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研究成果の概要（和文）：骨へのメカニカルストレスはリモデリングサイクルの維持に重要であ

る．骨形成を担う骨芽細胞が間葉由来であるのに対し，骨吸収を行う破骨細胞は免疫担当細胞

と同じく造血幹細胞に由来していることから，両者の相互作用の理解には骨免疫学研究の展開

が求められている．本研究は，骨芽細胞へのメカニカルストレス負荷により MAPKKK のひと

つ TAK1 が活性化される機構を解明し，さらにその下流において破骨細胞分化因子である IL-6
の産生に寄与するシグナル伝達の詳細を明らかにした．  
 
研究成果の概要（英文）：Mechanical stress to bone is important for the maintenance of bone 
homeostasis. Osteoblast, which performs bone formation derived from mesenchymal cells, 
osteoclast which is responsible for bone resorption is hematopoietic stem cell origin like as 
other immune cells. Thus, osteoimmunological study is increasingly needed for the 
interpretation of osteoblast-osteoclast interaction. This study has unveiled that TAK1 
MAPKKK was activated by mechanical stretch loading in osteoblast, and induced the 
expression of IL-6, an osteoclastogenic factor, via its downstream signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 骨のリモデリングは破骨細胞による骨

吸収を骨芽細胞による骨形成で埋め戻すさ

いくるによって成り立っている．これらの細

胞の局所動員や活性はホルモンや神経，免疫

学的因子およびメカニカルストレスによっ

て制御されている．メカニカルストレスは骨

形成を促進することがこれまでの航空宇宙

領域の研究から明らかになっているものの，

通常の地上生活において大理石骨病が発症

することは無い．このことから，力学的負荷

下においても何らかの機構によって破骨細

胞とのカップリングが維持されていること

が推察されるが，その詳細は明らかになって

いなかった． 

 

(2) JNK・p38 はストレス応答 MAP キナー
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図１ 細胞伸展によりTAK1がJNK・p38および

NF-κB経路を活性化する

ターンやサイトカインの他、熱ショックや浸

透圧など物理化学的刺激によって活性化さ

れる．さらにその下流においては炎症反応や

アポトーシスなど，細胞へ適切なストレス応

答反応をもたらすことが知られているが，骨

メカノバイオロジーにおける役割は不明で

ある．また，JNK・p38 経路を活性化する上

流のMAPKKKおよびその活性化機構も不明

であった． 
 

２．研究の目的 

骨芽細胞伸展刺激の実験系を用いて，以下の

項目の解明を目指した． 

 

(1) 細胞伸展刺激による JNK・p38 上流の

MAPKKK の同定およびその作動機構の解明 
 

(2) 上で同定した経路によって制御されて

いる骨代謝・骨免疫イベントの解析 

 

３．研究の方法 

理研細胞バンクより入手した MC3T3-E1 骨

芽細胞を通法に則り培養した．メカニカルス

トレスを細胞に負荷する系として，Strex 社

製 ST-140 を用いた反復伸展刺激（12％伸展，

10 回/分）を採用した．シリコンゴム製チャ

ンバーを I 型コラーゲンにてコーティングし

た後，80～90％コンフルエントの状態となる

よう細胞を播種した． 
 

(1) TAK1 およびその下流分子活性化はウ

ェスタンブロットによって検出した．細胞は

Lysis Buffer (50 mM HEPES, pH 7.4, 1% 
(v/v) Triton-X, 250 mM NaCl, 10% (v/v) 
glycerol, 1 mM EDTA, 10 mM NaF, 1 mM 
Na3VO4, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, and 
10 µg/mL leupeptin)により溶解後，遠心にて

デブリスを除いたのち，SDS-PAGE に供した．

検出に使用した抗体は以下の通りである． 

リン酸化（phosphorylation, 以下 P と省略）

TAK1 (Thr-187), P-JNK (Thr183/Tyr185), 
P-p38 (Thr180/Tyr182), P-p65 (Ser-536), 
JNK, p38, p65, IκB, および β-actin に対す

る各抗体は Cell signaling technology より入

手した．TAK1 抗体(C-9)は Santa Cruz 
Biotechnologies より，IL-6 抗体は R&D よ

りそれぞれ購入した. SP600125（JNK 阻害

剤）, SB203580（p38 阻害剤）, BMS-345541, 
（IκB 阻害剤），KN-93 および KN-62
（CaMKII 阻害剤）は Calbiochem より入手

した. A23187はSigma–Aldrichから， TAK1
に対する RNA 干渉実験に用いた siRNA
（Stealth Select RNAi, #1-MSS218538 and 
#2-MSS218539)は Invitrogen からそれぞれ

購入した. 細胞には siRNA negative control 
または TAK1 (#1 or #2, 30 pmol/chamber) 
を Lipofectamine RNAiMAX 

(5 µL/chamber) を用いてトランスフェクシ

ョンし， 72 時間後に反復伸展刺激を行った. 
 

