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研究成果の概要（和文）：本申請は、PKR が間葉系幹細胞分化をどの様に調節するのかという経

路を解明することを目的とする。研究の結果、軟骨細胞、破骨細胞および小腸上皮細胞や胃が

んの分化誘導や細胞内シグナル伝達機構と PKR との相互関係が明らかとなった。この結果は、

生体防御以外の PKR の役割の可能性を示すものである。本研究の成果は、骨・軟骨関連疾患の

病態生理の解明や、PKR および結合分子を標的とする新規の治療法の開発にも繋がる可能性が

あると考える。 

 
研究成果の概要（英文）：An involvement of PKR in differentiation of mesenchymal stem cells 
has not been clarified yet.  Our studies revealed that PKR regulated the differentiation 
of chondrocyte and osteoclast.  The PKR expression reflected the differentiational stage 
of intestinal epithelial cells and stomach cancer cells.  These results indicated that 
PKR played an important role on the differentiation of mesenchymal stem cells.  The 
findings will contribute to better understanding of bone and cartilage associated disease 
and a discovery of therapeutic target.   
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１．研究開始当初の背景 

PKR は、ウイルス感染やインターフェロン

に応答して発現・活性化し、細胞の防御機構

やアポトーシスに関与する蛋白質リン酸化

酵素である（Williams, 1999）。我々は PKR

の触媒部位に変異を加えた PKR 不活性型骨

芽細胞株を樹立した（Morimoto et al, 2005）。

変異型骨芽細胞では ALP 活性の低下、骨関連

蛋白質の発現減少および in vitro におけ

る石灰化能の欠如等、骨芽細胞としての特性

を失っていた（Yoshida et al, 2005）。また、

軟骨幹細胞に PKR 阻害剤を添加すると、軟骨

基質形成および軟骨関連蛋白質の発現が低

下した。これらの細胞分化能の低下は転写因
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子 NF-B の活性化機序の変化および Stat1

発現の増加に起因すると考えられる。さらに、

我々は in vivo においても、胎生マウス下顎

頭予定領域の軟骨周辺に発生段階依存的に

PKR が発現する事を見出した。以上の結果は、

間葉系幹細胞の骨・軟骨分化において PKR

主体の調節機序が存在する可能性を示して

いる。 

PKR は他の分子と相互作用する事により機

能を発揮すると考えられており、いくつかの

結合分子が免疫沈降法等の生化学的手法を用

いて同定されている。しかし、こうした生化

学的方法の成否は抗体の性質や特異性に依存

する等、様々な問題を抱えている。特に、汎

用されている酵母ツーハイブリット法におい

ては、PKR が酵母の成長を著しく阻害するため、

結合蛋白質をスクリーニングする事は非常に

困難であり、PKR 結合蛋白質に関する研究は、

現状では大きく立ち遅れている。この状況を

打破するためには、生理的状態にある哺乳類

細胞において、高感度に蛋白質結合を検出で

きる方法が必要である。 

 本申請では、Bimolecular Fluorescence 

Complementation （BiFC）法を用いる事で、

この問題を解消し、PKR 結合蛋白質を同定する。 

 

２．研究の目的 

 上記のような背景より、我々は PKR に相互

作用する転写因子を同定し、軟骨形成の調節

における作用機序を明らかにする事を目的と

し、本研究計画を立案した。本申請では、研

究期間内で以下の事を解明する。 

(1) PKR 変異細胞を用いて、PKR と軟骨関連転

写因子との関係を調べ、これらの因子が軟骨

分化をどのように調節しているかを明らかに

する。 

(2) 細胞内で生じている PKR と他の蛋白質と

の相互作用を BiFC 法を用いて、調べる。 

(3) RNAi 法を用いて、PKR と結合する蛋白質

の発現を抑制し、これらの因子が軟骨分化を

どの段階でどのように調節しているかを明ら

かにする。 

 本申請の遂行により、PKR が間葉系幹細胞分

化をどの様に調節するのかという経路を解明

することが出来る。また、PKR 結合蛋白質を明

らかとする事は、骨・軟骨関連疾患のみなら

ずウイルス疾患の病態生理の解明や、PKR およ

び結合分子を標的とする新規の治療法の開発

にも繋がる可能性があると考える。 

本申請において使用する BiFC 法は生細胞

内で蛋白結合を可視化出来るライブイメージ

ング手法であることから、蛋白結合の形態学

的な局在情報を併せ持った新しいプロテイン

インタラクトームの開発にも繋がると考える。 

 

