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研究成果の概要（和文）：多様な生体反応に関わるキナーゼであるJNKにはJNK1/2/3の3つのアイソフォームが存
在するが、それぞれの生理的機能の差異には不明な点が多い。申請者らは以前からJNKアイソフォーム特異的な
骨芽細胞分化における役割を細胞レベルで明らかにしてきた。本研究では、1）間葉系幹細胞から脂肪分化へ至
る初期段階に、JNK2がアイソフォーム特異的に必須の役割を果たすこと、2）JNK抑制下での骨分化誘導で生じて
くるオステオポンチン発現亢進型の骨芽細胞分化に転写制御因子であるId4が重要な役割を果たすこと、3）骨形
成因子であるBMP9が、オステオポンチン亢進型の骨芽細胞分化に抑制的に働くこと、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：JNK is known as a multifunctional kinase controling various biological 
functions. There are 3 isoforms (JNK1/2/3) of JNK.  However, exact functional differences among 
these isoforms have not been fully elucidated. We have previously identified isoform-specific 
regulatory functions of JNK in osteoblast differentiation. Here, we have newly revealed 1) JNK2 
specifically play essential roles in the early differentiation process of adipocyte diffrentiation, 
2) Osteopontin-dominant type of osteoblast differentiation is induced by JNK inhibition via a 
transcriptional regulator, Id4, and 3) BMP9 negatively inhibits osteopontin-dominant differentiation
 of osteoblasts via inhibiting Id4.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、JNK活性がアイソフォーム特異的に、多分化能を持つ間葉系幹細胞から脂肪・骨細胞分化への
制御に重要な働きをすること、また骨形成因子であるBMP9がそのプロセスに影響を与えることを明らかにした。
本研究の成果は、超高齢化社会のQOL維持のために必須となってくる骨再生療法のよりよい臨床応用法の開発に
繋がる重要な所見と考えられる。また、将来的には、JNKが発症に関与する炎症性疾患、糖尿病、がん、心血管
障害などの疾患のより効率的な予防・治療法の開発に繋がることも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

JNK (cJun N-terminal Kinase)は、細胞ストレス（紫外線、温度変化、浸透圧、ERスト
レス等）、感染、サイトカイン刺激等によって活性化され、cJun、ATF2等の転写因子をリン
酸化・活性化するキナーゼである。JNK1/2/3の３種類のアイソフォームのうち、JNK3は神
経、精巣等に発現が集中するが、JNK1/2は共に殆どの組織に発現を認める。近年、各組織に
おける JNK1/2の生理機能には明確な差異が認められ、拮抗する作用を示すことも多いこと
が報告されているが、その詳細な分子機構は不明である。JNKのキナーゼ活性は、キナーゼ
ドメイン内のT-P-Yモチーフの２重リン酸化によって活性化される。申請者らは 2001年に、
JNK を特異的に不活化するフォスファターゼ  DUSP16（a.k.a. MKP-M）を発見し
（Matsuguchi et al. Mol. Cell. Biol. 2001）、その構造機能連関や遺伝子発現調節機構を解明
した（Musikacharoen, Matsuguchi et al. J Biol Chem. 2003）。申請者らはまた、自然免疫
系細胞における JNK 活性化に関わるスキャホールドタンパクとしての JIP3 の働きを明ら
かにした（Matsuguchi et al. EMBO J. 2003）。 