(2) TAK1 により制御される骨代謝・骨免疫

学的イベントの解析にはリアルタイム PCR
法を用いた．RNA は RNeasy Mini Kit 
(QIAGEN)を用いて抽出し，ReverTra Ace 
qPCR RT Kit (TOYOBO)により cDNA を合

成した．リアルタイム PCR は 100 ng の

cDNA を鋳型とし, 10 µM PCR プライマー，

2× THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 
(TOYOBO) および Thermal Cycler Dice 
Real-Time system (TAKARA)を用いて行っ

た. プライマーとして用いたセンス鎖および

アンチセンス鎖の配列は以下の通りである．

IL-6：
5′-CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA-3′， 
5′-GCAAGTGCATCATCGTTGTTCATAC-3′ 
GAPDH： 
5′-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3′，  
5′-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3′  
IL-6 の相対的発現量は GAPDH mRNA の発

現量によって補正した． 
 
４．研究成果 

(1) TAK1 の活性化には Activation loop 内

に存在する187番目のスレオニン残基のリン

酸化が必須であり，これをモニターする抗リ

ン酸化ペプチド抗体が市販されている．JNK，

p38，NF-κB に関しても同様の抗体が入手可

能であったことから，これらを用いて細胞伸

展時のTAK1シグナルの活性化動態について

の検討を行った．この結果，TAK1，および

JNK，p38 はいずれも活性化されており，



 

 

NF-κB 経路の活性化の指標となる p65 のリ

ン酸化および IkB の分解を観察した．さらに，

これらはいずれもTAK1に対するRNAiによ

ってキャンセルされたことから，細胞伸展刺

激はTAK1を介して JNK，p38およびNF-κB
経路を活性化することが明らかとなった（図

1）． 

(2) 次に，細胞伸展による TAK1 の活性化

機構に関する検討を行った．細胞外 Ca2+
キレ

ーターである EGTA の添加により TAK1 お

よび下流因子の活性化は阻害されることが

わかった（図２A）．さらに，Ca2+/calmodulin 
kinase II(CaMKII)の阻害剤 KN-62 および

KN-93 の添加も TAK1（図 2B）および下流

因子（data not shown）の活性化を阻害した．

以上の知見から，伸展刺激は細胞外からの

Ca2+流入から CaMKII の活性化を介して

TAK1 経路を活性化することが明らかとなっ

た． 

 

(3) メカニカルストレスによって活性化さ

れるTAK1経路によって制御されている骨代

謝・骨免疫関連イベントを探索するために，

刺激開始から 6時間後の遺伝子発現変動をリ

アルタイム PCR によって解析したところ，

破骨細胞形成因子のひとつであり，骨粗鬆症

増悪因子のひとつである IL-6 の mRNA の発

現レベルがTAK1を介して上昇することがわ

かった（図３A）．下流の因子についても阻害

剤を用いた検討を行ったところ，JNK は弱く，

そして p38 および NF-κB 経路によってより

強く制御されていることが明らかとなった

（図３B）．さらに、培養上清中の IL-6 タン

パクを試みたところ，刺激開始から 12 時間

後の IL-6タンパク量はTAK1に対するRNAi
により抑制されることがわかった（図３C）． 
 
リコンビナント IL-6 は可溶化型 IL-6 受容体

の存在下においてのみ MC3T3-E1 に破骨細

胞分化の必須因子であるRANKLの発現誘導

を行うことを確認している（data not 
図３ メカニカルストレスによって活性化

される TAK1 経路による IL-6 産生 
 
shown）．これらの知見から，骨芽細胞の

TAK1 経路はメカニカルストレス負荷により

活性化され，JNK・p38 および NF-κB 経路

を介した IL-6 の産生を行うことにより，破

骨細胞とのカップリングを維持する機能を

持つことが明らかとなった． 
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