３．研究の方法 

 (1) PKR 阻害剤を用いて、PKR と軟骨分化お

よび Stat1, Sox9 との関係を調べる。 

① PKR 変異軟骨幹細胞の樹立 

間葉系幹細胞の性質を有する軟骨幹細胞株

ATDC-5細胞へPKR阻害剤(2 aminopurine)を投

与、または変異 PKR 遺伝子（PKR キナーゼドメ

インの 296 番目リジンをアルギニンへ変異）

を導入し、PKR を不活性化させる。 

② PKR 変異細胞における軟骨分化の解析 

a）軟骨基質産生の測定 

分化誘導培地でPKR阻害細胞を21日間培養

し、アルシアンブルー染色により軟骨基質産

生を野生型細胞と比較する。また経日的に試

料を採取し、PKR 阻害細胞におけるコラーゲン

2 型やアグレカンの発現を Real-time PCR, ウ

エスタンブロット法で調べ，野生型細胞と比

較する。 

b）軟骨分化関連転写因子の活性評価 

PKR 阻害細胞における Stat1 と Sox9 の発現

を Real-time PCR, ウエスタンブロット法で

調べ，野生型細胞と比較する。ルシフェラー

ゼアッセイを用いて両細胞でStat1と Sox9の

転写活性を解析する。 

(2) PKR と結合する蛋白質をスクリーニング

する。 

① 発現ベクター及び解析用細胞の樹立 

a）分割 Venus 発現ベクターの構築 

哺乳類発現ベクター（pDNA3.1）、ライブラ

リー作製用レトロウイルスベクター（pMX）に

Venus の N 末側半分（1-465 bp）と C末側半分

（466-714 bp）遺伝子を組み込み、

pDNA3.1-Venus C, pMX-Venus N を作製する。 

b）PKR-Venus C 安定発現細胞の樹立 

pDNA3.1-Venus CにヒトPKR遺伝子を組み込

み、NIH3T3 細胞に遺伝子導入し、PKR-Venus C

安定発現細胞株を樹立する。 

② スクリーニング用 cDNA ライブラリー作製 

a）cDNA ライブラリーの作製 

培養細胞株 HEK293 から、mRNA を精製する。

Superscript cDNA キットを用い、二本鎖 cDNA

を作製し、プラスミド pMX-Venus N の Bst XI

サイトへ組み込み、Venus N 付加 cDNA ライブ

ラリーを構築する。 

b）ライブラリーウイルスの作製 

プラスミドライブラリーpMX-Lib-Venus N

をパッケージング細胞（Phoenix E）へ遺伝子

導入する。48 時間後に培養上清を回収し、ラ

イブラリーを作成する。 

③ PKR 結合蛋白質スクリーニング 

PKR-Venus C 安定発現細胞へ Venus N 付加



cDNA ライブラリーウイルスを感染させる。PKR

と結合する蛋白質を発現するウイルスが細胞

に感染すると、Venus の再構成が生じ、蛍光を

発する。蛍光を示す細胞を選別、培養する。 

結合候補分子をシーケンス解析し、データベ

ース検索する事により、結合蛋白質を同定す

る。同定した分子の発現を軟骨幹細胞内で抑

制する事により、軟骨分化制御に対する影響

を調べる。 

 

４．研究成果 

Double-stranded RNA-dependent protein 

kinase（PKR）は生体防御のみならず、細胞分

化にも関与する可能性がある。本研究の目的は

PKRによる骨・軟骨形成調節について、解明す

ることであり、以下の成果を得た。 

(1) 軟骨細胞への分化能を持つ間葉系幹細胞

ATDC 細胞へ PKR 阻害剤を添加すると、軟骨基

質の産生が減少し、軟骨分化が抑制される。

この軟骨分化調節には Osterix, Sox-9 の相反

的発現が重要である事を明らかとし、PKR によ

る間葉系幹細胞の調節機序を明らかとした。

これらの結果はCell & Tissue誌に発表した。 

(2) PKR 変異破骨細胞前駆細胞を樹立した。変

異細胞は RANKL による破骨細胞分化誘導に相

違が生じることを明らかとした。また in vivo
において PKR は破骨細胞に強く発現している

ことも明らかとした。これらの結果について

は Exp Cell Res 誌に発表した。 

(3) PKR は小腸吸収上皮細胞にも発現し、さら

に IEC-6 細胞へ PKR 阻害剤を添加すると、小

腸上皮への分化が抑制された。吸収上皮細胞

に発現した PKR は二本鎖 RNA を検知し、小腸

上皮細胞にアポトーシスを誘導すること、そ

の誘導機序はカスパーゼ依存的であり、PKR

の阻害によって抑制されることを明らかとし

た。これらの結果の一部は J Cell Biochem 誌

に発表し、残りは現在論文作成中である。 

(4) PKR が胃がん組織に発現することを見い

だした。PKR の発現と細胞内局在は胃がんの種

類と関連し、PKR による分化調節が存在するこ

とが判った。この結果は学会にて発表し現在

論文を作成中である。 

(5) PKR が NFkB 経路の活性化に関与する可能

性を示すために、IkB の SUMO 化を BiFC 法を用

いて可視化する事に成功した。IkB の SUMO 化

は核内で生じ、チロシンリン酸化に依存であ

った。これらの結果は学会発表し、現在論文

作成中である。 

以上に示すように、軟骨細胞、破骨細胞お

よび小腸上皮細胞や胃がんの分化誘導や細胞

内シグナル伝達機構と PKR との相互関係を明

らかとし、PKR による間葉系幹細胞の分化調節

を解明した。 
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