
T35埼玉医科大学雑誌　第 33 巻　第 3, 4 号別頁　平成 18 年 12 月

Thesis

緒　言

　骨は生体支持と運動をつかさどる骨格筋の中心で
あるとともに，カルシウム濃度調節機能を併せ持つ組
織である．その機能は破骨細胞による骨吸収 1)と骨芽
細胞による骨形成 2)により厳密に制御され恒常性を維
持している．しかし閉経や炎症などで破骨細胞による

骨吸収の亢進が起こるとこのバランスが崩壊して骨
量が減少し，骨粗鬆症や関節リウマチのような病態を
きたす．高齢化社会の進展に伴い骨密度低下が引き起
こす運動機能障害をもつ患者の数は増加の一途をたど
り社会的問題になりつつある．従って骨代謝研究は臨
床的及び社会的な観点から新たな治療戦略を検討する
上で注目されており，病的な骨破壊の成因となる破骨
細胞の分化調節機構を明らかにすることがこれらの問
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　骨の機能は破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成により厳密に制御され恒常性が維持され
ている．しかし骨吸収の亢進が起こるとそのバランスが崩壊して骨量が減少し，骨粗鬆症や関節リウ
マチのような病態をきたす．そのため骨吸収の中心的な役割を果たす破骨細胞の機能を解明すること
がこれらの問題を解決する重要な役割と考えられる．
　これまでNFATc1を中心とした転写因子群の協調的な働きは，破骨細胞マーカー遺伝子の効率的な
発現誘導をもたらし破骨細胞のダイナミックな骨吸収に寄与することが明らかになっている．一方転
写因子であるPaxファミリーはさまざまな細胞分化に重要な働きをすることで知られていたが，今回
初めて破骨細胞内で発現することが明らかとなった． RANKLによる破骨細胞誘導においてmRNAの
発現解析の結果，Pax6が骨髄マクロファージ細胞に発現していてRANKL刺激後その発現が変動する
ことが分かった．また破骨細胞のマーカー遺伝子であるTRAP遺伝子のプロモータ上の1853塩基の配
列を調べPax6のDNA結合配列に類似した領域が存在することを見出した． そのDNAプローブを作製
し破骨細胞抽出液を使ったゲルシフトアッセイによりDNA結合活性を調べたところPax6が特異的に
結合していることがわかり，TRAP遺伝子がPax6の標的となることが示された． さらに破骨細胞の分
化過程でPax6のDNA結合活性が変化することも明らかになった． 次にTRAP遺伝子のプロモーター
領域を使ったレポータージーンアッセイにより，NFATc1により増強されるTRAP遺伝子のプロモー
ター活性をPax6は量依存的に抑制することが示された．またPaxファミリーと結合し転写抑制に関わ
る共役因子として知られるコリプレッサー Tleファミリーのなかで，Tle6が破骨細胞内で強く発現す
ることを見出し， Pax6と協調しTRAP遺伝子のプロモーター活性を抑制することおよびNFATc1と直
接結合することを明らかにした． さらにレトロウイルスを用いてPax6を破骨細胞内へ強制発現した
結果，TRAP陽性の多核の融合巨細胞数がコントロールに比べ有意に減少した．このことはPax6が破
骨細胞の分化抑制に寄与することを強く示している．
　以上，本研究で我々はPax6が破骨細胞で発現することを初めて見出し，NFATc1による転写活性を
抑制して破骨細胞の分化を調節する新たな制御因子であることを示した．
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題を解決する重要な役割を果たすと考えられる．
　破骨細胞は，単球 ⁄マクロファージ系前駆細胞由来
の細胞で，破骨細胞分化因子であるReceptor activator 
of NF-κB ligand （RANKL）と macrophage colony 
stimulation factor （M-CSF）の 存 在 下 に tartrate-acid 
phosphatase （TRAP）陽性の多核細胞に分化する 1, 3)．
RANKLは 破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 上 で 受 容 体 RANKに
結合し細胞内にシグナルを伝達をする．RANKに
は TNF receptor-associated factor（TRAF）6が結合
し，シグナル伝達の中心的な働きを担い 4, 5)，その
下 流 で は p38MAPK，extracellular signal-regulated 
kinase（ERK），Jun-N-terminal kinase（JNK），TAK1，
Phosphatidylinisitol 3-kinase（PI3K）などのリン酸化酵
素であるキナーゼが活性化され，様々な転写因子を活
性化する 6 -10)ことが知られている．破骨細胞分化に必
須な転写因子としては，大理石病を呈するノックアウ
トマウスや変異遺伝子の解析によりc-Fos11)，nuclear 
factor-κB（NF-κB）12), PU.113），microphthalmia-
associated transcription factor（Mitf）14）な ど が 同 定 さ
れている．さらにnuclear factor of activated T cell c1 

