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Since NFATC1/NFAT2 is essential for inducing the entire processes of multinucleated cell
formation, it seems to be reasonable to speculate that NFATc1 may regulate the expression of membrane
proteins which control cell fusion and bone resorption. In this research, we found that 1) HB-EGF
suppress osteoblast differentiation through the induction of Twist2 and suppression of nuclear
translocation of Smadl, and 2) RADIO acts as a DAP12-associated receptor and is essential for the
formation of functional osteoclasts through the regulation of actin-ring formation.
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	研究成果の概要（和文）：
	　
	転写因子NFAT2/NFATc1が破骨細胞分化における鍵因子であることから、NFATc1は骨吸収活性に関連する遺伝子の発現を制御すると考えられた。そこでNFATc1制御下で発現するHB-EGFおよび新規DAP12会合膜タンパク質RADIOに着目した。本研究から1) HB-EGFはMEKを介した経路で転写因子Twist2の発現誘導およびSmad1の核内移行阻害を介して骨芽細胞分化を抑制すること、2) RADIOがDAP12と協調的に働き、破骨細胞におけるアクチン細胞骨格形成および骨吸収活性を制御すること、が示された。
	研究成果の概要（英文）：
	Since NFATc1/NFAT2 is essential for inducing the entire processes of multinucleated cell formation, it seems to be reasonable to speculate that NFATc1 may regulate the expression of membrane proteins which control cell fusion and bone resorption. In this research, we found that 1) HB-EGF suppress osteoblast differentiation through the induction of Twist2 and suppression of nuclear translocation of Smad1, and 2) RADIO acts as a DAP12-associated receptor and is essential for the formation of functional osteoclasts through the regulation of actin-ring formation.
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	研究分野：医歯薬学
	科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学
	キーワード：破骨細胞、骨吸収、NFATc1、ITAM
	１．研究開始当初の背景
	破骨細胞は骨吸収の主細胞であり、骨粗しょう症をはじめとする骨疾患と密接に関与することから、その分化過程や骨吸収機構、活性調節機構の理解は治療薬開発の基盤研究として期待されるが未だ不明な点が多い。応募者は転写因子NFATc1/NFAT2が細胞融合以降の破骨細胞分化過程に必須なキーレギュレーターであることを報告し、この知見からNFATc1が細胞融合や骨吸収活性に関連する標的遺伝子の発現を制御すると考えた。そこでNFATc1の制御下で発現調節をうける膜タンパク質を探索し未だ骨代謝との関連が報告されていない、増殖因子HB-EGF(Heparin-Binding Epidermal Growth Factor)およびDAP12との会合が報告されているタンパク質RADIO(Receptor Associated DAP12 In Osteoclast：解析中のため仮称を用いる)に着目した。本研究開始までに応募者は、破骨細胞で発現するHB-EGFが骨芽細胞および破骨細胞の分化抑制を介し骨代謝を負に制御する因子であること、RADIOが破骨細胞の細胞骨格制御に必要であることを見出していた。
