〈タイトル〉麻疹ウイルスの感染とp62の変異はともにPaget's病における破骨細胞の活性亢進に貢献する
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〈要 約〉

　Paget’s病の発症には麻疹ウイルスの感染とp62の変異とが関与していることが示唆されたため，p62に変異をもつ12人の患者と8人の健常者につき麻疹ウイルスの感染の有無とPaget’s病による破骨細胞の形成について検討した．患者12人中8人に麻疹ウイルスの感染を認めPaget’s病による破骨細胞の形成も認められたが，その特徴的な破骨細胞の形成は麻疹ウイルスヌクレオカプシドタンパク質をコードするアンチセンスオリゴヌクレオチドにより抑制された．麻疹ウイルスの感染が認められなかった4人の患者はRANKLに高感受性であり破骨細胞の形成は有意に促進されたが，破骨細胞の形態は正常でありアンチセンスオリゴヌクレオチドによる影響をうけなかった．つぎに，トランスジェニックマウスを用いた解析を行ったところ，変異型p62を発現するノックインマウスの骨髄からは正常な形態の破骨細胞が形成されたが，麻疹ウイルスヌクレオカプシドタンパク質を発現するトランスジェニックマウス，あるいは，変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスからはPaget’s病による破骨細胞の形成が認められ，さらに，p38の活性化により破骨細胞からのインターロイキン6の産生が有意に上昇していた．また，麻疹ウイルストランスジェニックマウスにおいてインターロイキン6をノックダウンするとPaget’s病による破骨細胞の形成は抑制された．変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスではPaget’s病による劇的な骨病変が観察された．これらの結果より，p62の変異と麻疹ウイルスの感染によるインターロイキン6の産生促進とがPaget’s病の発症に関与していることが示唆された．
はじめに

　Paget’s病は活性化した破骨細胞による骨吸収の促進とそれにともなう過度の骨形成の認められる慢性かつ代謝性の骨疾患である1)．患者の骨組織片には100核以上に巨大化した破骨細胞が観察される．患者の破骨前駆細胞では1,25-ジヒドロキシビタミンD3，RANKLやTNFαに対する感受性が健常者と比較して10～100倍も亢進している2-4)．また，インターロイキン6の産生も上昇している5)．Paget’s病患者の破骨前駆細胞にはTFIID転写複合体の構成タンパク質であるTAF12が存在し，低濃度の1,25-ジヒドロキシビタミンD3とビタミンD受容体による転写を促進している3)．
　Paget’s病の発症の原因は長いあいだ不明であった．その理由として，著しい人種差と家族性の存在すること，男女差のないことがあげられ，遺伝的な要因が指摘されていた1)．とくに，骨吸収にかかわるタンパク質p62/SQSTM-1の遺伝子変異が関与していることが指摘され21タイプのp62変異が報告されている6-8)．筆者らは，もっとも一般的にみられる392番目のPro残基がLeu残基に置換した変異型p62のPaget’s病への貢献を知るため，変異型p62ノックインマウスおよびp62ノックアウトマウスを作製して検討したところ，破骨前駆細胞のRANKLに対する感受性に亢進は認められたが，形成された破骨細胞は正常マウスと同様の形態をしておりTAF12の発現亢進やインターロイキン6の産生亢進は認められなかった9)．
　また，Paget’s病患者の破骨細胞ではウイルス感染に特有の核の凝集が認められることから，骨吸収の亢進は麻疹ウイルスに代表されるパラミクソウイルスの感染によることも示唆されてきた10)．これまでの筆者らの知見により，Paget’s病患者の70％に麻疹ウイルスの感染を認め，麻疹ウイルスヌクレオカプシドタンパク質を発現するトランスジェニックマウスの作製により29％のマウスにPaget’s病による骨病変の存在を認めた11)．このことから，Paget’s病での骨吸収の亢進には麻疹ウイルスの感染が重要な役割を演じていることが明らかにされてきた．
　しかし，さきに述べたように，Paget’s病の発症は骨吸収にかかわる遺伝子変異あるいは麻疹ウイルス感染の単独で起こるものではなく，両者の関与が示唆された．そこで， p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスを作製しPaget’s病の病態発症の機序について検討した．
1．Paget’s病患者の破骨前駆細胞における麻疹ウイルスの感染
　これまでの筆者らの知見により，Paget’s病患者の破骨細胞において麻疹ウイルスの感染が認められたため，麻疹ウイルスヌクレオカプシドタンパク質を発現するトランスジェニックマウスを作製し検討したところ，Paget's病に特有の破骨細胞が形成され，かつ，Paget’s病に特有の骨代謝の異常を示した．そこで，392番目のPro残基がLeu残基に置換した変異型p62をもつPaget’s病患者における麻疹ウイルスの感染を検討した．12人のp62に変異をもつPaget’s病患者と8人の同じ年齢の健常者について，Paget’s病患者のうち8人から麻疹ウイルスの感染が検出されたが，健常者からは検出されなかった．
2．Paget’s病患者の破骨前駆細胞における刺激に対する感受性

