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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞特異的AMPKノックアウトマウスにおいて、生後から骨格成長の障害を認め、
海綿骨量、皮質骨量の有意な減少が認められた。皮質骨内膜面骨形成の低下と骨芽細胞分化抑制を認めたことか
ら、骨芽細胞AMPKは骨形成に重要な因子であることが明らかとなった。さらに、骨芽細胞特異的AMPKノックアウ
トマウスでは破骨細胞数の上昇を認め、骨芽細胞からのRANKL発現が上昇していることから、骨芽細胞AMPKは骨
リモデリングにも重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The present study using osteoblast-specific AMPK knockout mice showed that 
deletion of osteoblast AMPK induced retardation of postnatal bone development, as well as reduction 
in trabecular and cortical bone volume, by decreasing osteoblast differentiation and increasing 
RANKL expression. These findings suggest that osteoblast AMPK plays important roles in bone modeling
 and remodeling. Accordingly, activation of osteoblast AMPK may be a candidate for treatment of 
osteoporosis with high bone turnover, as well as diabetes-related osteoporosis, although further 
studies are necessary to clarify the roles of AMPK in bone.
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会を迎えた我が国では、健康寿命
をいかに伸ばすかが重要な社会問題である。
加齢とともに発症頻度が増える骨粗鬆症は、
高齢者のADLやQOLに直接関連する重要な
疾患であることから、骨粗鬆症の予防と治療
を充実させることは高齢者の自立や老老介
護の問題に直結する重要な課題である。 
 日常診療において、骨粗鬆症治療薬の中心
はビスホスホネートやデノスマブのような
骨吸収抑制薬である。一方、骨形成促進薬と
して使用可能な薬剤はテリパラチドがある
が、ヒトにおける使用は 2 年までと限定され
ている。したがって、新たな作用機序の骨形
成促進薬の開発は、臨床現場において求めら
れている重要な課題である。 
 AMP-activated protein kinase (AMPK)は
細胞内エネルギーセンサーとして細胞活動
にとって重要な分子である。我々はこれまで
に、骨芽細胞の AMPK 活性化が強力な骨形
成誘導因子である bone morphogenetic 
protein-2 (BMP-2)の発現を増強して、骨芽細
胞の分化、石灰化を促進することを世界に先
駆けて報告した。その後他のグループからも
同様の報告がされ、骨代謝における AMPK
の役割について注目されている。しかしなが
ら、骨代謝における AMPK の役割について
は不明な点が多いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、1) 骨芽細胞 AMPK の in 
vivo における役割を明らかにする、2) 骨細
胞における AMPK の役割を検討する、こと
である。 
 
３．研究の方法 
1) 骨芽細胞特異的 AMPK ノックアウトマウ
スを作製し、骨構造への影響を検討する。 
2) 骨細胞株 MLO-Y4 細胞を用いて、AMPK
活性化の影響を検討する。 
 
４．研究成果 
1) 骨芽細胞 AMPK の in vivo での役割 
Osterix-Cre マ ウ ス と AMPK1 exon3 

floxed(AMPKf/f)マウスの交配により、骨芽細
胞特異的 AMPK ノックアウトマウス（AMPK-/-）
マウスを作製し、生後 8週齢の大腿骨におけ
る骨構造解析を行った。対照マウスは AMPKf/f

マウス（WT）とヘテロ接合体ノックアウトマ
ウス（AMPK+/-）とした。 
AMPK-/-マウスにおいて、生後は明らかな外

観の変化はなかったが（Fig.1A）、対照群に
比較して明らかな成長障害を認め、生後 8週
齢では約 25%の身長、四肢の短縮を認めた
（Fig.1B-F）。各組織での AMPK ノックアウト
を確認し（Fig.1G）、初代骨芽細胞、骨髄細
胞において AMPK1 発現が有意に低下してい
ることを確認した。 
 

 

 大腿骨のマイクロ CT 解析により、AMPK-/-

マウスでは海綿骨では有意な骨量（BV/TV）
の低下（Fig.2B）、骨梁間隔（TbSp）の増大
（Fig.2E）、structure model index (SMI)の
上昇（Fig.2G）を認めた。 
 

  



皮質骨での解析では、AMPK-/-マウスにおい
て有意な皮質骨周囲長（Fig.3B）と骨密度
（Fig.3E）、管腔面積の上昇（Fig.3F-G）を
認めた。頭蓋骨のマイクロ CT 解析により、
骨量（Fig.4B）、骨表面積（Fig.4C）、骨厚
（Fig.4D）の有意な減少を認めた。 
 

  
 骨組織構造解析では、AMPK-/-マウスにおい
て海綿骨量（BV/TV）、骨梁幅（TbTh）、骨梁
数（TbN）の有意な減少を認めた（Fig.5C-E）。
骨芽細胞数や骨形成指標（MAR、BFR/BS）に
有意な変化は認めなかったが（Fig.5J-L）、
皮質骨内膜面の骨形成指標の有意な低下を
認めた（Fig.5M）。一方、破骨細胞数（OCN/B.Pm、
OcS/BS）の有意な増加を認めた（Fig.5O-P）。 
 

 
 サフラニン O 染色では、AMPK-/-マウスにお
いて成長軟骨板細胞の柱状配列に乱れを認
め（Fig.6E-H）、著明な成長軟骨板幅と軟骨
層の減少を認めた（Fig.6I-J）。 
 
 初代骨芽細胞培養系では、AMPK-/-マウス由
来骨芽細胞において、細胞の球状変化を認め
（ Fig.7B ）、 ALP 、 type 1 collagen 、
osteocalcin、BMP-2、Rynx2、Osterix などの
骨芽細胞分化関連因子の有意な低下を認め 

