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研究成果の概要（和文）： 

転写因子 NF-B のオルタナティブ活性化機構は、主に NF-B-inducing kinase (NIK)、IKK、
p100/p52 と RelBによって構成される。この活性化機構は、NIKによって p100からプロセシングされた
p52が RelBとヘテロダイマーを構成し、標的遺伝子の発現を調節する。これまでに NF-Bの p50およ
び p52 サブユニット２重欠損マウスが破骨細胞の存在しない大理石骨病を呈することから、NF-B が
破骨細胞分化に必須であると考えられるが、その詳細な分子機構はよくわかっていない。我々は破骨
細胞分化における NF-Bのオルタナティブ活性化機構の役割を解明するために、NIK遺伝子の不活
型変異によって p100から p52へのプロセシングが起きないAlymphoplasia(aly/aly)マウスの骨を解析し
た。Aly/alyマウスは破骨細胞数の減少による大理石骨病を呈した。In vivoの結果と同様に aly/alyマ
ウス由来の骨髄細胞は野生型マウス由来の骨髄細胞と比較して RANKL 刺激による破骨細胞形成が
抑制された。aly/aly マウス由来の細胞では野生型マウス由来の細胞と同様に RANKL 刺激による
IBの分解や ERK のリン酸化が起こるが、p100 から p52 への分解が抑制された。さらに破骨細胞分
化のマスターレギュレーターである NFATc1の発現も低下していた。そこで、NFATc1を遺伝子導入す
ると aly/aly マウス由来の骨髄細胞における破骨細胞形成の抑制は解除された。さらに構成的活性型
IKKおよび p52を遺伝子導入しても同様に破骨細胞形成の抑制は解除された。次に p100および p52
が存在しない NF-B2 欠損マウス由来の骨髄細胞を用いて、プロセシングの起きない p100(GRR)を
遺伝子導入すると破骨細胞形成が抑制されたが、p52 を遺伝子導入すると破骨細胞形成の抑制が解
除された。p100 が存在せずに p52 だけが存在する p100 欠損マウスでは破骨細胞形成の亢進による
骨粗鬆症を呈することから、p100 と p52の発現バランスが破骨細胞形成に重要であると考えられる。 
一方、広範囲にわたる骨欠損は骨吸収を抑制しても骨欠損部位の骨を再生しなければ、骨として

の機能を回復することができない。骨誘導タンパク質（Bone Morphogenetic Protein : BMP）は in vivo
で骨形成を誘導するだけでなく、in vitro で間葉系幹細胞から骨芽細胞分化を誘導するが、炎症の場
で産生される腫瘍壊死因子（Tumor Necrosis Factor : TNF）は BMPによる骨形成と骨芽細胞分化を
抑制する。しかし、TNFが BMP の効果を抑制する分子機構はよくわかっていない。そこで、本研究で
は TNFによる BMP シグナルの抑制メカニズムを解明することを目的とした。まず、マウス骨芽細胞株
MC3T3-E1 細胞を用いて、TNFが BMP2 刺激による骨芽細胞分化と BMP2 または Smad１依存性の
転写活性を著明に抑制することがわかった。TNFは Smad1/5/8のリン酸化および Smad1/4の複合体
の形成と核移行に影響しなかった。NF-B の主要なサブユニットである p65 欠損マウス由来の線維芽
細胞に p65 を遺伝子導入すると p65 の発現量依存的に BMP2 または Smad１依存性の転写活性を抑
制し、この抑制効果は NF-Bの抑制タンパク質であるドミナントネガティブ型の IBを発現させると解
消された。TNF刺激は Smad1 と Smad4 の会合を阻害しなかったが、Smad の標的遺伝子プロモータ
ー領域の DNA への結合を阻害した。また、NF-B の選択的阻害剤 Bay11-7082 で前処理すると
TNFによる BMP誘導性骨芽細胞分化の抑制が解除された。これらの結果より、TNFは BMP刺激に
よる Smadの DNAへの結合を阻害することで骨芽細胞分化を抑制すると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文） 

The alternative NF-B pathway consists predominantly of NF-B-inducing kinase (NIK), IB kinase 

