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概要  

 骨粗鬆症検体を用いたゲノムワイド関連解析や クラスター解析を用いて造血幹細胞と相

関があると見出されてきた核に存在するタンパク ASXL（ Additional sex comb like）は、

最近になってマクロファージをはじめとする一部の免疫細胞にも高発現していることが明

らかになってきた。本研究では破骨細胞活性化因子として知られている RANKL (Receptor 

Activator of NF-κ B Ligand)シグナルと代謝エピジェネティック制御遺伝子 ASXL1 のシ

グナルクロストークによる破骨細胞分化や活性化・維持機構を明らかにし た。骨粗鬆症に

より骨折し、寝たきりになることでさらに骨量が減少し、骨折治癒までもが遅延してしま

う負のスパイラルに陥ってしまうことが問題となっている、骨量を回復し骨質を改善する

ことで患者の QOL を回復することが期待される。  

 

abstract 

The additional sex comb like (ASXL) pathway plays an important role in RANKL-

mediated osteoclastogenesis.  However, the mechanism underlying the regulation of 

ASXL expression in osteoclasts and the signaling pathway through which ASXL 

controls osteoclastogenesis remain unclear.  In response to RANKL, bone marrow 

macrophages transfected with ASXL1 shRNA exhibited upregulated phosphorylation of 

Akt and MAPK as well as NF-κ B, whereas their response to M -CSF remained unchanged. 

Taken together, the present results suggest that the RANKL/ASXL1 signaling axis 

plays a critical role in osteoclastogenesis , thereby identifying the potential of 
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ASXL1 in treating pathological disorders of the bone such as osteoporosis and 

rheumatoid arthritis.  

 

研究内容  

「背景」超高齢化社会に突入した我が国において認知症のみならず骨粗鬆症の診断薬およ

び治療薬の開発は急務である。近年、サイトカイン RANKL(Receptor activator of NF-κ B 

ligand)の発見によって、同じ血球系由来の破骨細胞および強力な抗原提示細胞である樹

状細胞の分化・活性化機構の解明が急速に進歩してきており、免疫系細胞が骨代謝疾患や

関節リウマチ (RA:Rheumatoid Arthritis)や変形性関節症 (OA:Osteo Arthritis)の病態に

おける骨・軟骨破壊機構に密接に関与していること（オステオイムノロジー分野）を報告

してきた (1-5)。さらに最近、内分泌撹乱物質ダイオキシン受容体として知られる核内レセ

プター AhR シグナルと RANKL シグナルクロストークの解明による破骨細 胞分化機構を明ら

かにしている（ 6）。また米国ワシントン大学 Steven L. Teitelbaum 教授との共同研究によ

りチロシンカイネース c-Src が破骨細胞に必須のレセプター RANK とインテグリン α vβ 3

との複合体を形成し破骨細胞による細胞骨格を制御していることを明らかにし（ 7）、さら

に 最近 、ヒ スト ンのメ チル 化を 調節 する核 に存 在す るタ ンパク Asxl2 (Additional sex 

comb like 2)が糖代謝、脂質代謝、及び骨代謝を調節していることを明らかにした （ 8）。

Asxl1 は Asxl2 と同じヒストンのメチル化を調節する核に存在するタンパクでありポリコ

ーム群遺伝子の一つである。骨粗鬆症検体を用いたゲノムワイド関連解析 (GWAS)やマウス

細胞のクラスター解析を用いたこれまでの研究では Asxl1 がミエロイド系マクロファージ

の分化に重要な役割を果たすことが報告されている（ 9）。そこで今回、マクロファージや

破骨細胞における Asxl1 と RANK/RANKL シグナルとのシグナルクロストーク機構を解析す

ることを目的とするとともに RA や骨折モデルを用いた病的状況下に集積するマクロファ

ージ・破骨細胞の骨芽細胞、骨細胞とのカップリング機構や臓器連関、 Asxl1 をターゲッ

トとする免疫療法開発の可能性について解明することを着想するに至った。破骨細胞前駆

細胞でもあるマクロファージは炎症の発症から収束に至るまで様々な様式で炎症に関わっ

ている。病態初期に関与するマクロファージは、 M1 マクロファージと呼ばれ、一方で炎症

後期に炎症修復に関与するマクロファージは M2 マクロファージと呼ばれる。そこで RA や

骨粗鬆症発症を骨組織での慢性炎症という観点からマクロフ ァージ・破骨細胞を中心に解

析し、 Asxl1 を介したマクロファージの浸潤・機能促進、増殖などを明らかにすることに
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よる RA や骨粗鬆症発症の機序解明を目的とする。  