 
た（Fig.7D-I）。さらに破骨細胞誘導因子で
あるRANKLの発現は有意に上昇し（Fig.7J）、
RANKL/OPG 比の有意な上昇を認めた（Fig.7L）。 

 
 以上の結果より、骨芽細胞特異的 AMPK ノッ
クアウトマウスにおいて、生後から骨格成長
の障害を認め、海綿骨量、皮質骨量の有意な
減少が認められた。皮質骨内膜面骨形成の低
下と Ex vivo では有意な骨芽細胞分化抑制を
認めたことから、骨芽細胞 AMPK は骨形成に
重要な因子であることが明らかとなった。さ
らに、骨芽細胞特異的 AMPK ノックアウトマ
ウスでは破骨細胞数の上昇を認め、骨芽細胞
からの RANKL 発現が上昇していることから、
骨芽細胞 AMPK は骨リモデリングにも重要で
あることが明らかとなった。 
 
2) 骨細胞における AMPK 活性化の役割 
 ホモシステイン（Hcy）による骨細胞株
MLO-Y4 細胞のアポトーシス増強への
AMPK 活性化の影響を検討した。 
  



まず MLO-Y4 細胞にすべての AMPK サブユニ
ッ ト が発現 し ている こ とを確 認 し た
（Fig.8A）。次に、AMPK 活性化剤である AICAR
を投与してHcyによるアポトーシス誘導への
効果をELISAキットを用いて検討したところ、
AICAR により有意なアポトーシス抑制が認め
られた（Fig.8B）。さらに、TUNEL 染色を用い
た検討でも同様に、Hcy によるアポトーシス
誘導を有意に抑制した（Fig.8C-D）。 
次に、他の AMPK 活性化剤であるメトホル

ミン（Met）を用いて同様の検討を行った。
Met は Hcy によるアポトーシス誘導を有意に
抑制し、さらに AMPK 阻害薬である Ara-A の
同時添加にて抗アポトーシス作用が減弱し
たことから、Met による抗アポトーシス作用
は AMPK 活性化を介していることが示された
（Fig.8E）。 

 
 次に、AMPK 活性化による抗アポトーシス作
用に酸化ストレスが関連しているか否かを
検討した。Hcy は酸化ストレス誘導因子であ
る Nox1、Nox2 の発現を有意に増強したが、

Nox4やSODの発現には有意な変化を与えなか
った。さらに、AICAR は Hcy による Nox1、Nox2
発現増強作用を有意に抑制したことから、
AMPK 活性化による抗アポトーシス作用は
Nox1、Nox2 発現抑制を介している可能性が示
唆された（Fig.9A-B）。 
 
 次に、骨細胞 MLO-Y4 における AMPK 活性化
のリモデリング制御因子である RANKL、スク
レロスチン（SOST）発現への影響を検討した。 
 Real-time PCR を用いた検討では、AICAR
は濃度依存的に RANKL 発現を有意に抑制し
（Fig.10A）、SOST 発現は増強した（Fig.10D）。
時間依存的な影響を検討したところ、AICAR
は 48 時間まで持続的に RANKL 発現を抑制し
たが（Fig.10E）、SOST の発現増強作用は 24
時間がピークであり、48 時間後には低下した
（Fig.10H）。ウェスタンブロットにより
RANKL、スクレロスチン蛋白発現への影響を
検討したところ、Real-time PCR の結果と同
様の所見が認められた（Fig.10I-J）。 

 次に、siRNA を用いて AMPK1 あるいは2
をノックダウンし、RANKL、SOST 発現への影
響を検討した。 

 
 まず siRNA がそれぞれ AMPK1 あるいは2
発現をノックダウンしていることを確認し



た（Fig.11A）。AMPK1 ノックダウンにより
RANKL 発現は有意に上昇したが（Fig.11B）、
AMPK2 ノックダウンでは RANKL 発現には変
化を与えなかった（Fig.11C）。AMPK1 あるい
は2 のノックダウンでは SOST 発現には影響
を認めなかった（Fig.11D-E）。したがって、
AMPK 活性化により SOST 発現増強が一過性で
あり、siRNA により有意な変化がなかったこ
とから AMPK の SOST 発現制御作用はそれほど
重要ではない可能性が考えられる。 
 
 我々は以前にAMPK活性化がメバロン酸経路
の阻害により骨芽細胞分化を促進すること
を報告している。次に、AICAR による RANKL、
SOST 発現への影響がメバロン酸経路阻害を
介しているか否かを検討した。 
 まずメバロン酸経路阻害薬であるシンバ
スタチン（SIM）が AICAR と同様の影響があ
るかを検討した。SIMは AICAR と同様に RANKL
発現を有意に抑制し、SOST 発現を有意に増強
した（Fig.12A-B）。さらに、メバロン酸経路
の中間代謝産物であるメバロン酸（MV）、ゲ
ラニルゲラニルピロリン酸（GGPP）を同時に
添加することにより AICAR による RANKL 発現
抑制、SOST 発現増強作用は解除された
（Fig.12C-D）。したがって、AMPK 活性化によ
る RANKL、SOST 発現に与える影響はメバロン
酸経路阻害を介している可能性が示唆され
た。 

 
 以上の結果より、骨細胞における AMPK 活
性化はHcyによるアポトーシス誘導を抑制し、
さらにメバロン酸経路阻害を介して骨リモ
デリング因子である RANKL、SOST の発現を制
御することが明らかとなった。 
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