(IKK), p100/p52, and RelB. The hallmark of the alternative NF-B signaling is the processing of p100 

into p52 through NIK, thus allowing the binding of p52 and RelB. Although gene targeting of the p50 

and p52 subunits of NF-B has shown that NF-B plays a critical role in osteoclast differentiation, the 

physiologic relevance of alternative NF-B activation in bone biology, however, is not well understood. 
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To address this issue, we analyzed alymphoplasia (aly/aly) mice in which the processing of p100 to p52 

does not occur owing to an inactive form of NIK. Aly/aly mice showed a mild osteopetrosis with 

significantly reduced osteoclast numbers. RANKL-induced osteoclastogenesis from bone marrow cells 

of aly/aly mice also was suppressed. RANKL still induced the degradation of IB and activated 

classical NF-B, whereas processing of p100 to p52 was abolished by the aly/aly mutation. Moreover, 

RANKL-induced expression of NFATc1 was impaired in aly/aly bone marrow. Overexpression of 

constitutively active IKK or p52 restored osteoclastogenesis in aly/aly cells. The transfection of either 

wild- -B2-deficient cells 

followed by RANKL treatment revealed a strong correlation between the number of osteoclasts induced 

by RANKL and the ratio of p52 to p100 expression. To determine the role of p100 itself without the 

influence of a concomitant lack of p52, we used p100-deficient mice, which specifically lack the p100 

inhibitor but still express p52. p100-deficient mice have an osteopenic phenotype owing to the increased 

osteoclast. Our data suggest a pivotal role of the alternative NF-B pathway, especially of the inhibitory 

role of p100, in both basal and stimulated osteoclastogenesis in bone resorption. 

Bone morphogenetic proteins (BMPs) induce not only bone formation in vivo but also osteoblast 

differentiation of mesenchymal cells in vitro. Tumor necrosis factor (TNF) inhibits both osteoblast 

differentiation and bone formation induced by BMPs. However, the molecular mechanisms of these 

inhibitions remain unknown. In this study, we found that TNF inhibited the alkaline phosphatase 

activity and markedly reduced BMP2- and Smad-induced reporter activity in MC3T3-E1 cells. TNF 

had no effect on the phosphorylation of Smad1, Smad5, and Smad8 or on the nuclear translocation of the 

Smad1-Smad4 complex. In p65-deficient mouse embryonic fibroblasts, overexpression of p65, a subunit 

of NF-B, inhibited BMP2- and Smad-induced reporter activity in a dose-dependent manner. 

Furthermore, this p65-mediated inhibition of BMP2- and Smad-responsive promoter activity was 

restored after inhibition of NF-B by the overexpression of the dominant negative IB. Although 

TNF failed to affect receptor-dependent formation of the Smad1-Smad4 complex, p65 associated with 

the complex. Chromatin immunoprecipitation and electrophoresis mobility shift assays revealed that 

TNF suppressed the DNA binding of Smad proteins to the target gene. Importantly, the specific 

NF-B inhibitor, BAY11-7082, abolished these phenomena. These results suggest that TNF inhibits 

BMP signaling by interfering with the DNA binding of Smads through the activation of NF-B. 
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１．研究開始当初の背景 

高齢者社会において、歯周病による歯の喪
失は快適な日常生活を送る上で大きな問題とな
っている。歯周病によって歯の土台となる歯槽
骨が吸収されると、歯を失うだけでなく義歯の安
定も悪くなり、インプラントを植立することも困難
になる。歯周病は破骨細胞による骨吸収の亢進
が原因の１つであるが、これまでに開発されてき
た骨吸収抑制剤の多くは破骨細胞だけを特異
的に標的にしたものでない。さらに、ビスホスホ

ネート剤(BPs)は破骨細胞特異的とはいっても長
期投与によって顎骨壊死が起こることが報告さ
れている。このような背景から、歯周疾患におけ
る歯槽骨吸収の分子機構を解明し、破骨細胞
特異的かつ可逆的に骨吸収を調節できる治療
薬を開発する必要がある。 

NF-B は Rel Homology domain を共有する
５つの転写因子の総称で、炎症反応、免疫応答、
発生やがん化など様々な生命現象に深く関与
する。NF-Bは無刺激状態では抑制分子 IBと



の複合体として細胞質中に留まっている。しかし、
炎症性サイトカインなどの刺激を受けると、IB 
キナーゼによって IBがリン酸化され、さらに分
解される結果、NF-B が遊離され、核へ移行し、
標的遺伝子のプロモーターに結合することで、
標的遺伝子の発現を調節する。これを「古典的
活性化経路」という． 
近年 IBの分解を伴わない新たな NF-Bの