　麻疹ウイルス感染かつp62変異Paget’s病患者の破骨前駆細胞は1,25-ジヒドロキシビタミンD3による刺激に対して高感受性を示し，麻疹ウイルス非感染かつp62変異Paget’s病患者，および，健常者と比較して，1/10～1/100の濃度の1,25-ジヒドロキシビタミンD3により破骨細胞の形成を促進した．一方，RANKLによる刺激に対しては麻疹ウイルスの感染の有無にかかわらずp62に変異をもつPaget’s病患者で感受性が亢進していた．
3．p62に変異をもつPaget’s病患者の破骨前駆細胞へのアンチセンスオリゴヌクレオチド導入実験

　Paget’s病患者の破骨前駆細胞へ麻疹ウイルスヌクレオカプシドタンパク質をコードするアンチセンスオリゴヌクレオチドを導入して破骨細胞の形成を検討した．麻疹ウイルス感染かつp62変異Paget’s病患者の破骨前駆細胞ではアンチセンスオリゴヌクレオチドの導入によりヌクレオカプシドタンパク質の発現レベルは著しく減少した．ミスマッチをもつアンチセンスオリゴヌクレオチドを導入しても発現レベルは変化しなかった．麻疹ウイルス感染かつp62変異Paget’s病患者の破骨前駆細胞にアンチセンスオリゴヌクレオチドを導入すると1,25-ジヒドロキシビタミンD3刺激による破骨細胞の形成が50～70％にまで減少した．さらに，Paget’s病による破骨細胞の病変も認められず，TAF12の発現，インターロイキン6の産生や骨吸収の活性も顕著に抑制された．一方，麻疹ウイルス非感染かつp62変異Paget’s病患者および健常者の破骨前駆細胞へアンチセンスオリゴヌクレオチドを導入しても，破骨細胞の形成，TAF12の発現，および，インターロイキン6の産生になんら変化はなかった．p62に変異をもつPaget’s病患者の破骨前駆細胞では麻疹ウイルス感染の有無にかかわらずRANKL刺激に対し高感受性であり，アンチセンスオリゴヌクレオチドを導入してもRANKL刺激への感受性には影響しなかった．
　これらの結果より，p62の変異により破骨細胞のRANKL刺激に対する感受性が亢進し，一方，麻疹ウイルスの感染により1,25-ジヒドロキシビタミンD3に対する感受性が亢進され，インターロイキン6の産生を促進し破骨細胞による骨吸収を促進することが示唆された．
4．変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスにおける解析

