〈タイトル〉DNAメチル基転移酵素Dnmt3aを介した代謝と共役するエピジェネティクスは破骨細胞の分化の制御にかかわる
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DNA methyltransferase 3a regulates osteoclast differentiation by coupling to an S-adenosylmethionine-producing metabolic pathway.
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〈要 約〉

　細胞をとりまく外部の環境からの刺激は，細胞の生存や増殖にくわえて，細胞分化の制御においても重要な役割を担う．細胞の運命がいつどうやって決定されるのかは幹細胞生物学における重要な課題であり，これまでに，さまざまなサイトカインやホルモンの作用が明らかにされている．骨において恒常性の維持にかかわる破骨細胞においては，ストローマ細胞，骨芽細胞，骨細胞の発現するリガンドRANKLにより増殖および細胞分化が，サイトカインM-CSFにより生存が制御されている．一方で，細胞の周囲の栄養環境も細胞に影響をあたえている．栄養素を取り込み，代謝経路をつうじ産生されるエネルギーやさまざまな代謝産物は，多くの細胞において共通のはたらきをもち細胞の活動において基幹的な役割をもつと考えられている．これとは対照的に，細胞の運命決定にかかわる代謝経路の役割はほとんど明らかにされていない．この研究において，筆者らは，メチオニンの代謝経路の産物であるS-アデノシルメチオニンが細胞分化にかかわる新たな生物学的な役割をもつことを明らかにした．さまざまなメチル基転移酵素に対しメチル基の供与体としてはたらくS-アデノシルメチオニンの産生は，破骨細胞の分化にともないいちじるしく亢進した．そして，S-アデノシルメチオニンはDNAメチル基転移酵素Dnmt3aを介した破骨細胞の分化の制御機構に対し律速的に作用していた．このように，代謝経路により細胞におけるエピジェネティクスが巧妙に制御されることにより細胞分化が規定される，新たな分子機構が明らかにされた．
はじめに

　脊椎動物の身体の支持やカルシウムの制御において重要な役割をもつ骨は，古い骨が吸収され新しい骨に置き換わることによりつねに新陳代謝をくり返している1,2)．骨の吸収は単球/マクロファージ系前駆細胞から分化した破骨細胞により担われる．この破骨細胞の形態学的な特徴のひとつとして，ミトコンドリアを豊富にもつことが古くから知られている3)．破骨細胞におけるミトコンドリアの増加は，破骨細胞への分化の過程においてその生合成が転写のレベルで亢進することにより誘導される4)．ミトコンドリアは酸素を消費する好気的な代謝の中心であり，重要なエネルギー産生器官として知られている．実際に，破骨細胞はその分化にともない好気的な代謝が高まる．このような破骨細胞の代謝様式の変化のもつ意義は，破骨細胞の骨吸収の機能にともなうエネルギー需要の高まりに適応する機構であると推測されているだけで，じつは，ほとんど明らかにされていなかった．
1．破骨細胞における好気的な代謝のもつ新たな役割

　破骨細胞への分化にともない誘導される細胞における代謝状態の変化を詳細に明らかにするため，キャピラリー電気泳動-質量分析法を用いて細胞において変動する代謝産物を同定した．その結果，メチオニンの代謝産物であるS-アデノシルメチオニンが破骨細胞の分化にともない増加することを見い出した．ミトコンドリアの電子伝達系に対する阻害剤を用いて解析したところ，S-アデノシルメチオニンの産生においては破骨細胞における好気的な代謝が重要であることが明らかにされた．破骨細胞の分化に対するS-アデノシルメチオニンの産生の亢進の重要性を明らかにするため，S-アデノシルメチオニン合成酵素の阻害剤を用い解析した．その結果，細胞におけるS-アデノシルメチオニンの量の低下にくわえ，破骨細胞の分化が抑制された．これらの結果から，好気的な代謝を介し産生されるS-アデノシルメチオニンが，破骨細胞の分化の制御において重要であることが示唆された．
2．破骨細胞の分化と細胞における代謝とを結びつけるエピジェネティックな制御