	２．研究の目的
	破骨細胞の骨吸収機構、活性調節機構の理解を目指し、本申請では１）HB-EGFの骨代謝制御機序、２）RADIOの破骨細胞骨格制御機構、および3)骨代謝におけるRADIOの生理的意義、の3点を明らかにすることを目的として研究を行った。
	３．研究の方法
	①　HB-EGFの骨芽細胞分化抑制機構の解析
	MC-3T3E1細胞をBMP2にて刺激する骨芽細胞分化誘導系を用いて、組み換えHA-EGFの分化抑制活性をアルカリフォスファターゼ活性やマーカー遺伝子の発現に基づき検討する。この際１）骨芽細胞分化を調節・制御する転写因子の関与をmRNA発現がら検討する。さらに２）BMP2下流で機能することが明らかとなっているSmadの核局在を免疫染色法や細胞分画法にて検討する。３）BMP2-BMPレセプターシグナル系とHB-EGF-EGFレセプターシグナル系のクロストークを阻害剤を用いたアプローチにより検討する。
	②　抗RADIO抗体の作成
	RADIO細胞外領域とマウスIgG2aFc領域の融合タンパク質(RADIO-Fc)をCHO細胞を組換タンパク質産生細胞として利用する「ポリペプチド発現システム」(特開2006-230252)により作成する。RADIO-Fcを抗原としてポリクローナル抗体を作成する。
	③　in vitro破骨細胞分化誘導系におけるRADIOの作用機序の解析
	RADIOをノックダウンした破骨細胞はアクチンリング形成不全とともに骨吸収活性の低下が観察されている。本細胞にレトロウィルスを用いてRADIO野生型もしくは各種変異体を遺伝子導入し、RADIOの機能に必須な領域を検討する。特にDAP12との会合を失った変異体を用いることでRADIOがDAP12-Associated Receptorとして機能するのかについて検討する。
	④RADIO遺伝子欠損マウスの作成
	RADIO遺伝子欠損マウスを作成し、その骨形態計測や骨代謝マーカーを測定することにより、RADIOの生理的意義を検討する。
	４．研究成果
	HB-EGF遺伝子欠損マウスが骨吸収・骨形成ともに低下していることを踏まえ、本年度は骨芽細胞分化におけるHB-EGFの働きを検討した。in vitro骨芽細胞分化誘導系を用いた解析から、HB-EGFが１）骨芽細胞分化を抑制すること、２）MEKを介した経路で転写因子Twist2の発現誘導およびSmad1の核内移行阻害を介して分化を抑制すること、が明らかとなった（発表論文⑥）。
	RADIOの破骨細胞骨格制御機構の解明と骨代謝における意義を明らかにすることを目的とし、研究を行った。まずRADIO細胞外領域とマウスIgG2aFc領域の融合タンパク質(RADIO-Fc)を作成し、これを抗原として抗体を作成した。作成した抗体をもちいてウェスタンブロッティングを行い、破骨細胞分化に伴い内在性RADIOタンパク質発現が上昇すること、シクロスポリンA処理によりその発現誘導が抑制されること、を確認した。また本抗体を用いた免疫染色実験からRADIOタンパク質が単核および多核破骨細胞形質膜上に発現することが示唆された。
	RADIOノックダウン細胞はアクチンリング形成異常および骨吸収活性の低下を示す。RADIOノックダウン細胞に野生型もしくは変異型RADIOを強制発現させた結果、野生型RADIOの導入により回復するのに対し、DAP12との会合能を欠質した変異体や細胞外領域の欠質変異体では回復しえないことが明らかとなった。単核破骨細胞をビトロネクチン刺激すると、c-SrcファミリーチロシンキナーゼによりDAP12のITAM中チロシン残基がリン酸化され、リン酸化ITAMを介してSykキナーゼがDAP12と会合し、活性化することが明らかになっている。単核破骨細胞をビトロネクチンで刺激し細胞抽出液を回収した。本抽出液から抗RADIO抗体で免疫沈降したサンプルを抗Syk抗体でウェスタンブロットした結果、ビトロネクチン刺激によりSykのシグナルが増強された。以上の結果から、RADIOが破骨細胞における重要なDAP12 associated receptorとして機能し、DAP12とともにアクチンリング形成を介して破骨細胞の骨吸収活性獲得に関わることが強く示唆された。
	生体内におけるRADIOの骨代謝における意義を検討するため、RADIO遺伝子欠損マウスの作成を試みた。RADIO遺伝子の転写開始点を5’-RACE法により決定し、プロモーター領域を推定するとともに、RADIO遺伝子のエクソン・イントロン構造を決定した。この情報に基づき、RADIO遺伝子ターゲティングベクターを構築した。得られたベクターを用いて相同組み換えを起こしたESクローンを複数株樹立し、常法に従いRADIO遺伝子ヘテロ欠損マウスの樹立に成功した。今後本マウスの骨組織および代謝を検討することにより、in vitro実験系で示された破骨細胞骨吸収活性能におけるRADIOの機能をin vivoにおいて検証することが重要な課題であると考えられる。
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