


イクロコンピュータ断層撮影によって骨の形態を評価したところ、NCoR1 KO マウスでは海綿骨

の間隔が狭く、骨密度が高くなっていることが明らかになった (図 1)。一方で、マクロファージに

おける SETD5 が、脂肪組織および骨機能に与える影響を評価するために、SETD5 コンディショ

ナルノックアウトマウスの作製を試みた。SETD5 flox/flox マウスの作製が完了したため、LysM-

Cre ドライバーマウスと交配し、マクロファージ特異的ノックアウトマウスを得ている。現在、ノ

ックアウトマウスの表現型を評価するために、個体数を集めている最中である。 

 

1. 骨マクロファージにおける NCoR1-HDAC3 複合体の標的遺伝子の探索 

破骨細胞において NCoR1 の標的遺伝子を同定すべく、NCoR1 クロマチン免疫沈降シークエン

ス (ChIP-seq) と RNA シークエンス (RNA-seq) を行った。これらの実験では、NCoR1 KO およ

び WT マウスから単離された bone marrow cells に、RANKL (receptor activator of NF-κB 

ligand) および M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) を 4 日間処置することで、破骨

細胞に分化誘導させる in vitro の系を用いた。これまで使用されてきた市販ポリクローナル抗体で

の NCoR1 ChIP-seq ではノイズが高く、明確な NCoR1 のピークシグナルを見出すことは難しか

った。そこで、本研究では浜窪隆雄教授 (現日本医大) らが作製した NCoR1 モノクローナル抗体

を用いて ChIP-seq を行ったところ、バックグラウンドが軽減し特異的なピークシグナルが観察で

きた。さらに転写の活性化マークである H3K27 アセチル化 (H3K27ac) を伴う NCoR1 のピー

クと NCoR1 複合体タンパク質として知られている Histone deacetylase 3 (HDAC3) のピークは

一部 RANKL 刺激依存的に共局在していた。これら NCoR1 および HDAC3 が共局在するピー

ク  (2,757 

個 ) は 、

RANKL に

よって誘導

される遺伝

子と一部オ

ーバーラッ

プしていた 

(図 2)。この 

254 遺伝子

について、

Gene ontology enrichment 解析を行ったところ、予想通り多くの遺伝子が  osteoclast 

differentiation に分類された。また、NCoR1 と HDAC3 が共局在する 2,757 個のピークについ

て、de novo motif 解析を行ったところ、AP-1、NFB-p65、PU.1 などの転写因子結合モチーフが

上位に濃縮された。そこで、AP-1 ファミリー転写因子である Jdp2 および Fosl2、そして NFB-

p65、PU.1 の ChIP-seq を行ったところ、確かに破骨細胞関連遺伝子 (Acp5、Ocstamp、Gpr68、



Mmp14) 上でこれら転写因子が NCoR1-HDAC3 複合体と共局在していた (図 3)。 

2. HDAC3 の酵素活性が遺伝子発現に与える影響 

NCoR1 は転写コレプレッサ

ーと定義付けられているが、そ

れは NCoR1 がヒストン脱ア

セチル化酵素 HDAC3 とタン

パク質複合体を形成し、その酵

素活性によるヒストン脱アセチ

ル化が転写活性の抑制をもたら

すことに由来する。一方で、本

研究では RANKL 刺激に依存

して  NCoR1-HDAC3 がリク

ルートされた破骨細胞関連遺伝

子上ではむしろ  H3K27ac マ

ークが増加していた (図 2)。そ

こで、HDAC3 の酵素活性が破

骨細胞関連遺伝子の発現誘導に

必要かどうか明らかにするため

に、 HDAC3 特異的阻害剤 

(RGFP966) を用いた各種実験

を行った。まず始めに、遺伝子

発現プロファイルを評価するた

めに、RNA-seq を行ったとこ

ろ、RANKL 刺激によって誘導

さ れ る  523 遺 伝 子 が 、

RGFP966 によって抑制され

た。この遺伝子群の中には 

Acp5 、 Ocstamp 、 Gpr68 、

Mmp14 を含む多くの破骨細胞

関連遺伝子が存在していた (図 

4)。そこで、破骨細胞の生理的

機能を評価するために、骨吸収

アッセイを行ったところ、予想通り RGFP966 は RANKL による骨吸収活性の上昇を抑制した。 

 

3. HDAC3 の標的タンパク質 PGC1 の遺伝子局在 

上述したように破骨細胞関連遺伝子上では 

HDAC3 による H3K27 の脱アセチル化が見られな

いため、HDAC3 はヒストン以外のタンパク質を脱ア

セチル化し、破骨細胞関連遺伝子の転写を活性化して

いる可能性を考えた。褐色脂肪細胞において HDAC3 

による  Peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1-alpha (PGC1) の脱アセチル

化が、熱産生関連遺伝子の転写を促進させることが報

告されている (Emmett et al., 2017)。RANKL 刺激で

分化した破骨細胞では、PGC1 は発現していないが、

PGC1 の発現が増加していた。そこで、破骨細胞で

は HDAC3 が PGC1 を脱アセチル化し、NCoR1-

HDAC3-PGC1 複合体が破骨細胞関連遺伝子の転写

を促進させているものと仮説を立てた。そこで、破骨

細胞分化前後で PGC1 を免疫沈降し、その後リジン

アセチル化抗体でイムノブロットしたところ、破骨細

胞分化前にアセチル化状態にあった PGC1 が、破骨

細胞分化後には脱アセチル化されていた (図 5)。次に PGC1 の遺伝子上の局在を確認するため

に PGC1 ChIP-seq を行ったところ、RANKL 刺激依存的に遺伝子上に局在する PGC1 のピー

クが 17,239 個確認できた。これらの PGC1 のピークのうち約 20% は、H3K27ac 増加を伴う 

NCoR1 および HDAC3 のピークと共局在し、多くの破骨細胞関連遺伝子上に存在していた (図 

6)。 



 

 

4. HDAC3 によって脱アセチル化された PGC1 の機能 

これまでの報告で、脱アセチル化 PGC1 が遺伝子の転写活性を促進することがプロモータール

シフェラーゼアッセイによって証明されている (Kelly et al., 2009)。また、マクロファージ特異的 

PGC1 KO マウスは本研究での NCoR1 KO マウスと同様に大理石骨病の表現型をもつことが示

されている (Zhang et al., 2018)。現在、PGC1 CRISPR KO monocyte progenitor 細胞の樹立に

成功し、今後はこの細胞を用いて、RNA-seq と H3K27ac ChIP-seq を行い、PGC1 の局在によ

って NCoR1-HDAC3 複合体が転写のコアクチベータとし機能するという詳細なメカニズムの解

明に焦点を当てて行きたい。 

 

以上、本研究では、これまで転写のコリプレッサーとしてのみ機能すると考えられきた NCoR1-

HDAC3 複合体が、PGC1 との共局在およびその脱アセチル化によって転写を促進することを証

明した。すなわち、NCoR1-HDAC3 複合体がコアクチベータとしても機能するという、これまで

の概念を覆す新たな知見を提示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