　Paget’s病患者の骨髄細胞の解析からp62の変異と麻疹ウイルスの感染の両方がその病因として指摘された．しかし，Paget’s病の発症におけるそれぞれの役割は不明である．筆者らは以前に，破骨細胞系列の細胞のみに麻疹ウイルスヌクレオカプシドタンパク質を発現するトランスジェニックマウスを作製し，そのうち29％がPaget’s病による骨病変を発現し破骨細胞もPaget’s病による病変を発現すること，対照的に，392番目のPro残基がLeu残基に置換した変異型p62のノックインマウスではPaget’s病に近い骨病変を発現するが破骨細胞にはPaget’s病による病変を発現しない，という現象を報告している．そこで，変異型p62と麻疹ウイルスの両者の破骨細胞の形成および骨リモデリングに対する影響を検討するため，変異型p62ノックインマウスと麻疹ウイルストランスジェニックマウスからその二重変異をもつマウスを作製し検討した．さらに，対照として，野生型マウス，麻疹ウイルストランスジェニックマウス，変異型p62ノックインマウスについても検討した．
　1）刺激に対する感受性：麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞は低濃度の1,25-ジヒドロキシビタミンD3による刺激においても破骨細胞の形成が認められ，野生型マウスおよび変異型p62ノックインマウスと比較して有意に破骨細胞数が増加していた．これまでの筆者らの知見から，1,25-ジヒドロキシビタミンD3に対する高感受性にはTAF12の発現が関与していることがわかっていたためその発現を検討した．その結果，麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞においてTAF12の高い発現が認められた．一方，RANKLへの感受性は，野生型マウス，麻疹ウイルストランスジェニックマウスと比べ変異型p62ノックインマウス，変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスで亢進していた．
　2）破骨細胞の形態（Paget’s病による病変をもつ破骨細胞の出現）：1,25-ジヒドロキシビタミンD3により誘導した破骨細胞の形成系では，麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスにおいて破骨細胞数とその大きさが増大し，さらに，1細胞あたりの核数が著しく増加していた（図1）．一方，RANKLにより誘導した破骨細胞の形成系ではいずれのマウスにおいても破骨細胞の形態に変化はなかった．変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞はRANKL刺激に対して破骨細胞を有意に増加させたが，1,25-ジヒドロキシビタミンD3刺激により形成された破骨細胞と比較すると核の数も少なく大きさも小さかった．麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞は1,25-ジヒドロキシビタミンD3刺激により有意に骨吸収を促進した．また，RANKL刺激においては，野生型マウスに比べ麻疹ウイルストランスジェニックマウス，変異型p62ノックインマウス，変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨細胞において骨吸収が増加していた．Paget’s病による病変を示す破骨細胞は1,25-ジヒドロキシビタミンD3刺激に対し高感受性で，その刺激により高レベルのインターロイキン6を分泌することが報告されている．そこで，破骨前駆細胞からのインターロイキン6の産生を検討した．その結果，麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックインマウス/麻疹ウイルストランスジェニックマウスから高レベルのインターロイキン6の産生が認められた．
　3）Paget’s病による破骨細胞の形成にかかわるシグナル伝達経路：p38はインターロイキン6の産生に関与していることが示唆されている．そこで，p38シグナルについて検討した．その結果，1,25-ジヒドロキシビタミンD3刺激により麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞では5分後をピークに著しいp38リン酸化を示したが，野生型マウスおよび変異型p62ノックインマウスではあまり顕著な変化を示さなかった．
　4）組織学的および骨形態学的な検討（Paget’s病による骨病変の有無）：骨を組織学的に検討したところ，野生型マウスに比べ変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスでは18カ月齢で劇的な骨病変が観察された．さらに，骨髄コンパートメントに多数の多核の破骨細胞が認められ，局所の骨に網目状のPaget’s病に特有の骨吸収像も認められた（図1）．
おわりに

　麻疹ウイルストランスジェニックマウスおよび変異型p62ノックイン/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞を1,25-ジヒドロキシビタミンD3により刺激すると，野生型マウスおよび変異型p62ノックインマウスに比べ亢進した骨吸収能をもつ大型で多核の破骨細胞が多く形成され，その作用はTAF12の高発現によるものであることがわかった．また，RANKL刺激による破骨細胞の形成においては，麻疹ウイルストランスジェニックマウス，変異型p62ノックインマウス，変異型p62ノックインマウス/麻疹ウイルストランスジェニックマウスの破骨前駆細胞は野生型マウスのそれに比べて破骨細胞の形成が有意に増加したが，形成された破骨細胞の形態は正常なものであった．これらの結果から，Paget’s病の発症においてはp62の変異と麻疹ウイルスの感染の両者により機能的に異常な破骨細胞が形成されているものと考えられた．
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〈図説明〉
図1　Paget’s病による病変をもつ破骨細胞
（a）骨の形態．

（b）in vitro培養（抗CD51染色）．

Paget’s病による病変をもつ破骨細胞では，骨表面積あたりの破骨細胞数の増加，核数の増加（100核以上），骨吸収能の亢進，1,25-ジヒドロキシビタミンD3とRANKLに対する過敏性，TAF12の発現，インターロイキン6の産生，などの病的な機能がみられる．