活性化機構が明らかとなった。無刺激状態では、
p52の前駆体 p100が RelB と会合することで，細
胞中に留まり RelB の転写活性を抑制するが、
CD40 やリンホトキシンなどのリンパ節形成に関
わるサイトカインの刺激を受けると、NIK や IKK
が活性化され， p100 の C 末領域が分解される
結果、RelB/p52 の複合体が形成され、核内で
転写活性を示す。これを「オルタナティブ活性化
経路」という (図１)。 

NF-B 分子群の遺伝子改変マウスの解析
により、NF-B が破骨細胞分化因子 RANKL 
( Receptor Activator of NF-B Ligand )のシグナ
ル分子としての役割を担い、骨リモデリングの調
節に重要であることが明らかとなっている。 
 
２．研究の目的 

このような背景から、転写因子 NF-B を標的
とした骨吸収抑制剤の開発を目的に、破骨細胞
分化における NF-Bの役割を解明することを試
みた。我々は、NIK 遺伝子に点変異を有する自
然発症型免疫不全マウス、aly/aly マウスを用い
て NIK の骨代謝における生理的役割について
検討した。さらに、骨誘導因子 BMP と NF-Bの
クロストークを解明し、骨欠損部位の骨再生へ応
用するための基礎研究を行った。 

 

３．研究の方法 

① 野生型，aly/alyおよび p52-/-マウスの骨組
織の解析：４週齢の野生型、aly/aly および
NF-B2-/-マウスを安楽死させ、大腿骨•脛
骨を摘出し、3.7％ホルムアルデヒドで固定し
た。レジン包埋後、組織切片を作製し、von 
Kossa染色および酒石酸抵抗性酸ホスファタ
ーゼ（TRAP）染色を行い、石灰化した骨量と

破骨細胞数を比較した。 
② 破骨細胞の分化誘導：野生型、aly/aly およ
び NF-B2-/-マウスの骨髄細胞を調製し、マ
クロファージコロニー刺激因子(M-CSF)存在
下で３日間、さらにM-CSFおよび RANKL存
在下で３日間培養した後に、細胞を固定し
TRAP 染色を行った。TRAP 陽性多核（３核
以上）を破骨細胞として計測した。 

③ ウェスタンブロッティング：野生型、aly/aly お
よび NF-B2-/-マウスの骨髄細胞を調製し、
M-CSF 存在下で３日間培養し、破骨細胞前
駆細胞を誘導した。破骨細胞前駆細胞を
RANKL で刺激し、経時的にタンパク質を調
製した。調製したタンパク質を 10％ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動し、抗 IB抗体、抗
p100/p52 抗体、抗 c-Fos 抗体、抗 NFATc1
抗体、抗-actin抗体を用いてブロットした。 

④ クロマチン免疫沈降法：野生型および
aly/aly マウスの骨髄細胞を調製し、M-CSF
存在下で３日間培養することで誘導された破
骨細胞前駆細胞を RANKL で刺激し、DNA-
核タンパク質を調製した。調製したタンパク
質を NFATc1 プロモーターおよび IBプロ
モーターを用いて免疫沈降を行った。 

⑤ レトロウィルスベクターを用いた破骨細胞前
駆細胞への遺伝子導入方法：構成的活性型
IKK(IKKEE)、ドミナントネガティブ型 IKK 
(IKKKM)および RelB遺伝子のウィルスベク
ターを野生型、aly/alyおよび NF-B2-/-マウ
スの骨髄細胞に感染させた。蛍光顕微鏡で
GFP の発現を確認した後に M-CSF および
RANKL 存在下で３日間培養した後に、破骨
細胞数を計測した。 

⑥ 骨芽細胞分化マーカーの検討：MC3T3-E1
細胞を未処理または、TNF (10 ng/ml)で前
処理し、30分後に BMP2 (100 ng/ml)で処理
し、72 時間後に骨芽細胞の分化マーカーで
あるアルカリホスファターゼ(ALP)染色、およ
び活性を測定した。 

⑦ BMP標的遺伝子 Id-1ルシフェラーゼ活性の
測定：MC3T3-E1細胞にBMPの標的遺伝子
である Id1 遺伝子のプロモーターにルシフェ
ラーゼ遺伝子を繋いだコンストラクト Id1-Luc
を 遺 伝 子 導 入 し た 。 24 時間後 に 、
MC3T3-E1 細胞を未処理または TNF (10 
ng/ml)で前処理し、30 分後に BMP2 (100 
ng/ml)で処理した。24 時間後、BMP 刺激に
よる Id1のルシフェラーゼ活性を測定した。 