（NFATc1）15)は破骨細胞分化を制御するマスター転写
因子として知られている．NFATc1のノックアウトマ
ウスは胎生致死であるが， NFATc1 遺伝子欠損 ES 細胞
を使ってRANKL 刺激による破骨細胞分化が完全に障
害され，過剰発現によりRANKL 刺激なしで破骨細胞
に分化する．そのことから破骨細胞の分化に必要且つ
十分なマスター転写因子であることがわかった 15)．こ
れらの転写因子群は破骨細胞の分化・機能に重要な
マーカー遺伝子 TRAP16)，カテプシンK17)，OSCAR18)

の転写を活性化して破骨細胞分化を調節している．著
者らはこれまでにp38 MAPKが破骨細胞のマスター転
写因子であるNFATc1の上流で作用しNFATc1の発現
や局在を変化させることによりマーカー遺伝子発現を
制御し破骨細胞分化を多段階で調節していることを明
らかにした 19)．このように破骨細胞のRANKL 刺激に
よる細胞内シグナル伝達では多くのキナーゼや転写因
子が協調的に働き破骨細胞の分化を制御している．
　骨代謝のバランスの平衡性の維持には，骨吸収の
亢進を防ぐため破骨細胞の分化を調節するような抑
制機構が存在する．例えば間葉系細胞から分泌される
サイトカインのOsteoprotegerin （OPG）はRANKLの
デコイレセプターとして働きRANKLの機能を抑制
する 20, 21)．さらに最近になりInterferon （IFN）-γ22)と 
IFN-β23)は破骨細胞の分化抑制に重要なサイトカイン
として報告された．炎症時の病的な骨吸収の際にはT
細胞がIFN-γを産生してTRAF6を分解することによ
り破骨細胞の分化を抑制し，また生理的リモデリン
グの際にはRANKL 刺激で破骨細胞から分泌された
IFN-βの発現がc-Fosの発現を抑制する．Id （inhibitors 
of differentiation / DNA binding） はMitfと結合するこ

とによりマーカー遺伝子 OSCARプロモーターへの結
合を阻害し破骨細胞分化を抑制している 24)．このよう
な破骨細胞の分化抑制因子の機能はまだ不明な点が多
く，詳細な調整機構を解明することは新たな骨粗鬆治
療薬の開発に繋がることが期待される．
　Pax 遺伝子ファミリーはpaied box DNA 結合ドメ
インを有する転写因子で，胚細胞における組織形成・
細胞分化を調節することが知られており，構造により
4サブグループに分かれる9 種類が同定されている 25)．
これまでのPaxファミリー遺伝子欠損マウスの解析で
は骨量の減少，歯や顎の欠損などが示され，Pax 遺伝
子の骨代謝への関与が示唆されたが，そのメカニズム
はまだ明らかにされていない．そこで我々はPaxファ
ミリー遺伝子の骨代謝に対する影響，特に破骨細胞の
分化を抑制する分子機構を調べるために，破骨細胞内
での遺伝子発現を調べたところ，Pax6が骨髄マクロ
ファージ細胞と破骨細胞に発現することを見出した．
　本研究において我々はPax6がRANKL 刺激で破骨細
胞内の発現変化が誘導され，破骨細胞のマーカー遺伝
子であるTRAP 遺伝子の発現を制御していることを示
し，Pax6が破骨細胞分化を制御する新しい調節因子
であることを報告する．

実験材料および方法

材料
　ヒトリコンビナント RANKL は Peprotech EC Ltd. 

