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研究成果の概要（和文）：　Double-stranded RNA dependent protein kinase (PKR) が骨芽細胞の分化と破骨細胞の
形成に必須であるという我々のこれまでの成果を発展させ，骨形成と骨吸収におけるPKRの役割を細胞生物学的に解明
し，動物実験で確証した。また，PKRはOsterix, STAT1, IκB, NF-κB等の因子を調節するという観点から骨芽細胞の
分化機構を明らかにした。さらに，破骨細胞形成の観点からPKRを標的にした骨破壊制御が可能かどうかを骨粗鬆症マ
ウスやコラーゲン誘導関節炎マウスを用いて動物レベルで検討した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of PKR in osteoclast formation and bone resorption in 
vitro and in vivo. LPS induced high levels of PKR in osteoclast precursor　cells. The LPS-induced 
osteoclast differentiation was markedly suppressed in　the cells pre-treated with PKR inhibitor, C16 and 
in the cells in which gene silencing of PKR were done. Inhibition of PKR activity in the cells was 
suppressed the expression of osteoclast differentiation markers including c-fos and NFATc. Bone 
resorption activity of the LPS-induced osteoclasts was also suppressed by the C16 treatment. Inhibition 
of PKR activity suppressed the LPS-induced activation of NF-κB and MAPK in osteoclasts. Treatment of C16 
effectively prevented the LPS-induced destruction of alveolar bone in the artificial periodontitis in 
rat. Thus, the present results suggest that PKR plays a pivotal role in the LPS-induced bone loss in 
periodontitis and PKR inhibition may become an important therapeutic target for periodontitis.

研究分野：細胞生物学，組織学
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１． 研究開始当初の背景 
Double-stranded RNA dependent protein kinase 

(PKR) はウイルス感染時の免疫応答に関与す
る蛋白質リン酸化酵素として同定され，細胞

の防御機構やアポトーシスに関与する。我々

は PKR変異骨芽細胞と破骨細胞を作製し，
PKRが骨芽細胞と破骨細胞の分化に関与する
かどうか調べてきた。PKR 変異骨芽細胞では 
ALP等骨関連蛋白質の発現が減少し，石灰化
能も欠如していた。PKR変異マウス破骨前駆
細胞 (RAW264.7) は RANKLの刺激による破
骨細胞形成が阻害されていた。PKR変異骨芽
細胞では Osterixの発現が低下しているので 
PKRはOsterixを介して骨形成を制御すると考
えられる。  
 
２．研究の目的 

PKRが骨芽細胞の分化と破骨細胞の形成 
に必須であるという我々のこれまでの成果

を発展させ，骨形成と骨吸収における PKR 
の役割 を細胞生物学的に解明し，動物実験
で確証する。さらに軟骨細胞の分化に PKR
が関与するかどうかを検討する。PKR は 
Osterix, STAT1, IB, NF-B 等の因子を調節
するという観点から骨芽細胞の分化機構を

明らかにする。さらに，破骨細胞形成の観点

から PKR を標的にした骨破壊制御が可能か
どうかを遺伝子変異マウスや人工的歯周炎

ラットを用いて個体レベルで検討する。  
 
３．研究の方法 
本研究は PKRと骨芽細胞，PKRと破骨細
胞の２つの分野にわたるので，研究代表者と

それぞれを専門とする研究分担者が並行し

て研究を進めた。骨芽細胞に関しては，PKR
変異骨芽細胞 を用いて，骨形成における 
PKRの役割を STAT1とOsterix に焦点を当て，
それぞれの発現，相互関係，リン酸化・脱リ

ン酸化の有無を調べた。破骨細胞に関しては，

破骨前駆細胞膜融合分子の発現を調べ，破骨

細胞形成と前破骨細胞の融合における PKR 
の関わりを明らかにし，動物レベルで調べた。 

 
(1) PKR 変異細胞における Osterixと STAT1
の発現を Real-time PCRとウエスタンブロッ
ト法で調べ，野生型細胞と比較した。両細胞

株で Osterixと STAT1のゲルシフト解析とル
シフェラーゼ分 析を行い，PKR が Osterix  

と STAT1の転写活性を制御しているか否か，
骨形成促進因子 (活性型ビタミン D3, PTH, 
オカダ酸) 処理によりこれらの転写活性が調
節されるか否かを調べた。PKR変異細胞より
電気泳動用試料を調製後，IB, NF-Bおよび
その上流の IKKの抗体およびそれらのリン
酸化抗体を用いてそれぞれの蛋白質の発現

