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研究成果の概要（和文）：活性酸素種が破骨細胞分化に関与すること、ASK1 が活性酸素種によ

り活性されることが報告されているが、破骨細胞分化における ASK1 の役割は未だ不明である。

そこで、本研究で破骨細胞分化における ASK1 の役割を検討したところ、活性酸素種による破骨

細胞分化に ASK1 が関与することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：It has been reported that reactive oxygen species is important 
for osteoclastogenesis and activation of apoptosis signal regulating kinase 1 (ASK1). 
However, the role of ASK1 on osteoclastogenesis is still unknown. We investigated wheather 
ASK1 is involved in osteoclastogenesis and found that ASK1 involved in reactive oxygen 
spiecies-inducitive osteoclast activation. 
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１．研究開始当初の背景 

活性酸素種 (Reactive oxygen species: 

ROS）は老化、炎症などにより増加すること

が知られており近年、骨粗鬆症にも関与する

こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Journal of 
Biological Chemistry 282 (2007) 27285 
-27297）。私たちのグループはこれまでに宇

宙放射線が宇宙飛行士の骨量を減少させる

可能性があることを報告した(Radiation 
Research.2009 Mar; 171 (3):283-9.)。この

研究では宇宙飛行士が 1日に受けうる放射線

量で、10 日以内に 45％もの骨量減少が起こ

るこり、そしてこの骨量の減少が、ROS によ

る破骨細胞の活性化であることを示した (J 
Appl Physiol. 2010 Jan;108(1):152-61)。 

ASK1(Apoptosisi signal regulating 

kinase 1)は ROS により活性化しアポトーシ

スシグナルを誘導する MAPKKK (mitogen- 

activated protein kinase kinase kinase)

であるが、近年生体体防御機構を活性化させ

るシグナル分子としても注目を浴びている

(Matsuzawa, et al. Nature Immunology, 
2005)。 また交感神経β受容体作動薬がROS

を介して破骨細胞を活性化することをこれ

までに報告している( 2009 年骨代謝学会) 。  

これらの結果は放射線、交感神経活性化シ
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グナルによる破骨細胞分化の共通のメカニ

ズムとして、ASK1 シグナルが関与している可

能性が考えられる。 

 
２．研究の目的 
交感神経活性化シグナルによる破骨細胞分

化に ASK1 が関与するか否か検討を行うこと
を目的とした。 
 

３．研究の方法 
細胞培養:野生型マウスおよび ASK1 欠損マウ
スの骨髄細胞を 6cm dish に捲き、12 時間後
に浮遊しているものを造血系幹細胞として
破骨細胞形成実験に用いた。破骨細胞前駆細
胞を macrophage colony stimulating factor
存在下で 12well のプレートに野生型および
ASK1 欠 損 マ ウ ス 由 来 の 骨 髄 細 胞 を
1.0x106cells/cm2 で撒き過酸化水素もしく
は、β作動薬イソプレナリンを加え 4日間培
養を行い、破骨細胞数の計測を行った。 

 

動物：野生型マウスおよび ASK1 欠損マウス

にβ作動薬(5 μg/g of body weight/day)を

腹腔内投与し実験開始後 2 週間後に大腿骨、

脛骨を採取し形態学的、組織学的解析を行っ

た。 

 
４．研究成果 

（１）in vitro 実験の結果 

はじめに破骨細胞に Apoptosis signal 

regulation kinase 1(ASK1)が存在するか否

か検討を行った。酒石酸耐性酸ホスファタ

ーゼ（ＴＲＡＰ)陽性の成熟破骨細胞(A)に

ASK1 が確認された(BC)。 

次に活性酸素種による破骨細胞分化に

Apoptosis signal regulation kinase 

1(ASK1)が関与するか否か検討した。野生型

マウスおよびASK1欠損マウス由来の破骨細

胞前駆細胞を過酸化水素(0μM～100μM)、

イソプレナリン (0μM～100μM)を加え 4 日

間培養を行い、破骨細胞数の計測を行った。

結果はASK1と野生型との間に有意な変化が

確認された。また、過酸化水素(0μM～100

μM)、イソプレナリン (0μM～100μM)に

よりASK1が活性化型になることがWestern 

blot により確認された。以上の結果から活性

酸素種やイソプレナリンによる破骨細胞誘

導に ASK1 が関与することが示された。 
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（２）in vivo 実験の結果 

次に、野生型マウスおよび ASK1 欠損マウス

にβ作動薬イソプレナリン(5μg/g body 

weight/day i.p)を 10 日間投与し、組織学的、

形態学的に解析を行った。Ｄは大腿骨遠位端

の脱灰切片である。破骨細胞はＴＲＡＰ染色

に手赤く染色された。野生型マウスではイソ

プレナリン投与により、破骨細胞数は増加し

たが、ＡＳＫ欠損型マウスでは野生型でみら

れたような増加は観察されなかった。 



 

 

D.破骨細胞はTRAP 染色により赤く染色され
た。 
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Ｅ．大腿骨遠位端μＣＴ画像          
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Ｅは大腿骨遠位端のＣＴ画像であるが、野

生型ではβ作動薬の投与により見られた骨量

の減少が、やはりＡＳＫ１欠損動物では観察

されなかった。 

以上の結果から活性酸素種による破骨細胞

分化にASK1が関与することが示唆された。本

研究の発展によりからASK1を標的とした骨粗

鬆症の新規治療法の確立へ発展することが期

待される。 
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