（London, UK）より購入し，リコンビナントヒトM-CSF 
（Macrophage colony-stimulating factor）は森永乳業 
（Tokyo, Japan）より提供を受けた．抗 Pax6ポリクロー
ナル抗体はCHEMICON International, Inc. （Temecula, 
CA）より，抗 NFATc1モノクローナル抗体，抗 PU.1ポ
リクローナル抗体はSanta Cruz Biotechnology （Santa 
Cruz, CA）より購入した．抗 M2モノクローナル抗体
はSigma （St Louis, MO）より購入した． 抗 Tle6ポリ
クローナル抗体は Dr. Look（Harvard Medical School)
より供与された．Reverse Transcription-Polymerase 
Chain Reaction KitはInvitrogen （Carlsbad, CA）より購
入した．
細胞培養
　 骨 髄 細 胞 は12 〜 16 週 令 C5B/B6Nマ ウ ス の 大 腿
骨，脛骨の骨髄腔からAlpha-modified MEM, Sigmam 

（St Louis, MO）培地を使って採取した．Lysing buffer 
（17 mM Tris, pH7.65, 0.75％  NH4Cl）を使って赤血球を
破壊した後，24ウェルプレートの各ウェルに1.5 x 106 
個播種し，10％ 非動化ウシ胎児血清含 Alpha-modified 
MEM 培地に，50 μg/mlペニシリン-ストレプトマイ
シン，40 ng/ml M-CSFを添加し，37℃，10％  CO2 環
境下で3 日間培養した．非接着細胞をPBSで洗浄・除
去したあと，40 ng/ml M-CSF，100 ng/ml RANKL 存
在下にさらに5 〜 7 日間培養を続けた．培地は3 日おき
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に入れ替えた．その後，細胞を採取し，RT-PCRやイ
ムノブロッティングに使用した．
　HEK293 細胞は10％非動化ウシ胎児血清含ダルベッ
コ改変イーグル培地 , Life Technologies Ltd. （Paisley, 
UK）に50 μg/mlペニシリン-ストレプトマイシンを添
加して培養した．
Reverse Transcription-PCR
　Total RNAを前述の培養細胞から採取し，Superscript 
II reverse transcriptase, 1 mM dNTP, 500 ng oligo（dT） 
primer (Invitrogen)を使用し，逆転写にてcDNAを合成
した．合成cDNAを使ったRT-PCRは次のプライマーを使
用した．Pax6, 5’-CAGTCACAGCGGAGTGAATC-3’(sense), 
5’-CGCTTCAGCTGAAGTCGCAT-3’ (antisense); 
TLE6, 5’-CAGTCACAGCGGAGTGAATC-3’ (sense), 5’- 
CGCTTCAGCTGAAGTCGCAT-3’ (antisense)．反応は
それぞれ，95℃ 1 分の後，95℃ 0.5 分，58℃ 0.5 分， 
72℃ 0.5 分を37サイクル，95℃ 0.5 分， 60℃ 1 分，72℃ 
1 分を30サイクルを行った．各 mRNA 発現量はβ-actin
のmRNA発現量をコントロールとした．
免疫沈降反応とイムノブッロティング
　培養細胞を剥離し，溶解緩衝液 （20 mM Tris-HCL, 
pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA,  
1％  Triton, 2.5 mM sodium pyrophoshate, 1 mM 
β-glycerophoshate, 1 mM Na3VO4, 1 μg/ml leupeptin, 
1 mM PMSF）で溶解し5 秒間 5 回超音波で破砕した後，
全細胞溶解液を4℃，10,000 x g，15 分間遠心後，上清
を免疫沈降反応とイムノブロットに供した．全細胞抽
出液 （30 μg ）は，SDSサンプル緩衝液に溶解後，SDS
−ポリアクリルアミドゲルに電気泳動し，ニトロセル
ロース膜に転写後，各々の抗体を用いてイムノブロッ
トし，ECL detection kit （Amersham Bioscience） にて
検出した．
プラスミド
　pcDNA3 NFATc1プラスミドは Dr. M.A. Brown 
(University of Emor y, School of Medicine)より，
pRC-CMV Pax6プラスミドは Dr. Zhou(University 
of Arkansas), p Tle6プラスミドはDr. Look(Harvard 
Medicl School), pcDNA3 PU.1プラスミドはDr. H. Sighn 
(Harvard Medicl School)よ り 提 供 さ れ た．pMX-puro
ベクター，pMX GFPプラスミドは北村俊雄教授