⑧ BMP2 刺激による Smad1 と 4 の会合におよ
ぼす TNFの効果：MC3T3-E1 細胞を未処
理または、TNF (10 ng/ml)で前処理し、30
分後にBMP2 (100 ng/ml)で処理した。１時間
後、それぞれ抗 Smad1抗体、抗 Smad4抗体
および抗 p65 抗体を用いて免疫沈降を行い
さらに抗 Smad1 抗体、抗 Smad4 抗体および
抗p65抗体を用いてブロッティングを行った。 

⑨ SmadのDNA結合能におよぼす影響の検討 



❶ クロマチン免疫沈降法：MC3T3-E1 細胞
を未処理または、TNF (10 ng/ml)で前処理
し、30分後に BMP2 (100 ng/ml)で処理した。
ホルムアルデヒドで DNA とタンパク質を架橋
し、それぞれ抗リン酸化 Smad1/5/8 抗体お
よび抗 p65 抗体を用いて免疫沈降を行った。
Id1 および Smad６プロモーター領域のプライ
マーを用いて PCR をおこなった。 
❷ ゲルシフトアッセイ：MC3T3-E1 細胞を
未処理または、NF-B の選択的阻害剤
BAY11-7082（1.0 M）で前処理し、さらに
TNF (10 ng/ml)で前処理 30分後に BMP2 
(100 ng/ml)で処理した。１時間後に核タンパ
ク質を調製して、BMP 応答性領域を含むプ
ローブを用いて、ゲルシフトアッセイ法を行
った。また同様の刺激後に抗 Smad1,Smad4
抗体を用いてスーパーシフトを行った。 
 

４．研究成果 
(1) NIKは破骨細胞形成に重要である 
４週齢の野生型および aly/alyマウスの脛骨を

採取し、非脱灰切片を作成し、CT による解析、
von  Kossa染色およびTRAP染色を行った。μ
CTおよび von Kossa染色の結果より、aly/alyマ
ウスは野生型マウスと比較して著明な骨量増加
と TRAP 陽性の破骨細胞の減少が認められた。
これらの結果から、aly/aly マウスでは破骨細胞
数が減少することによって骨量の増加が引き起
こされると考えられた（図２）。 

 
⑵ aly/aly マウス由来の破骨細胞前駆細胞で
はRANKLによって誘導されるNF-B の非古典
的経路が抑制される 
野生型および aly/alyマウス由来破骨細胞前

駆細胞を RANKLで刺激し、経時的にタンパクを
調製し、抗 IB抗体を用いて NF-B の古典的
経路の活性化および抗 ERK抗体を用いてMAP
キナーゼの活性化を検討したところ、両者に差
はなかった。また両細胞でRANKL刺激後 p50と
p65の IBプロモーターへの結合が認められた
が、aly/aly マウス由来の細胞では p52 および

RelB は結合しなかった。さらに aly/aly マウスで
は p100から p52へのプロセシングが抑制された。
これらの結果から、aly/aly マウスでは NF-B 非
古典的経路が抑制されていると考えられた。 
 
⑶ RANKL によって誘導される NFATc1 の発現
は aly/aly マウスにおいて抑制される 
野生型および aly/alyマウス由来破骨細胞前

駆細胞を RANKL で刺激し、破骨細胞分化に必
須の転写因子、c-Fosおよび NFATc1の発現を
検討したところ、aly/aly マウス由来の細胞では、
NFATc1 の発現が抑制されていた。さらにクロマ
チン免疫沈降法でもp52およびRelBのNFATc1
プロモータ—への結合も抑制されていた。 
そこで、レトロウィルスベクターを用いて

aly/aly マウス由来破骨細胞前駆細胞に c-Fos
およびNFATc1を強制発現させると、NFATc1を
発現させた場合で aly/alyマウスにおける破骨細
胞形成の抑制が解除された。 
 
⑷ 構成的活性型 IKKおよび p52 の過剰発現
は aly/aly マウスにおける破骨細胞形成の抑制
を解除する 

次にレトロウィルスベクターを用いて
NIKの下流因子である IKKの構成的活性型お
よび NF-B2p52を aly/alyマウス由来破骨細胞
前駆細胞に強制発現させた。その結果、構成
的活性型 IKKおよび NF-B2p52 を強制発現
させると aly/alyマウスにおける破骨細胞形
成の抑制が解除された。 
 