　これまでの研究により，S-アデノシルメチオニンはメチル基転移酵素に対しメチル基の供与体としてはたらくことが明らかにされていた．そこで，S-アデノシルメチオニンが破骨細胞の分化をどのように制御するかを明らかにする手がかりとして，破骨細胞の分化の過程において取得したトランスクリプトームのデータを用いて，破骨細胞の分化にともない発現の誘導されるメチル基転移酵素を解析した．その結果，DNAのシトシンにメチル基を転移するDNAメチル基転移酵素Dnmt3aの発現が破骨細胞の分化にともない顕著に誘導されることを見い出した．これまで，Dnmt3aは胚の発生，また，ニューロンや造血幹細胞の分化にかかわる役割が知られていた一方で，骨代謝における機能は不明であった．そこで，破骨細胞において特異的にDnmt3aを欠損したコンディショナルノックアウトマウスを作出し，骨代謝におけるDnmt3aの重要性について検討した．その結果，破骨細胞に特異的なDnmt3aノックアウトマウスでは破骨細胞の数が減少し骨量がいちじるしく増加した．この結果は，Dnmt3aが破骨細胞の分化を制御していることを示唆した．詳細な解析により，Dnmt3aはそれ自体のもつDNAメチル基転移活性を介したDNAメチル化により標的遺伝子の発現を抑制すること，なかでも，破骨細胞の分化の抑制にかかわる転写因子Irf8の発現を抑制することにより破骨細胞の分化の促進にかかわることが明らかにされた．通常，破骨細胞の前駆細胞ではIrf8遺伝子の高い発現が観察される．これに対し，破骨細胞の前駆細胞においてS-アデノシルメチオニンの存在のもとDnmt3aを過剰に発現させたところ，Irf8遺伝子の発現が抑制された．これらの結果から，Dnmt3aとS-アデノシルメチオニンとの協調的な作用によりIrf8遺伝子の発現が抑制されることが示唆された．
3．破骨細胞におけるエピジェネティックな制御を標的とした骨粗鬆症の治療

　近年のがん治療薬の開発の研究において，創薬の標的としてエピジェネティックな制御を利用する試みが注目されている．そこで，破骨細胞の分化にかかわるDNAメチル化の制御が新たな創薬の標的となるかどうかを検討した．破骨細胞の異常が病因とされる骨代謝疾患のひとつに骨粗鬆症がある．そこで，卵巣の摘出により骨粗鬆症を発症させた骨粗鬆症モデルマウスを実験に用いた．この骨粗鬆症モデルマウスでは破骨細胞が増加し骨量の減少が観察される．これに対し，破骨細胞に特異的なDnmt3aノックアウトマウスにおいて卵巣を摘出したところ，骨粗鬆症の病態の発症に対し抵抗性を示した．この結果から，Dnmt3aは骨粗鬆症の治療における創薬の標的になると考えられたことから，薬物を用いた治療実験を行った．実際には，Dnmt3aの酵素活性を阻害する化合物を探索し，3,3’-二没食子酸テアフラビンが強い阻害活性をもつことを見い出した．そこで，骨粗鬆症モデルマウスに対し3,3’-二没食子酸テアフラビンを投与したところ，骨粗鬆症の病態が有意に改善された（図1）．これらの結果から，骨粗鬆症に対する薬剤の開発において，破骨細胞におけるエピジェネティックな制御を標的とした創薬は有効なアプローチのひとつになると考えられた5)．
おわりに

　がん細胞においてみられる嫌気性の解糖系を介したエネルギーの産生が高まるという特有の代謝様式は6)，がんの発生の原因ではなく結果に起因すると考えられている．これに対し，今回明らかにされた，細胞における代謝と共役するエピジェネティックな制御が細胞分化の制御にかかわるという知見は，細胞における代謝が細胞の運命決定に能動的にかかわることを示唆した（図2）．これまで，破骨細胞の分化にはリガンドRANKLおよびサイトカインM-CSFなどの外部からの刺激で必要十分であるとするin vitroの培養系において確立された知見があった．しかしながら，栄養素などが限定された骨髄の環境において，細胞分化を促進するための十分な栄養環境を細胞が探しあてる適応機構として代謝経路が利用されていることは合目的であると考えられる．一方で，この機構の重要性は細胞分化にかぎった話ではないかもしれない．マクロファージやT細胞にはさまざまなサブセットが存在するが，異なるサブセットのあいだの細胞運命の決定については明確ではなく，近年，分化した状態でも“可塑性”があり形質が変化することが明らかにされている．興味深いことに，サブセットのなかには嫌気性と好気性といった対照的な代謝状態をもつものがある．このようなファジーな細胞系列の運命決定においても，その細胞のおかれている環境とそれに応じた代謝状態とがなんらかの役割をもつかどうかは，今後の重要な課題になると考えられる．
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〈図説明〉

図1　骨粗鬆症モデルマウスにおける薬物による治療効果

骨粗鬆症モデルマウスに対し3,3’-二没食子酸テアフラビンを投与することにより，破骨細胞の増加と骨量の低下に対する阻害効果が観察された．
矢印は破骨細胞を示す．
図2　破骨細胞の分化の制御にかかわる代謝および転写の制御
破骨細胞における好気的な代謝により増加したS-アデノシルメチオニンの産生に応じて，DNAメチル基転移酵素Dnmt3aによるDNAメチル化が進行することにより転写因子Irf8の発現が抑制され，破骨細胞の分化が促進される．