（東京大学医科学研究所）から供与された．
遺伝子導入及びレポータージーンアッセイ
　一過性遺伝子導入実験は，　HEK293 細胞を遺伝子
導入前日に24ウェルプレートに2.5×105 個播種し，合
計 3 μgのプラスミドをリン酸カルシウム法にて細胞
内に遺伝子導入を行った．導入 48 時間後，PBSにて細
胞を洗浄後，プレートより剥離，採取しレポーター溶
解液，Promega （Madison,WI）にて細胞抽出液を採取
した．レポーター活性はルシフェラーゼアッセイシス
テム （Promega）のプロトコールに従い測定した．測定

は各 3 回試行し平均値をとり，β-galactsidase 活性に
て補正をした．
ゲルシフトアッセイ
　オリゴヌクレオチドプローブはT4ポリヌクレオチド
キナーゼを使い［γ-32P］ATPで標識した．DNA結合アッ
セイは，全細胞抽出液 30 μgと32Pで標識したオリゴヌ
クレオチドを30℃，30 分間反応させた．競合アッセイ
では，10 倍量のラベルしていないオリゴヌクレオチド
を全細胞抽出液に添加し4℃，30分反応させ，スーパー
シフトアッセイも各抗体を全細胞抽出液に添加し4℃，
30 分反応させた後に，標識したオリゴヌクレオチドと
30℃，30分間反応させた．反応後のサンプルは4％ポリ
アクリルアミドで電気泳動したあと，ゲルを真空ポン
プにて乾燥後オートラジオグラフィーで解析した．
レトロウイルスを用いた遺伝子導入
　作製したPax6レトロウイルスベクターはパッケー
ジセルラインのPlat E 細胞（北村教授より供与）　に
リン酸カルシウム法にて遺伝子導入した．48時間培養
後にウイルス上清を採取後 0.45 μmのシリンジフィル
ターで濾過し，8 μl/mlポリブレンを付加した培地を，
培養骨髄マクロファージの培地と交換し，12 時間培
養して感染により遺伝子導入した．上清を取り除いた
後，40 ng/ml M-CSF， 100 ng/ml RANKL 存在化にさ
らに5日間培養をした．
破骨細胞分化アッセイ
　破骨細胞形成はTRAP 陽性細胞数を計測した．接着
細胞は10％ホルムアルデヒドで3 分間固定した後，風
乾し0.01％  naphthol AS-MX phoshate （Sigma），50 mM 
sodium tartrate 含の酢酸緩衝液 （0.1M sodium acetate, 
pH5.0）で室温 30 分間おいて染色した．染色液を除去し
PBSで洗浄し風乾した後，3核以上のTRAP陽性細胞を
計測した．

結　果

骨髄マクロファージ細胞，破骨細胞におけるPax6の
発現
　Paxファミリー遺伝子がRANKL 刺激における破骨
細胞の分化過程において発現があるか否か確認するた
めに，破骨細胞内のPaxファミリー遺伝子のmRNAと
タンパク質の発現を調べた．骨髄マクロファージ細胞
をRANKLで刺激し破骨細胞を誘導し，Pax1, 2, 3, 4, 5, 
6のmRNAの発現を調べると，Pax3とPax6のみ発現
の増加がみられた （Fig. 1A）．mRNAの発現量が多い
Pax6に注目し，さらに経時的に調べたところPax6の
mRNAは1 日目で一端減少するがその後 7 日目におい
て増加することが見出された（Fig. 1B）．Pax6のタン
パク発現量には大きな変化はみられなかった （Fig. 
1C）．これらの結果から破骨細胞内にはPax6が発現し
ており，RANKL 刺激によりそのmRNA 発現量が変化
することが明らかとなった．
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Pax6のTRAP遺伝子発現への影響
　TRAP 遺伝子は重要な破骨細胞のマーカー遺伝子と
して知られており，これまでマウスのプロモーター解
析ではNFATc1，PU.1やMitfの結合サイトを含む重要
なシスエレメントを有することがわかっている 26, 27)．
そこでPax6が破骨細胞のマーカー遺伝子の発現に
影響を与えるか調べるために，TRAP 遺伝子がPax6
の標的となるか否かを検討した．まずPax6の結合
配列 (5’ -TTCACGC T/A T C/G A A/T/ C/G T G/T A/C A/T/ C/G - 3’)
がTRAP 遺伝子のプロモーター領域に存在するか
否かを調べたところ，われわれは2カ所に類似する
配列を見いだし PA1 と PA2サイトと名付けた．そ
れぞれのサイトは転写開始点から −634から −649 

