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研究成果の概要（和文）：NF-κBの非古典的経路による骨芽細胞分化と破骨細胞分化の分子機構を明らかにした。aly/
alyマウス由来の骨芽細胞をBMP2で処理するとALP活性の上昇とSmad1のリン酸化の亢進が認められた。aly/alyマウスの
背部筋膜下にBMP2を移植すると骨密度の充実した骨が形成された。
aly/alyマウス由来の骨髄細胞にRelBを過剰発現させると破骨細胞形成の抑制が解除された。RelBの過剰発現でCotの発
現が誘導され、さらにCotの発現を抑制すると破骨細胞形成の抑制の解除が見られなくなった。以上の結果より、NF-κ
Bの非古典的経路は骨芽細胞分化を負に制御し、破骨細胞分化を亢進すること考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated the molecular mechanisms triggered by the alternative NF-kB pathwa
y in the regulation of osteoblast and osteoclast differentiation. Osteoblastic differentiation induced by 
BMP2, as shown by alkaline phosphatase activity. Smad1 phosphorylation was also enhanced in primary osteob
lasts from aly/aly mice. The ectopic bone formation in vivo that was induced by BMP2 was enhanced in aly/a
ly mice compared with controls. On the other hand, the overexpression of RelB in aly/aly bone marrow cells
 rescues RANKL-induced osteoclastogenesis by inducing p100 processing. Cot, an MAP3K, was up-regulated by 
RelB overexpression and knocking down of Cot expression significantly reduced the RANKL-induced osteoclast
ogenesis induced by RelB overexpression. Thus, the alternative the NF-kB pathway via the processing of p52
 from p100 negatively regulates osteoblastic differentiation by modifying BMP activity and positively regu
lates RANKL-induced osteoclastogenesis.
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１．研究開始当初の背景 

骨吸収と骨形成の過程からなる骨リモデリン
グは、破骨細胞と骨芽細胞の細胞間コミュニケ
ーションにより制御されていると考えられる。特に
破骨細胞による骨吸収部位には、骨芽細胞によ
る骨形成（カップリング）を促す機構が存在し、骨
吸収と骨形成の動的な平衡状態を保つことで、
骨の形や量が維持される。閉経後の高齢女性に
見られるエストロゲン欠乏性骨粗鬆症では、骨吸
収の亢進と共に代償性の骨形成の亢進が認め
られる。また、治療薬として骨吸収抑制作用のあ
るエストロゲン製剤やビスフォスフォネート製剤を
投与すると、骨吸収が抑制されると共に骨形成も
抑制される。一方、老人性骨粗鬆症の場合には、
骨吸収も骨形成も亢進していない低代謝回転型
で、治療薬として骨形成促進効果のある薬剤の
開発が期待されている。しかし、骨粗鬆症に対し
て骨折防止効果が明確に証明されたビスフォス
フォネート製剤は、歯科治療を契機とした顎骨壊
死を引き起こす可能性が報告されており、新た
な骨粗鬆治療薬の開発が急務である。 

転写因子NF-κBは、５つのサブユニット（p50, 
p65, cRel, p52およびRelB）のホモまたはヘテロ
ダイマーで、炎症の発症や維持、免疫応答など
の様々な生命現象を調節する。NF-κBの活性化
には、IL-1やTNFなどの炎症性サイトカインに
よるIκBの分解を伴うp50/p65を介した古典的経
路と、CD40やリンホトキシンなどのリンパ器官の
形 成 に 関 わ る サ イ ト カ イ ン に よ る NIK
（NF-κB-inducing kinase）依存的なp100のプロ
セシングによるp52/RelBを介した非古典的経路
が存在する。1997年に２つの研究グループが
p50とp52サブユニットの２重欠損マウスは破骨細
胞の存在しない大理石骨病を呈することを報告
し、NF-κBが破骨細胞形成に必須であることが
判明した。 

我々はこれまでに、非古典的経路のNIKに機
能喪失型変異を有するaly/alyマウスでは、p100
の分解が起こらず、破骨細胞数の減少による骨
吸収の低下と、骨形成の亢進による骨量増加が
認められた。一方、非古典的経路のp100のC末
が欠失し構成的にp52が存在するΔp100欠損マ
ウスは、非古典的経路が構成的に活性化されて
おり、骨吸収の亢進と骨形成の抑制による骨量
減少が認められた。 

これらの結果は、NF-Bの非古典的経路が
骨形成と骨吸収に重要なだけでなく、NF-Bの
非古典的経路を標的とすることで、骨カップリン
グに非依存的に骨吸収を抑制しつつ、骨形成を
促進し、骨量を増加させる理想的な治療法の開
発が可能であることを示唆することから、本研究
を立案した。 

 

２．研究の目的 
転写因子 NF-B は、破骨細胞による骨組織

の吸収と骨芽細胞による骨形成の両過程に重
要な働きをしている。本研究では、２系統ある
NF-B のシグナル伝達系のうち、特に非古典的
経路による骨代謝制御機構の分子基盤を解明
し、骨再生への応用を目指す。具体的には以下
の３点を達成目標とする。 
⑴ 骨芽細胞分化と骨形成における非古典的

