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１．目的 

骨粗鬆症に伴う運動器障害は、高齢者の寝たきりの原因に挙げられ、高齢化社会を背景に重大な社会問

題となる。この病態発症には、骨吸収活性をもつ破骨細胞の異常が深く関係していることから、破骨細

胞に作用する阻害剤は有効な治療薬候補となる。ビスホスホネート製剤は、破骨細胞内の低分子量Gタン

パク質に作用して細胞死を誘導する効果をもち、上市された破骨細胞阻害薬の中で最も汎用されている。

しかしながら、近年、様々な副作用(顎骨壊死など)が指摘されていることから、異なる細胞内分子を標

的とした新薬の開発は焦眉の急である。申請者は、破骨細胞で働く骨吸収関連酵素に対して阻害作用を

もつ化合物をこれまでに探索し、破骨細胞の骨吸収機能が有効な創薬標的となることを明らかにした

(Science	2008)。さらに、近年においては、破骨細胞のDNAメチル化制御にかかわる酵素Dnmt3aの研究を

通じて、エピジェネティック制御機構が骨粗鬆症の有効な治療標的となることを実証した(Nature	Med.	

2015)。従来、核内受容体を除けば、核内分子を標的とした創薬研究はほとんど例を見ない。しかしなが

ら、近年、エピジェネティック制御の阻害剤が抗癌剤として有用であることが示されており、核内のエ

ピジェネティック制御を標的とした創薬研究は黎明期にあるとも考えられる。そこで、本研究では、新

たな破骨細胞のエピジェネティック制御を明らかにし、その成果を創薬研究に向けた基盤研究として発

展させることを目的とする。近年、申請者は、破骨細胞のゲノムDNAがメチル化されるだけでなく、5-ヒ

ドロキシメチル化修飾を受けることを見出した(未発表)。そこで、本研究では新規のヒドロキシメチル

化酵素HMに注目し、破骨細胞における機能解明に取り組む。本研究によって、『破骨細胞のエピゲノム

創薬』に資する分子基盤の確立を推進し、従来研究とは全く異なる創薬アプローチの実現を目標にする。	

	

	

２．方法	

(1)骨代謝制御における HM の重要性の解明	 破骨細胞特異的に HM遺伝子を欠損したマウス(HMcKO マ

ウス)を作出し、骨代謝における HM の役割を生体レベルで明らかにする。即ち、HM遺伝子座に loxp 配列

を挿入した HMflox/floxマウスと破骨前駆細胞特異的に Cre を高発現する系統 Rank-Cre マウスを交配するこ

とで HMcKO マウスを作出する。そして、HMKO マウスの長管骨をμCT(microfocus	X-ray	computed	

tomography)撮影した後、RATOC 社の画像解析ソフトによって CT 画像を 3 次元構築することで、骨構造に

関するパラメータを算出する。同時に、この 3 次元 CT データから骨塩量の分布解析も実施することで、

骨密度の空間的変動の是非を定量的に評価する。一方、非脱灰硬組織標本を作製し、骨形態計測を実施す

ることで、破骨細胞および骨芽細胞特有のパラメータを測定する。これによって、HMKO マウスで生じる破

骨細胞あるいは骨芽細胞の異常の是非を細胞レベルで解析する。	

(2)破骨細胞制御にかかわる HM の作用機序の解析	 野生型とHMcKOマウスから破骨細胞の前駆細胞を

単離し、破骨細胞の分化誘導実験を実施する。また、当該細胞を用いてトランスクリプトーム解析や、高

速シーケンス解析によるゲノムワイドな5-ヒドロキシメチル化DNA領域の解析(5-hmc-seq解析)を実施す

ることで、HM の標的遺伝子を同定する。5-hmc-seq 解析は、化学的補足法を用いて実施する。具体的には、

100-500bp 程度に断片化したゲノム DNA とヒドロキシメチルシトシングルコシルトランスフェラーゼを反

応させることで、DNA 中の 5-ヒドロキシメチルシトシン特異的にグルコース基のタグを付加させ、5-ヒド

ロキシメチルシトシンをグルコシル-5-ヒドロキシメチルシトシンへ変換する。続いて、クリックケミス

トリーによって糖鎖部分にビオチン付加し、アビジンビーズによって当該 DNA 断片を濃縮する。その後、

単離した DNA 断片を高速シーケンサによって解析を行う。	

	

	

３．結果	 研究成果	

(1)骨代謝制御におけるHMの重要性の解明	 HMcKOマウスは、メンデル則に従って出生し、生理的条件

下では体重や体長などにおいて野生型マウスと比較して有意な表現型の差を示さなかった。10週齢の野

生型ならびにHMcKO雄マウスの大腿骨のμCTによる3次元断層像を作製し、骨構造に関するパラメータ(海

綿骨量、骨梁幅、骨梁数及び骨梁間隔)を算出した。その結果、海綿骨量、骨梁幅、骨梁数並びに骨梁間

隔などの骨構造に関するパラメータに関して、野生型ならびにHMcKOマウスの間に有意な差が観察されな

かった(図1)。次に、同検体の脛骨の非脱灰薄切標本を作製し、骨形態計測を実施することで、骨吸収に

関するパラメータ（骨吸収面、破骨細胞数および破骨細胞面）並びに骨形成に関するパラメータ（骨芽

細胞面、骨石灰化面、骨石灰化速度および骨形成速度）を計測した。その結果、骨吸収面、破骨細胞数



並びに破骨細胞面などの骨吸収に関するパラメータおよび骨芽細胞面、骨石灰化面、骨石灰化速度並び

に骨形成速度などの骨形成に関するパラメータに関して、野生型ならびにHMcKOマウスの間に有意な差が

観察されなかった(図2)。	

	

	

(2)破骨細胞制御にかかわるHMの作用機序の解析	 破骨細胞分化に対するHM欠損の影響を検討する

ために、野生型とHMcKOマウスから破骨細胞の前駆細胞を単離し、破骨細胞の分化誘導実験を試みた。そ

の結果、HMcKOマウスから単離した前駆細胞から破骨細胞への分化は、野生型と同等に誘導されることが

観察された(図3)。また、当該細胞を用いて5-hmc-seq解析を実施したところ、破骨細胞特異的に発現す

る遺伝子(Acp5,	Ctsk,	Mmp9及びOscar)の領域において5-ヒドロキシメチル化DNAの濃縮が見出されたも

のの、HM欠損によってこれらの修飾の程度に変化が観察されなかった(図4)。	

	

４．考察	 まとめ	

破骨細胞特異的なHM欠損マウスの骨代謝には異常が観察されなかったことから、一見、HMは破骨細胞に

おいて重要でないことが示唆される。しかしながら、哺乳類では、HMと同等の機能を有するHMファミリ

ータンパク遺伝子HM1およびHM2が存在する。実際に、破骨細胞においてこれらの遺伝子が発現すること

から、HM遺伝子の機能が代償されている可能性が考えられる。現在、HMファミリータンパク遺伝子を同

時に複数欠損させたノックアウトマウスの作出に着手しており、今後、破骨細胞におけるHM遺伝子の役

割のさらなる解明を計画している。	
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