（PA1; 5’-TTCACGGCTCAGCTCG-3’）と−116から−101 
（PA2; 5’-AGGCATGCACCGTGAG-3’）に位置していた 
（Fig.2A）．そこで TRAP遺伝子が Pax6の標的因子で
ある可能性を調べるためにPA1，PA2 領域の2 本鎖
DNAを作製しこれをプローブとして用いゲルシフト
アッセイを行った．まずウサギ網状赤血球の抽出液
を使った in vitroの転写 / 翻訳でPax6を合成し，RI 標
識したDNAプローブとの結合を調べたところ，PA1，
PA2サイトともに結合が確認された（data not shown）．
次に破骨細胞内の内在性 Pax6タンパクがこれらのプ
ローブに結合するか調べるために，RANKL 刺激前の
骨髄マクロファージ細胞と刺激後 5 日目の破骨細胞の
細胞抽出液を用いてゲルシフトアッセイを行った．そ
の結果 Pax6はPA2サイトよりPA1サイトに強く結合
し，骨髄マクロファージ細胞よりRANKL 刺激後の破
骨細胞抽出液でプローブとの結合が強いことを見出し

（Fig. 2B）．このことからPA1サイトのプローブを用い
て以下の実験を進めた．非標識のPA1プローブを反応
させるとDNA 結合活性は著明に抑制されたが，Pax6
非結合配列の非特異的プローブを加えた場合には抑
制効果は観察されず（Fig. 2C，Lanes3, 4），Pax6が特
異的にPA1サイトに結合することが確認された．さら
に，抗 Pax6 抗体との反応によりバンドのスーパーシ
フトがみられたがコントロールのウサギ抗 IgG 抗体で
はスーパーシフトは見られず，Pax6の特異的な結合で
あることが証明された （Fig. 2C，Lane5）．さらに破骨
細胞分化過程でPax6のDNA 結合能が変化するかを調
べるために，RANKL 刺激後 7 日までの細胞抽出液を使
用しゲルシフトアッセイを行った．その結果RANKL刺
激後 1 日で結合が一端減弱し，その後結合は徐々に増
強することがわかった （Fig. 2D）．これらの結果から，
Pax6は骨髄マクロファージ細胞の時点からTRAP 遺
伝子プロモーターに結合しているが，RANKL 刺激で
DNA結合活性が一時的に減弱することが示唆された．
　次にPax6がTRAP 遺伝子発現に影響を与えるかど
うか調べるために，TRAP 遺伝子プロモーター （上流
1492 bp）にルシフェラーゼ遺伝子を結合させたレポー

Fig. 1. Paxファミリーの骨髄マクロファージ細胞と破骨細胞
での発現．A. 骨髄マクロファージ細胞をM-CSF (40 ng/ml)と
RAKNL (100 ng/ml)の存在化に5 日間培養した．全 RNAを抽
出しRT-PCRにてPax1, 2, 3, 4, 5, 6のmRNAの発現を調べた．
コントロールとしてβ-actinの発現を調べた．B. 骨髄マク
ロファージ細胞をRAKNL (100 ng/ml)で刺激し7 日間培養
した．1 日おきに全 RNAを抽出しPax6のmRNAの発現を調
べた．C. 骨髄マクロファージ細胞をRAKNL (100 ng/ml)で
刺激し1 日おきに細胞抽出液をを採取しPax6の抗体でタン
パク質の発現をウエスタンブロット法で調べた．

