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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞分化誘導培地にて培養したヒト間葉系幹細胞へのI型インターフェロン添加
により、骨芽細胞の細胞数減少と基質形成能の抑制がみられ、実験群での骨芽細胞分化マーカーの変化が見られ
た。加えて、JAK-STAT経路を介して誘導されるネクロプトーシス関連タンパクの発現も確認できた。JAK-STAT阻
害薬を添加することで、上記の変化が抑制されたことから、I型インターフェロンがネクロプトーシスを主体と
した細胞死を引き起こすと同時に、骨芽細胞分化へ影響を与えることが示唆され、JAK-STAT経路阻害薬によりそ
れらを抑制できる可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Human mesenchymal stem cells were cultured in the osteogenic induction 
media. Type I interferon recombinant protein was administrated into the medium. Type I interferon 
reduced the number of osteoblasts and suppressed the ability to form substrates, and changed the 
osteoblast differentiation markers in the experimental group. In addition, the expression of 
proteins associated with necroptosis induced via the JAK-STAT pathway was also confirmed. The 
administration of a JAK-STAT inhibitor suppressed the above changes, suggesting that type I 
interferon causes necroptosis-based cell death and affects osteoblast differentiation at the same 
time. It was also suggested that JAK-STAT pathway inhibitors may suppress them.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： I型インターフェロン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨は体を支え、運動の軸となる臓器であり、骨代謝や形成の異常は様々な病気の原因となる。これまでに骨代謝
や骨形成に関わる様々な因子が解明されてきたが、I型インターフェロン(IFN-I)が骨芽細胞や骨形成に与える影
響については未解明である。先天性自己免疫疾患でありIFN-Iの機能更新が生じるSingleton-Merten症候群患者
では末端部に骨吸収が生じることから、IFN-Iが骨代謝に何らかの影響を与えることは知られているが、その分
子生物学的機序は不明である。本研究は、このような希少疾患の病態解明のみならず、IFNを利用した創薬や骨
代謝異常を示す疾患に対する新規治療法開発に繋がることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨は体を支え、運動の軸となる臓器であり、骨代謝や形成の異常は様々な病気の原因となる。

これまでに骨代謝や骨形成に関わる様々な因子が解明されてきたが、I 型インターフェロン
(IFN-I)が骨芽細胞や骨形成に与える影響については未解明である。Singleton-Merten 
Syndrom(以下 SMS)は稀な常染色体優性の先天性自己免疫疾患であり、恒常的に I 型インターフ
ェロン(IFN-I)が過剰産生される疾患である。興味深いことに、SMS 罹患患者では手指骨や歯槽
骨など、末端骨の進行性の骨融解が見られる。このことからも IFN-I が骨代謝において何らかの
重要な役割を果たしている可能性が示唆される。 
SMSはIFIH1遺伝子のミスセンス変異により引き起こされる症候群であることが知られている。

IFIH1 遺伝子によりコードされる MDA5 は RIG-I とともに RIG-I 様受容体ファミリーを形成し、
細胞内でのウイルスセンサーとしての役割を果たしている。SMS における IFIH1 遺伝子のミスセ
ンス変異はウイルス感染がない状態でも MDA5 をはじめとする RIG-I 様受容体ファミリーを活性
化させ、その結果、恒常的に IFN-I が過剰産生される。これまでに、IFN-I、特に IFN-βは破骨
細胞分化において必須の転写因子である c-Fos の発現を妨害することから、破骨細胞分化に対
して抑制的に働くことが報告されている。そのため骨吸収を抑制し骨形成に働くと考えられて
いる一方で、骨芽細胞に対してはその影響に関する研究が殆どなされておらず、詳細は明らかと
なっていないのが現状である。 
IFN-I に関しては以前より細胞死の１つであるアポトーシスとの関連が示唆される一方で、近

年ネクロプトーシスと呼ばれる細胞死への関与も示唆されている。 
アポトーシスは炎症反応を誘発しないプログラムされた細胞死であり、システインプロテアー

ゼファミリーであるカスパーゼにより制御されることが知られている。一方、ネクロプトーシス
はアポトーシスと同様に分子に制御される細胞死であるが、ネクローシスと同じく細胞膜の破
綻と細胞質内容物の放出を伴うことから炎症反応が生じることが知られている。IFN-I は JAK-
STAT 経路と呼ばれる情報伝達経路を介して MLKL を活性化しこのネクロプトーシスを引き起こ
していると示唆されている。 
以上のことから、我々は SMS でみられる進行性の骨吸収が、IFN-I が細胞死を含む何らかの経