NF-B 経路の役割の解明。 
⑵ 破骨細胞分化を制御する非古典的 NF-B

経路に関与する分子の探索。 
⑶ NF-B を標的として、骨吸収を抑制しながら

骨形成を促すような新しい生理活性物質の
開発。 

 
３．研究の方法 

転写因子 NF-B の非古典的経路による骨吸
収と骨形成の制御機構の分子基盤を解明し、そ
の基盤に基づく新しい骨量増加法の確立を目
指す。まず NF-B の非古典的経路に関わる分
子（RelB, NF-B2, ΔP100） の各遺伝子改変
マウスを用いて、特にこれまでほとんど明らかに
されていない骨形成、骨吸収に重要な分子を同
定する。さらに各遺伝子改変マウスを用いた
BMP による異所性骨形成の解析と破骨細胞分
化の新たな分子メカニズムについて検討する。 
【骨芽細胞分化に関する研究】 
⑴ RelB, NF-B2, ΔP100 欠損マウスの骨形態
計測：軟X線およびCT写真撮影、骨密度測定
および骨形態計測をおこなう。 
⑵ BMP２刺激による骨芽細胞の分化誘導：各
マウス由来の初代骨芽細胞を BMP2（または
BMP4）存在下で培養し、72 時間後に ALP 活性
の測定と染色をおこなう。また骨芽細胞の分化
マーカーの発現をリアルタイム PCR で検討する。
さらに BMP シグナル伝達分子 Smad1/5/8 のリ
ン酸化、転写活性について比較検討する。 
⑶ BMP 含有コラーゲンペレットの移植による異
所性骨形成の検討：各遺伝子改変マウスに
BMP2(２ g)含有コラーゲンペレットを移植し、２
週間後、３週間後にカルセインを腹腔投与し、４
週間後に誘導された骨を摘出する。  
① 肉眼的解析：形成された骨の軟 X 線および
CT を撮影し、さらに pQCT で骨密度を測定す
る。 
② 組織学的解析：骨形成のマーカーである
von Kossa 染色および破骨細胞のマーカーであ
る TRAP 染色を行なう。また蛍光顕微鏡でカル
セインラベルを観察し、骨形成速度を比較する。 
③ 生化学的解析：形成された骨から脱灰液を
調製し、Ca/P比を測定する。骨から全 RNA を調
製し、骨芽細胞分化マーカーの発現を検討す



る。 
【破骨細胞分化に関する研究】 
⑴ RANKL 刺激による破骨細胞の分化誘導：各
マウス由来の骨髄細胞を RANKL 存在下で培養
し、6 日後に酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ
（TRAP）染色をおこなう。また破骨細胞の分化マ
ーカーの発現をリアルタイム PCR で検討する。
⑵ RelB 過剰発現による破骨細胞分化誘導：
aly/alyマウス由来骨髄細胞に RelB を過剰発現
させ、RANKL 刺激による破骨細胞形成の抑制
が解除できるか検討する。さらに RelB 依存的に
発現が誘導される分子を選別し、破骨細胞分化
に関わる分子を同定する。 
⑶ RANK 下流シグナルの検討：各マウス由来の
破骨細胞前駆細胞を RANKL で刺激し、経時的
に IKKのリン酸化、p100 のプロセシングについ
て各抗体を用いたウェスタンブロットで検討す
る。
 
４．研究成果 

野生型および aly/aly マウス由来の骨芽細
胞をBMP2で処理すると野生型マウス由来骨
芽細胞と比較して、aly/alyマウス由来の骨芽
細胞ではアルカリホスファターゼ（ALP）活
性の上昇、骨芽細胞の分化マーカーである
Id1, Osterixおよび Runx2 の発現上昇、さらに
Smad1/5/8 のリン酸化の亢進が認められた。
野生型および aly/aly マウスの背部筋膜下に
BMP2 を移植すると野生型マウスと比較して、
aly/alyマウスでは、骨密度の充実した大きな
異所性骨が形成された。そこで p100 から p52
へのプロセシングが起きない p100 の変異体
p100ΔGRR を NF-κB2 欠損マウス由来の骨芽
細胞に過剰発現させると ALP 活性の上昇と
Smad1/5/8 のリン酸化の亢進が認められたが、
p52 を過剰発現させるとこれらの作用は現弱
した。 

一方、RelB を aly/alyマウス由来の骨髄細
胞に過剰発現させて、RANKL で刺激すると
p100 から p52 へのプロセシングが起こり、破
骨細胞形成の抑制は解除された。RelB の過剰
発現で Cot の発現が誘導され、さらに Cot の
発現をノックダウンすると RelB の過剰発現
による破骨細胞形成の抑制の解除が見られ
なくなった。RelB によって誘導された Cot
は IKKの 23番目のトレオニンをリン酸化す
ることで活性化され p100 のプロセシングを
引き起こすことで破骨細胞形成を誘導した。 
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