⑸ p100から p52へのプロセッシングは RANKL
による破骨細胞形成に重要である 

aly/aly マウスでは、p52 が存在しないこと
が破骨細胞分化の抑制に関与している可能
性を検討するため、NF-B2 の p100 と p52 の
両分子を欠損している NF-B2-/-マウスの骨
組織切片および破骨細胞形成能を検討した。
NF-B2-/-マウスの骨組織は野生型マウスの
骨組織と殆ど変化がなかった。また、各マウ
ス由来の破骨細胞前駆細胞を用いて、破骨細
胞を誘導すると、NF-B2-/-マウス由来の細
胞では破骨細胞形成が若干増加していた。次
に NF-B2-/-マウスの破骨細胞前駆細胞に
NF-B2WT, p100が p52にプロセシングされな
い NF-B2ΔGRR,プロセシング後の産物であ
る p52 をそれぞれ遺伝子導入したところ、
p100 存在下で破骨細胞形成が抑制され、p52
存在下で促進された。 
 
以上の結果から、aly/aly マウスに見られる破

骨細胞数の減少は，RANKL 刺激による NF-B
の非古典的経路の抑制が要因であり，さらに破
骨細胞形成は p100と p52の発現バランスによっ
て調節されていることが示唆された． 
 
⑹ TNFは BMP2 刺激による骨芽細胞分化を



抑制する 
マウス前骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞を

BMP2 で刺激すると ALP 活性の上昇と多数の
ALP 陽性細胞が出現した。しかし、TNFα で前
処理した後に BMP2 で刺激すると、ALP 活性の
上昇および ALP 陽性細胞の出現が抑制された。
さらに、Id1-Luc を MC3T3-E1 細胞に遺伝子導
入した後に、BMP2 で刺激すると転写活性が上
昇したが、TNFで前処理するとBMP2による Id1
の転写活性が抑制された。 

                                                 
⑺ NF-B,p65サブユニットは BMP2/Smadシグ
ナルを抑制する 

TNFのシグナル伝達分子として NF-B の
関与を検討した。NF-B の p65 サブユニット遺
伝子欠損（p65-/-）マウス胎仔線維芽細胞に
p65 遺伝子を強制発現すると NF-B の転写活
性は p65 の濃度に依存的して上昇した。一方、
BMP2で刺激すると、Id1の転写活性は p65の濃
度依存的に抑制された。 

 
⑻ TNFは BMP2 刺激による Smad1 と Smad4
の会合を阻害しない 

MC3T3-E1 細胞を BMP2 で刺激すると BMP
刺激依存的に Smad1と Smad4が会合した。次に
TNFで前処理した後に、BMP2 で刺激し、抗
Smad1, Smad4 および p65 抗体を用いて免疫沈
降を行ったところ、TNFの前処理によって
Smad1 と Smad4 の会合は阻害されなかったが、
p65が Smad1,4と会合した。またBAY11-7082に
て前処理を加えると p65 の会合は起こらなかっ
た。 
 
⑼ TNFは NF-B の活性化を介して Smad の
DNA結合を阻害する 

TNFで前処理後、BMP2で刺激し、Smad1,4
の DNA への結合を Id-1 領域のプライマーおよ
び Smad のもう一つの結合領域である Smad6 の
領域のプライマーを用いて、クロマチン免疫沈
降法を行った。さらに Id-1 領域内に存在する
Smad 結 合 領 域 で あ る BMP Responsive 
Element : BRE 領域のプローブを用いてゲルシ
フトアッセイ法で検討したところ、TNFの前処理
で Smad1,4の DNAへの結合が阻害された。 

 
⑽ Bay11-7082 はＴＮＦによる Samd の DNA
結合の抑制および骨芽細分化の抑制を解除す
る 
また NF-Bの阻害剤である BAY11-7082で

前処理の後、TNFおよびBMP2処理を行い、ク
ロマチン免疫沈降法、RT-PCR 法、ALP 染色お
よびALP活性を測定したところ、BAY11-7082の
濃度依存的に TNFによる Smad1,4 の DNA へ
の結合抑制、骨芽細胞分化マーカーの mRNA
の発現抑制および ALP染色および ALP活性も
ほぼ回復した（図３）。 
 

以上の結果から、TNFは BMP 刺激による
Smad の DNAへの結合を阻害することで骨芽細
胞分化を抑制すると考えられ 
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