路で骨芽細胞の機能を抑制することによって引き起こされているのではないかと仮説を立てた 
 
２．研究の目的 
骨代謝における IFN-I の役割を解明することを本研究の目的とする。特に今回の研究では SMS

にみられる、IFN-I の過剰生産に着目した。健常者由来の間葉系幹細胞を用いた in vitro 実験
を通して、IFN-I の機能亢進による進行性の骨形成不全の発生機序を解明する。これにより、SMS
における骨形成不全の発生機構解明と、その治療法開発の礎としていくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
当院に来院した健康な患者から無傷の乳歯を採取した。採取した乳歯から歯髄を摘出し、そこ

から未分化間葉系幹細胞を単離し、これを骨芽細胞への分化誘導培地で培養した。分化誘導培地
へ IFN-βリコンビナントタンパクと JAK-STAT 経路の阻害薬であるルキソリチニブを添加し、そ
れぞれ対照群と比較した。 
骨芽細胞への分化に関してリアルタイム PCR 法を用いて比較し、基質形成能に関してはアリザ
リンレッド染色とカルシウム濃度の測定により比較した。JAK-STAT 経路の活性化の評価に対し
ては mixed lineage kinase ligand (MLKL)タンパクの発現量をウェスタンブロット法により比
較した。また、アポトーシスに関しては DNA の断片化を TUNEL 染色で、細胞死に関連するタンパ
クの発現をウェスタンブロット法により比較した。ネクロプトーシスに関する評価の方法とし
ては Propidium iodide (PI)染色を用いた。 
 
４．研究成果 
始めに、IFN-βの濃度を決めるため抜去乳歯歯髄から単離した間葉系幹細胞幹細胞に対する毒

性実験を行った。LD50 を調べた結果、0.8 ng/ml であった。この結果から本研究で用いる IFN-
β濃度は、1 ng/ml および 2 ng/ml とした。間葉系幹細胞幹細胞から骨芽細胞への分化誘導培地
へIFN-βのリコンビナントタンパクを添加
した群(実験群)と添加していない(対照群)
を比較したところ、実験群においてアリザ
リンレッド染色における石灰化の抑制と、
分化培地中のカルシウム濃度が低下してい
ることが確認された(右図)。これに関して、
細胞数の減少に起因するものであるのか、
あるいは細胞分化に影響があるのかを比較
した。細胞数の減少と骨芽細胞分化マーカ



ーの発現の両方が変化していることが明らかとなった。骨芽細胞分化に関しては、実験群におけ
る骨芽細胞分化マーカーが変化し、また、ルキソリチニブの添加によりそれが改善したことから、
IFN-βによる JAK-STAT 経路の活性化が骨芽細胞分化にも影響を与えることが示唆された。 
前述の骨芽細胞分化マーカーの変化に関しては、ALP が低下している一方で、Osteocalcin や

BSP は上昇するという結果が得られたが、その詳細の解明は今後の課題として残された。 
細胞数の減少に関しては、実験群では骨芽細胞の増殖能に変化がないものの細胞数が減少して

いることがわかった。遺伝子解析の結果、Caspase9 の発現上昇がみられる一方で TUNEL 染色に
よる DNA の断片化に有意差はなく、炎症反応において特異的なマーカーである IL-6 の有意な上
昇が同時に確認された。さらに、実験群でのリン酸化 MLKL の増加が確認されたことから、IFN-
βによってアポトーシスとネクロプトーシスが同時に生じている可能性が示された。 
JAK-STAT 経路の阻害薬であるルキソリチニブを添加したところ、リン酸化 MLKL の発現と IL-6

の抑制がみられたことから、JAK-STAT 経路を阻害することで IFN-βによるネクロプトーシスを
抑制することができる可能性が示された。しかし、ルキソリチニブ添加群で Caspase９は改善し
なかった。つまり、IFN-βによる細胞数の減少はネクロプトーシスを主体としたものである可能
性が示唆された。 
以上のことから、IFN-βの恒常的な過剰産生は、ネクロプトーシスを主体とした骨芽細胞死を

引きおこし、同時に骨芽細胞への分化にも影響を与える。それにより、SMS においては IFN-βの
亢進が骨粗鬆症や歯槽骨吸収が引き起こされる可能性が示唆された。また、JAK-STAT 経路阻害
薬によりそれらを抑制できる可能性が示唆された。 
現在、上記の内容を学術雑誌に投稿中であるが、今後の計画としては、今回明らかにすること

の出来なかった骨芽細胞分化へ与える影響の詳細や骨芽細胞死に関する分子機序について、更
なる検討を行っていく必要があると考えている。 
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