Fig. 2. Pax6のTRAP遺伝子プロモーターへの特異的結合．A. 
マウスTRAP 遺伝子プロモーターのPax6の結合部位 (PA1と
PA2)．N ; NFATc1 結合部位，P1, P2; PU.1 結合部位．B. 骨
髄マクロファージ細胞と破骨細胞の抽出液とマウスTRAP 遺
伝子プロモーターに存在するPax6の結合部位のプローブを
使いゲルシフトアッセイをおこなった．C. 骨髄マクロファー
ジ細胞をRANKL刺激後5日で採取した細胞抽出液とPA1をプ
ローブとしたゲルシフトアッセイをおこなった．競合アッセ
イでは10 倍のラベルなし野生型プロープと変異型プローブ
を混合した．スーパーシフトアッセイでは抗Pax6抗体とコン
トロールとして抗 IgG抗体を使った．D. 骨髄マクロファージ
細胞をRANKL 刺激して，隔日で採取した細胞抽出液とPA1
をプローブとしたゲルシフトアッセイをおこなった．
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ター遺伝子を作成し，レポータージーンアッセイを
行った．Pax6の構造は2つのDNA 結合ドメイン（N 末
端にペアードドメイン，中央にホメオドメイン）を有
し，C 末端にプロリン-セリン-スレオニンリッチ転写
活性化ドメインが存在する（Fig. 3A）．TRAP 遺伝子
の活性化因子であるNFATc1とPax6をHEK293 細胞
に強制発現させ，プロモーター活性を計測したとこ
ろNFATc1は量依存性にTRAP 遺伝子発現を増強した
が，Pax6は0.1 μg で10％，0.3 μgで80％，0.9 μgでほ
ぼ100％ と量依存性にNFATc1の効果を抑制すること
が示された （Fig. 3B）．これらの結果よりPax6はTRAP
遺伝子プロモーターに直接結合し，NFATc1による
TRAP 遺伝子の発現を著明に抑制することが明らかと
なった．
Tle6とPax6の協調作用
　Pax6がNFATc1よるTRAP 遺伝子発現を抑制する機
序を調べるため，Pax6とNFATc1の相互作用を調べた
が直接の結合は認めなかった （data not shown）．Pax
ファミリーの転写抑制に関わる共役因子であるコリ
プレッサーのTleファミリーはPaxファミリーと結合
しB 細胞 28, 29)やメラノサイト 30)の分化を抑制すること
から，Pax6による抑制効果がTleファミリーを介し
て増強される可能性が考えられた．そこで骨髄マク
ロファージとRANKL 刺激 5 日目の破骨細胞より抽出
したmRNAをもちいてTleファミリーの発現を調べた．
Tle1, 2はわずかに発現しているのみで，Tle3は発現は
あるがRANKL 刺激で減少し，Tle4, 6の発現が強くみ
られたが発現量はほとんど変化なかった （Fig. 4)．今

回我々はこの中で最も発現の強いTle6を候補として
さらに検討を進めた．Tle6がPax6のTRAP 遺伝子プロ
モーター活性抑制に影響を与えるかどうか調べるた
めに，レポータージーンアッセイを行った．TRAP
遺伝子プロモーターにルシフェラーゼ遺伝子を結合
させたレポーター遺伝子と各 0.3 μgのNFATc1, Pax6, 
Tle6の各プラスミドを組み合わせてHEK293 細胞に
強制発現させた．NFATc1によるTRAP 遺伝子発現の
増強効果を，Tle6 単独では約 50％，Pax6 単独では約
70％，Tle6とPax6 両方では約 90％  抑制することがわ
かった （Fig. 5)．これらの結果よりPax6はコリプレッ
サー Tle6と協調してTRAP 遺伝子発現を抑制する働き
があることが示された．

Fig. 3. Pax6によるTRAP 遺伝子のプロモーター活性への
影響．A. 422アミノ酸で構成されるPax6の構造．PD; paired 
domain，HD; homeodomain，AD; activation domain．B. 
HEK293 細胞にルシフェラーゼ遺伝子を結合させたTRAP 
(1.5 μg)とNFATc1 (01，0.3，0.9 μg)とPax6 (01，0.3，0.9 μg)
を遺伝子導入した．48 時後ルシフェラーゼ活性を測定した．
同時に遺伝子導入したβガラクトシダーゼ活性を測定し，測
定値を補正した．

Fig. 4. Tleファミリーの骨髄マクロファージ細胞と破骨細
胞での発現．骨髄マクロファージ細胞をM-CSF(40 ng/ml)と
RAKNL (100 ng/ml)の存在化に5 日間培養した．全 RNAを抽
出しRT-PCRにてTle family (1/2/3/4/6)のmRNAの発現を調
べた．コントロールとしてβ-actinの発現を調べた．