JNKは細胞増殖・分化、発癌、アポトーシス、免疫・ストレス反応、糖質代謝など様々な
生体反応を制御することが知られる。申請者らは JNK の細胞分化における役割に注目し、
DUSP16 の発現量の違いによる JNK 活性の変化がヘルパーT細胞の分化方向を決定づける
こと（Musikacharoen, Matsuguchi et al. J Biol Chem. 2011）、骨芽細胞の後期分化に JNK2
の活性化が特異的に関わること（Matsuguchi et al. J Bone Miner. Res. 2009）を示した。こ
れらの in vitro の実験結果と合致して、申請者らが近年作成した DUSP16 の KO マウスで
は、野生型マウスに比べてインターフェロンγ（IFNγ）優位の Th1 タイプの適応免疫応答
の亢進が見られ、腫瘍増大速度の低下を示すと共に、尾部椎間板の異常や後頭骨欠損などの
特徴的な骨格異常が認められた。 
一方、DUSP16 KOマウスには、当初予想していなかった表現型も認められた。大腸菌由
来の LPS を用いたエンドトキシンショックモデル実験では、DUSP16 KO マウスは野生型
マウスに比べてより高い生存率と低い血中 TNFα濃度を示し、また、高カロリー食を与えた
際の耐糖能異常の発症頻度が低下していた。これらの予備実験の結果は、DUSP16が生体内
で自然免疫応答や糖質代謝にも重要な役割を果たしている可能性を示唆する。 
最近、DUSP16 KOマウスにおける３つの JNKアイソフォームのタンパク発現量を調べたと
ころ、複数の臓器で JNK2タンパク量が野生型マウスに比べて有意に増加していることを見い
だした。一方、調べたどの臓器においても、JNK1 のタンパク量には、著変を認めなかった。
また、野生型マウスでは殆ど認められない腎臓での JNK3のタンパク発現が、DUSP16 KOマ
ウスでは容易に検出できた。これらの結果は、DUSP16がタンパク発現量の制御を介して、生
体内でアイソフォーム特異的な JNK 活性制御を行っている可能性を示唆する。生体内におけ
る JNKアイソフォーム毎の活性制御機構については現在までに殆ど解明されておらず、JNK
の新たな機能調節機構の発見に繋がる所見として大変興味深い。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の背景および申請者のこれまでの研究成果をもとに、JNKが有する多様な生理機能調
節機構における JNK アイソフォーム特異的な調節様式とその分子機構に注目する。具体的
には以下のことを明らかにする。 
（1）脂肪細胞分化における JNK活性の役割の解析 
 間葉系幹細胞（MSC）は多分化能を有する細胞で、骨、軟骨、脂肪、筋肉細胞などに分化
する能力を有する。特に脂肪細胞への分化は、相対的な骨量低下に繋がる現象で、高齢化社
会における QOLの向上を妨げる可能性がある。本研究では、JNK活性による脂肪細胞分化
の制御の可能性について検討した。 
（2）JNKによる骨芽細胞分化制御の分子機構の解析 
我々は以前 JNKが骨芽細胞後期分化に必須であること、またその作用が JNK2に特異的
であることを証明した（Matsuguchi et al. J.Bone Miner. Res.2009）。本研究では、JNK活
性による骨芽細胞分化制御の分子機構についてより詳細な解析を行った。 
（3）骨形成因子（BMP9）が JNKによる骨芽細胞分化制御に及ぼす影響 

BMP は骨再生療法の切り札の１つとして注目されているサイトカインであり、そのうちで
も BMP9 は強力な骨芽細胞分化誘導作用を持つ。本研究では、BMP9 の細胞内シグナル伝達
機構を詳細に解析し、JNK活性との関係に特に注目した。 

 
 
３．研究の方法 
 
（1）脂肪細胞分化におけるJNKアイソフォームの役割 

JNKの特異的阻害剤およびJNK2アイソフォーム特異的なsiRNA処理の存在下で、マウス前
脂肪細胞株である3T3-L1細胞の脂肪分化を誘導し、脂肪滴の出現や脂肪細胞の分化マーカーと
して知られる adiponectin、Fabp4、Pparγ、C/ebpaのmRNA発現レベルへの影響を解析し



た。また、JNK2を構成する分子量の異なる2つのアイソフォームであるp46JNKおよび
p54JNKを強発現し、それぞれが3T3-L1細胞の脂肪分化に与える影響を調べた。 
 
（2）JNKによる骨芽細胞分化制御の分子機構 

JNKの特異的阻害薬であるSP600125存在下に骨芽細胞株MC3T3-E1 および初代細胞マウス
骨芽細胞を、アスコルビン酸もしくはBMP2にて骨芽細胞分化誘導をかけ、各種骨芽細胞分化
マーカーの発現レベルへの影響を調べた。また、マイクロアレイを用いた解析によって、JNK
阻害によって、発現レベルが変動する遺伝子を網羅的に検索した。 
 
（3）骨形成因子BMP9の下流シグナル伝達が、JNKによる骨芽細胞分化制御に及ぼす影響 

JNK活性抑制によって誘導される骨芽細胞分化型に、BMP9刺激があたえる影響を調べる。
また、BMP9の骨芽細胞分化作用の特異性に注目し、他のBMPとの相違について調べる。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）脂肪細胞分化におけるJNKアイソフォームの役割 
まず脂肪細胞分化におけるJNKアイソフォーム特異的な役割について解析を行った。JNKの
特異的阻害剤およびJNK2アイソフォーム特異的なsiRNA処理の存在下で、マウス前脂肪細胞
株である3T3-L1細胞の脂肪分化を誘導したこところ、脂肪分化を示す脂肪滴の出現が顕著に抑
制された。また、脂肪細胞の分化マーカーとして知られる adiponectin、Fabp4、Pparγ、
C/ebpaのmRNA発現上昇が全て抑制された。これらの所見は、JNK2がアイソフォーム特異的
に脂肪分化に制御的役割を果たすことを示していた。興味あることに、JNK2の抑制による脂
肪分化の阻害効果は、脂肪分化初期に限定的であり、脂肪分化後期では効果を認めなかった。
さらに、JNK2を構成する分子量の異なる2つのアイソフォームであるp46JNKおよびp54JNK
の働きに着目したところ、p46JNK2の強発現は3T3-L1細胞の脂肪分化を促進したが、
p54JNK2の強発現は脂肪分化に影響しなかった。これらの実験結果は、p46JNK2がアイソフ
ォーム特異的に初期脂肪分化に必須の役割を果たすことを示していた。次にその分子機構につ
いて解析を進めたところ、JNK2による転写因子ATF2のリン酸化（活性化）が、初期脂肪分化
に重要なC/ebpd遺伝子のプロモーターへのATF2の結合によるC/ebpd転写亢進を誘導すること
を見いだした。これらの結果は、生化学の国際的ジャーナルであるBiochemistry Journalに発
表した。 
 