「目的」近年の癌治療薬の開発研究において、エピジェネティク制御を創薬標的として利

用する試みが注目されている。GWAS やクラスター解析を用いて造血幹細胞と相関があると

見出されてきた核に存在するタンパク Asxl1 は、最近になってマクロファージをはじめと

する一部の免疫細胞にも高発現していることが明らかになってきた。本研究では破骨細胞

活性化因子として知られている RANKL シグナルとエピゲノム制御遺伝子 Asxl1 とのシグナ

ルクロストーク解明によるマクロファージから破骨細胞への分化や活性化・維持機構を明

らかにし、新たな骨粗鬆症に対する創薬標的として利用可能かどうかを検討する 。さらに、

骨折、骨粗鬆症や関節リウマチなどの病的状況下での、近年同定されたヘルパー T 細胞中

の Th17 細胞サブセット、M1/M2 マクロファージ、カップリング因子にも焦点をあて、Asxl

の影響解明、多臓器連関および新たな骨代謝疾患の診断や治療法の開発を目的とする。こ

れらのことが明らかになれば、臨床へのアウトカムとして破骨細胞を標的とした骨吸収抑

制剤の開発において、 Asxl1 を中心としたエピジェネティク創薬は有効なアプローチのひ

とつになることが考えられ、新たな分子標的治療の創出につながる ことが予想される。  

「結果」これまでの申請者らの予備検討でマクロファージを RANKL 刺激後に Asxl1 の発現

が急激に上昇するというデータを得ており、破骨細胞への分化・活性化の過程 で Asxl1 が

極めて重要な役割を果たしていることが示唆されることより RANKL シグナルと Asxl1 との

関係を詳細に解析する。一方、 Asxl1 の発現がどのように調節されているのか、またその

調節に関与する因子の本体についてもよく判っていない。さらに、 Asxl1 の直接のターゲ

ットである BaP1、Ezh2、あるいは核内ホルモンレセプターとの結合と破骨細胞分化に関す

る研究も実施した。その結果、 Asxl1 をノックダウンしたマクロファージでは RANKL 刺激

により破骨細胞形成能の著しい亢進がみられ、また細胞内シグナル伝達においてリン酸化

Akt、MAP キナーゼの一つであるリン酸化 p38、NF-κ B のサブユニットであるリン酸化 p65、

リン酸化 Iκ Bα の亢進を認めた。一方で BaP1 をノックダウンしたマクロファージでは破

骨細胞形成の著しい減少がみられ、 NFATc1, Integrin β 3, c-Src, Cathepsin K などの破

骨細胞分化マーカー及び RANKL によるリン酸化 Akt、リン酸化 Iκ Bα、リン酸化 JNK の発

現 が 著 し く 減 弱 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 破 骨 細 胞 形 成 に は ２ つ の サ イ ト カ イ ン

RANKL、M-CSF が必須であることが知られているが Asxl1、BaP1 のノックダウンしたマクロ

ファージではコントロールと比較して M-CSF 刺激においては細胞内シグナル伝達に差がみ

られなかった。これらの結果より ASXL１はブレーキ役、BaP1 はアクセルとして分子複合体
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を形成しミエロイド系マクロファージから破骨細胞の分化に重要な役割を果たすことが示

唆された。  

 また、米国ワシントン大学 Steven L. Teitelbaum 教授との予備検討により破骨細胞前

駆細胞特異的 (Lysozyme M-Cre)に Asxl1 を欠失させた 12 週齢マウスでは大腿骨遠位部海

綿骨の著しい減少が観察され、骨粗鬆症を呈した。さらに申請者らは、 Asxl2 欠損マウス

の骨髄より誘導した破骨細胞がほとんど誘導されないのに対して (8)、Asxl1 欠損マウスで

は破骨細胞がコントロールマウスと比較して約 10 倍亢進していることがみられ、この分

化誘導に複数の転写因子が相互に関与していることを観察しており、 さらに野生型マウス

の骨折部位に集積したマクロファージの局在と Asxl1 の共局在を認めた。これらの研究と

シグナル伝達の解析の結果より、核タンパク Asxl1 によるエピジェネティックな骨代謝調

節メカニズムが解明されることが期待される。加えて血管新生や、マクロファージ、破骨

細胞、骨芽細胞が仮骨の骨化・吸収といった骨創傷部のリモデリング・修復に複雑に関与

する骨折の治癒過程や顎関節を含む全身の RA 病態における骨・軟骨破壊機構といった病

的状況下における Asxl1 の役割を詳細に検討することで、破骨細胞あるいは活性化リンパ

球を中心とした単独でなされてきた従来の多くの研究とは違い、骨代謝と免疫系をリンク

する骨免疫学全体の構図を考える上で極めて重要な研究といえる。破骨細胞は単球・マク

ロファージ系細胞から融合・多核化されて形成される。 RANKL 刺激によって誘導されるヒ

ストン脱メチル化酵素である Jmjd3 により、破骨細胞分化のマスター転写因子 NFATc1 プ

ロモーター上のヒストン H3 の 27 番目のリジン残基 K27me3 が脱メチル化され、遺伝子発

現が誘導されることが知られている。 H3K27 のトリメチル化（ H3K27me3）は、 ES 細胞など

において、分化誘導にかかわる遺伝子の発現抑制にかかわるヒストン修飾とされており、

トリメチル化が外れることによって遺伝子発現が誘導される。ChIP シークエンスを用いた

検討から、 RANKL 刺激によって NFATc1 遺伝子の転写開始点付近における H3K27me3 の発現

が低下していることが明らかになった。そこで破骨細胞前駆細胞 RAW264.7 細胞を用いた

予備的検討を行ったところ、Asxl1 は RANKL 刺激によって誘導されるが、Asxl1 のノックダ

ウンによって H3K27me3 の脱メチル化が減少し、RANKL による破骨細胞分化が誘導されるこ

とが判明した。さらに、 Asxl1 ノックダウンによる Jmjd3 の約 40 倍の発現上昇を認めた。 

「今後」これらの結果は Asxl1 による NFATc1 遺伝子プロモーター上のヒストン脱メチル

化というエピジェネティックな修飾が、破骨細胞分化に重要な役割を果たしている可能性

を示唆している。そこで Asxl1 ノックアウトマウス由来破骨細胞への Jmjd3 のノックダウ
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ンによる NFATc1 転写活性をルシフェラーゼアッセイ、ChIP アッセイ、DNA 転写結合アッセ

イにより解析するとともに NFATc1 の遺伝子過剰発現を行い破骨細胞形成能も併せて多角

的に評価する。今後しかるべきデータが出た時点で学術論文としてまとめ、論文投稿を行

う。投稿先として Journal of Bone and Mineral Research, Bone などを検討している。  
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