Fig. 5. Tle6によるPax6のTRAP 遺伝子のプロモーター活性
抑制への影響．HEK293 細胞にルシフェラーゼ遺伝子を結合
させたTRAPプロモータープラスミド(1.5 μg)とNFATc1プラ
スミド (0.3 μg)，Pax6プラスミド (0.3 μg)，Tle6プラスミド
(0.3 μg)を遺伝子導入した．48 時後ルシフェラーゼ活性を測
定した．同時に遺伝子導入したβガラクトシダーゼ活性を測
定し，測定値を補正した．
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Tle6とPax6，NFATc1との相互作用
　Tle6のTRAP 遺伝子発現抑制作用がPax6やNFATc1
と直接結合して効果を発揮するのか否か調べるため
に，Tle6，Pax6，NFATc1をHEK293 細胞に強制発現
させ，細胞抽出液を抗 M2 抗体 （Pax6），抗 NFATc1 抗
体で免疫沈降した後，抗 Tle6 抗体を使ったウェスタン
ブロッティングにて検出を行い相互作用を調べた．
Tle6はPax6とは特異的な結合は検出されなかったが 

（data not shown），NFATc1とは直接的な結合があるこ
とがわかった （Fig. 6）．これら結果からTle6はNFATc1
と直接結合してTRAP 遺伝子の発現を抑制しており，
Pax6との協調作用では他の因子の介在やタンパク質
の修飾などが存在する可能性が考えられた．
レトロウイルスによるPax6の破骨細胞内強制発現
　Pax6が実際に破骨細胞内で分化に与える影響を調
べるために，骨髄マクロファージ細胞にレトロウイ
ルスベクターを使ってPax6を強制発現させた後に，
RANKL 刺激により破骨細胞分化を誘導した．Pax6 導
入群ではコントロール群に比較し，TRAP 陽性の巨細
胞の分化は著明に抑制された （data not shown）．多核
破骨細胞の形成も有意に抑制されていた （Fig. 7）．こ

れら結果から，破骨細胞内で実際にPax6が分化誘導を
抑制することが明らかとなった．さらにPax6が破骨細
胞の融合を阻害する可能性が示唆された．

考　察

　Paxファミリーはこれまでにコリプレッサーである
Transducin-like enhancer of split （Tle）ファミリーと結
合し細胞分化を抑制をすることが分かっている 28-30)．
今回破骨細胞内で強い発現が確認されたTle6がPax6
の抑制効果を増強する因子ではないかと考え実験を
行った．その結果 Tle6はPax6と協調してTRAP 遺伝子
の転写活性を抑制すること，NFATc1と直接結合する
ことが分かり，Pax6によるTRAP 遺伝子発現の抑制メ
カニズムの一端を担う因子であると考えられた． Tle/
Groucho （Gro）ファミリーは転写コリプレッサーとし
て細胞分化抑制に機能を発揮するが，Tle/Groはそれ
自身ではDNA 結合能はもっておらず，DNA 結合転写
因子により誘導されて複合体を形成する． 実際これ
までもPaxファミリーの一つでB 細胞の分化調節因子
であるPax5はTle4, Tle1, Tle3と複合体を形成してB 細
胞の分化抑制機能を発揮する 28, 29)ことや，Pax2 及び
Pax8も同様にTle4に結合し転写抑制を引き起こす28)こ
とが報告されている．さらにPax3もTle4と結合してメ
ラノサイトの分化を抑制する 30)ことがわかっている．
しかしながら今回の実験ではTle6と Pax6の直接結合
は検出されなかった． B 細胞の分化ではTle4はPU.1
に結合することによりリクルートされPax5の細胞分
化抑制誘導することが分かっており 30)，Pax6とTle6
の間にも別の因子が存在する可能性も考えられる．さ
らにPax6はHomeodomain-interacting Protein Kinase 
2（HIPK2）によりリン酸化されて活性化され，DNA
結合能と転写活性化能が増加するとの報告 31)があり
Pax6の修飾による影響も考えられ，今後さらなる検討
が必要である．　
　Pax6はこれまで脳，眼胚，膵臓の膵島などで発現
が報告されている 32-35)が，本研究ではPax6が骨髄マク
ロファージ細胞と破骨細胞に発現することが初めて
観察され直接的な骨代謝への関与が示唆された．これ
までPax 遺伝子ファミリーが骨代謝への関与する報告
としては，Pax5 遺伝子ノックアウトマウスの破骨細
胞数の増加と骨量減少 36)，Pax9 遺伝子欠損マウスの
歯の欠損 37)， Pax7 遺伝子変異マウスの顎の欠損などが
あり 38)，Pax 遺伝子が骨代謝に何らかの影響を与える
ことが示唆されたが，その詳細なメカニズムは明らか
ではなかった．Pax6 遺伝子のノックアウトマウス解
析では著明な脳の変形・欠損，眼・鼻構造の消失，膵
臓の形成不全がみられ周産期致死となり 39-41)，骨に対
する影響は明らかでなかった．そこで破骨細胞に発現
するPax6の作用メカニズムの解明はPaxファミリーの
骨代謝への影響の解明にも重要であると考えられた．

