・転写代謝シス



テム共催）	 山梨	 2016 年 2 月 5 日	

⑲	西川恵三、酸素生物学班会議・ダイイン

グコード合同若手会議	 千葉	 2016 年 1 月

27 日	

⑳	西川恵三、第 38 回日本分子生物学会年

会・第８８回日本生化学大会合同大会	 ワ

ークショップ	 神戸	 2015 年 12 月 2 日	

㉑	西川恵三、第 18 回骨発生・再生研究会	

東京	 2015 年 11 月 28 日	

㉒	西川恵三、第 8 回骨軟骨フロンティア	

東京	 2015 年 11 月 7 日	

㉓	西川恵三、第 76 回共同研テクニカルセ

ミナー	 大阪	 2015 年 9 月 28 日	

㉔	西川恵三、第 33 回日本骨代謝学会学術

集会	 シンポジウム	 東京	 2015 年 7 月 24

日	

㉕	西川恵三、第 1回日本骨免疫学会	 宮古

島	 2015 年 7 月 1 日	

㉖	西川恵三、ヒューマンメタボロームセミ

ナー	 大阪	 2015 年 6 月 19 日	

㉗	西川恵三、転写代謝システム領域班会議	

熊本	 2015 年 6 月 14-16 日	

㉘	西川恵三、酸素生物学班会議	 京都	

2015 年 5 月 30,	 31 日	

㉙	西川恵三、第 6 回大阪免疫塾	 大阪	

2015 年 2 月 3 日	

㉚	西川恵三、第 2回先進イメージング研究

会	 神戸	 2015 年 1 月 9 日	

㉛	西川恵三他、第 62 回日本食品科学工学

会	京都	2015 年 8 月 27 日	

㉜	Nishikawa	K	et	al.,	The	3rd	Conference	

of	the	Japanese	Association	for	Hypoxia	

Biology	 Tokyo	 July	25,	2015	

㉝	西川恵三他、第 1回日本骨免疫学会	 宮

古島	 2015 年 6 月 30 日	

㉞	西川恵三	 第 57 回日本老年医学学術集

会	横浜	2015 年 6 月 14 日	

㉟	西川恵三他、第 88 回日本薬理学会年会	

名古屋	2015 年 3 月 20 日	

㊱	西川恵三、第 87回日本生化学会大会	 京

都	 2014 年 10 月 18 日	

㊲	西川恵三、転写代謝システム領域班会議	

仙台	 2014 年 7 月 11-13 日	

㊳	Nishikawa	K、Symposium	Immunology	and	

Infection	Biology	 Sweden	 2014 年 6 月

10 日	

㊴	西川恵三他、第 12 回日本機能性食品医用

学会年会	京都	2014 年 12 月 13 日	

㊵	西川恵三他、第 37 回日本分子生物学会年

会	横浜	2014 年 11 月	

㊶	Nishikawa	K	et	al.,	Development	of	an	in	

vitro	culture	method	for	stepwise	

differentiation	of	mouse	embryonic	stem	

cells	and	induced	pluripotent	stem	cell	

into	mature	osteoclasts.	 第 87 回日本薬

理学会年会	 仙台	 2014 年 3 月	
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