（2）JNKによる骨芽細胞分化制御の分子機構 
我々は以前JNKが骨芽細胞後期分化に必
須であること、またその作用がJNK2に特
異的であることを証明した（Matsuguchi et 
al. J.Bone Miner. Res.2009）。本研究で
は、その分子機構についてより詳細な解析
を行った。JNKの特異的阻害薬である
SP600125存在下に骨芽細胞株MC3T3-E1 
および初代細胞マウス骨芽細胞を、アスコ
ルビン酸もしくはBMP2にて骨芽細胞分化
誘導をかけたところ、分化誘導様式に関わ
らず、通常分化に比べて、SP600125存在下
では、オステオポンチンを強発現し、逆に
骨芽細胞分化後期に特異的なオステオカルシ
ンの発現量の低いタイプの骨芽細胞分化が誘
導された（図１）。次にその分子機構につ
いて、マイクロアレイを用いて解析を進め
たところ、JNK阻害によって、
glycoprotein hormone α2やendothelial 
cell-specific molecule 1などと共に、転写調
節因子として知られるId4の発現が著明に上
昇していることを見いだした。また、
siRNAによるId4遺伝子ノックダウンを用い
た解析などにより、Id4がJNK不活性化によ
るオステオポンチンの発現上昇に重要な働
きをすることが明らかになった（図２）。
この結果は、生化学の国際的ジャーナルで
あるFASEB Journalに発表した。 
 
 

図１ 

図２ 



（3）骨形成因子BMP9の下流シグナル伝達が、JNKによる骨芽細胞分化制御に及ぼす影響 
興味あることに、JNK活性抑制によって誘導されるこのオステオポンチン強発現型骨芽細胞
の出現に、BMP9が抑制的に働くことを見いだした。その分子メカヌズムを解析したところ、
BMP9刺激によって誘導される転写調節因子Hey1が、Id4と複合体を形成して、Id4の働きを弱
めることによって起こることを証明した。この研究成果は、Int J Biochem Cell Biol誌に発表
した。また、BMP9の骨芽細胞に対する作用の特異性に注目し、BMP2との違いとして、
BMP9によって強力に誘導される
EndoglinとGIPC-1タンパク質を介し
たシグナル伝達経路の存在を明らか
にした。このシグナル経路は、PI3キ
ナーゼからAktの活性化経路を促進
し、GSK3βのリン酸化誘導によるβ
カテニンの蓄積を誘導し、BMP9の強
力な骨芽細胞分化誘導能のキープレ
イヤーとなることを示した（図
３）。この研究成果は、FASEB 
Journalに正式に発表した。 
 
（4）その他の研究成果 
① 現在、生体内でよく見られる低
酸素状態が、JNKアイソフォームタンパ
クレベル、および骨芽細胞分化に関わる
影響について解析中である。低酸素で誘導される転写因子 Hif-1αが、解糖系酵素の発現誘導
を介して骨芽細胞分化に促進的に働くことを見いだし、投稿準備中である。 
② 低出力超音波（LIPUS）によるメカニカルストレスが、BMP9による骨芽細胞分化誘導を
強く促進すること、また、それが、細胞骨格に関わるRHOキナーゼ１を介することを見いだし
た。これらの成果は、J. Cell Biochem誌に発表した。 
③ チロシンキナーゼであるSykが、PLCγ活性を調節することで間葉系幹細胞の多分化能に
おいて重要な役割を果たすこと、骨芽細胞が分泌するサイトカインであるオステオポンチン
が、FAK特異的脱リン酸か酵素の発現レベルに影響することで、細胞接着に重要な役割を果た
すFAK活性を抑えることで骨芽細胞の反応性に及ぼす影響についても解析を進め、それぞれ国
際科学ジャーナルであるJ. Cell. Physiol.およびMol. Biol. Cellに発表した。 
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