とリン酸化を調べ，リン酸化されるアミノ酸

部位を決定した。  
 

(2) RANKLと TNF-αで刺激すると破骨前駆
細胞は TRAP 陽性多核細胞に分化する。よっ
て，野生型および PKR変異細胞を RANKL
で刺激して， 破骨細胞膜融合関連分子 (MFR, 
CD9, CD44, DC-STAMP, ADAM8, Atp6v0d2, 
E-cadherin) の発現を解析した。また，マウス
骨髄からマクロファージを採取し，この細胞

を PKR活性阻害剤 2-aminopurine (2-AP) や
C16で前処理した後，それぞれの細胞を 
RANKLで刺激し，破骨細胞膜融合関連分子
と成熟破骨細胞マーカー (カテプシン K，カ
ルシトニン受容体，TRAP) の発現を調べた。
マウス骨髄細胞を RANKLで処理した後，
2-APを添加し象牙質切片上で培養後，象牙質
切片上の吸収窩を走査型電子顕微鏡で観察

し，吸収窩の数および面積 を測定し，機能
した破骨細胞に分化するか否かを調べた。 
 

(3) 炎症性骨破壊モデルマウスと人工的歯
周病ラットに PKR活性化阻害剤の治療効果
と予防効果について，エックス線学的・病理

組織学的解析を行った後，骨 形態計測によ
る詳細な解析を行った。また，PKR に対する 
siRNA細胞を骨破壊部位に導入し，炎症性骨
破壊部位における PKRの役割について解析
した。 
 

(4) PKRはタンパク質リン酸化酵素であるの
で，それに対してタンパク質脱リン酸化酵素

が骨芽細胞と破骨細胞の分化に関与するか，

関与するならどのような因子が関与するか，

細胞と動物個体を用いて詳細に調べた。本項

目ではタンパク質脱リン酸化酵素 PP2Aに焦
点を当て研究した。 
 
４．研究成果 
PKRが骨芽細胞の分化と破骨細胞の形成に
必須であるという我々のこれまでの成果を



発展させ，本研究で，骨形成と骨吸収におけ

る PKRの役割を細胞生物学的に解明し，動
物実験で確証した。また，PKRは Osterix, 
STAT1, IκB, NF-κB等の因子を調節するとい
う観点から骨芽細胞の分化機構を解明した。 
骨芽細胞の分化における蛋白質のリン酸化と

脱リン酸化について解析し，オカダ酸とカリ

クリン Aが PKRの活性と Osterix, STAT1, 
NF-Bの発現とリン酸化を介して骨芽細胞の
分化を誘導すること (Haneji et al, 2013)，軟骨
芽細胞の分化に関与していること (Morimoto 
et al, 2013) を証明した。また，PP2Aが
Osteocalcin と Osterixの発現を介して骨芽細
胞の分化に関与すること (Okamura et al, 
2013)，骨芽細胞における RANKLと OPG の
発現を介して破骨細胞形成に関与すること

(Okamura et al, 2013) を公表した。 
Histone demethylase Jmjd3 (Yang et al, 2013) 
とUtx (Yang et al, 2015) はRunx2とOsterixを
介して骨芽細胞の分化を制御すること，Bcl-2
とBimのアポトーシス関連分子を介して骨芽
細胞の分化を促進すること (Yang et al, 2016) 
を見出した。 

PKR活性を阻害すると TNF-α誘導破骨細
胞形成が抑制された。この結果は siRNAを導
入により，PKR特異的であることが分かった
(Shinohara et al, 2016)。また，PKR活性阻害は
In vitroで骨吸収活性を抑制し，マウス頭蓋骨
における TNF-α誘導破細胞形成と骨吸収を
抑制した (Shinohara et al, 2016)。これらの作
用は TNF-αによるNF-κBとMAPキナーゼ経
路，NFATc1と c-fosの発現，NFATc1の核移
行とカルシウムシグナル等の細胞内情報伝

達を PKRが制御することによる (Shinohara 
et al, 2016; Teramachi et al, submitted)。 
歯周病モデルラットの破骨細胞や組織に

PKRが過剰に発現していること， LPSおよ
び TNF-による破骨細胞分化に伴ってその
発現が増強されること，LPS誘導歯周炎モデ
ルラットと TNF-局所投与頭蓋冠の破骨細
胞形成と骨破壊は PKR阻害剤により抑制さ
れた。(Teramachi et al, submitted)。 
今回の実験は病的骨破壊モデルを用いて

おり，他の実験結果においても炎症局所の

PKR発現が有意に上昇していることから，歯
周病，関節リウマチなど炎症性骨破壊を伴う

疾患において，PKRが新規治療標的となりう
る可能性が考えられる。 
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