Fig. 7. Pax6による破骨細胞分化抑制．pMX-Pax6とコン
トロールとしてpMX-GFPをレトロウイルスをつかって骨
髄マクロファージに感染させた後，M-CSF(40 ng/ml)と
RAKNL(100 ng/ml) 存在化に5 日間培養した．培養細胞は固
定後，TRAP 染色を行い多核 (3 核以上 ) のTRAP 陽性細胞を
計測した．

Fig. 6. Tle6とNFATc1の相互作用．HEK293 細胞にTle6プ
ラスミド (3 μg)とNFATc1プラスミド(3 μg)それぞれを遺伝
子導入した．48 時後細胞抽出液を採取し，200 μgのタンパ
ク質をそれぞれ抗 NFATc1 抗体で免疫沈降した後，9％SDS-
PAGEにて電気泳動しウェスタンブロット法にてTle6を検出
した．
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今回の実験では，Pax6は量依存性にTRAP 遺伝子発現
を抑制した （Fig. 3B）．また骨髄マクロファージ細胞
内よりその発現がみられ （Fig. 1B, C），TRAP 遺伝子
プロモーターと結合しているという結果 （Fig. 2C, D）
から，Pax6はTRAP 遺伝子の発現を抑制して破骨細胞
分化を負に制御する因子として働いている可能性が
考えられる．さらにRANKL 刺激が加わると何らかの
シグナルがPax6に伝わりTRAP 遺伝子プロモーターか
ら結合がはずれると破骨細胞は分化を始める．分化に
伴い再度結合能を回復し （Fig. 2D） 破骨細胞の過形成
を抑制するようになるという仮説が考えられる．言い
換えると，Pax6が破骨細胞の分化抑制のスイッチを
分化過程でオン・オフの状態に切り替える作用をし
ているのではないかと推測される．破骨細胞の機能亢
進を抑制する働きは生体内で骨代謝のバランスを保
つために常に働いており，生理的リモデリングの過程
ではRANKL 刺激で破骨細胞内でc-Fos 依存的にIFN-β
の発現が誘導され，さらに IFN-βが破骨細胞に作用し
てc-Fosの発現を抑制することにより破骨細胞分化を
阻害する 23)ネガティブフィードバックの機構が働い
ている．炎症時の病的な骨吸収の際は，T 細胞は破骨
細胞の分化促進因子のRANKLやTNF-αを産生する一
方でIFN-γを産生し，破骨細胞内のTRAF6を分解し
破骨細胞分化を抑制している 22)．また破骨細胞の抑制
因子 Idは前駆細胞でMitfと結合してOSCAR 遺伝子プ
ロモーターへの結合を抑制しているが，RANKL 刺激
で結合が離れることにより破骨細胞の分化が進む 24)．
Pax6はこれらの因子と共に破骨細胞の過剰な分化を
抑制する新たな調節因子であると考えられる．さら
に，レトロウイルスを使ったPax6の強制発現で破骨細
胞への分化が抑制されたこと （Fig. 7） は，Pax6が破骨
細胞内で分化抑制因子として重要な働きをすることを
支持する結果であった．しかしながらPax6のみの強制
発現では多核の巨細胞への分化は著明に抑制されたが
破骨細胞分化を完全に抑制はしておらず，in vivoでも
Pax6が他の因子と協調して作用を増強する可能性を
示唆する結果が得られた．

結　語

　我々はPax6が破骨細胞の分化を抑制する新しい機
能を有することを見出した．RANKL 刺激によりその
発現量やTRAP 遺伝子プロモーターへの結合能が変化
することから，破骨細胞の分化が過剰に亢進しないよ
うに作用している可能性が示された．Pax6の破骨細
胞の分化抑制因子としての機能が解明され，分化を制
御することができれば，破骨細胞の機能亢進の病態で
ある骨粗鬆症や関節リウマチといった疾患の新たな有
効な治療法の開発として発展することが期待される．
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