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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞が分化過程で発現するオステオポンチン(OPN)は、サイトカイン様の働きで
慢性骨炎症性疾患の病態に関わる。骨芽細胞をJNK阻害下に分化誘導すると、OPNを高発現するが、後期分化マー
カーであるオステオカルシン（OCN）の発現や基質石灰化能の低い分化骨芽細胞が出現した。また、JNK特異的フ
ォスファターゼ欠損マウスでは、血清中OPN量は有意に低かった。さらにJNK活性抑制によって出現するOPN型骨
芽細胞分化の制御因子として、Id4を同定した。骨芽細胞分化にはOCN型とOPN型の2つの分化様式が存在し、これ
は初期のJNK活性によって制御されるId4の発現量の増減で調節されている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Osteopontin (OPN) is osteogenic marker protein which have regulatory effects
 on inflammatory diseases and bone metabolic disorders. Inhibition of JNK significantly inhibited 
osteogenic differentiation characterized by matrix mineralization and the gene expression of 
osteocalcin (OCN), whereas it increased OPN expression, indicating two types of osteogenic 
differentiation: OCN secretion type and OPN secretion type. The appearance of OPN type was decreased
 in DUSP16, a JNK specific phosphatase, knockout mouse. Gene expression analysis using DNA 
microarray revealed that OPN type osteoblasts specifically express secretory proteins and some 
surface markers. Moreover, inhibitor of differentiation 4 (Id4) suppressed the inhibitory effect of 
Hey1 on OPN promoter activity and regulated the induction of OPN type osteoblasts. Our findings 
suggested that JNK signaling regulates multifunctional differentiation of OPN and OCN type 
osteoblasts.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 

間葉系幹細胞から分化する骨芽細胞は、I 型

コラーゲン、アルカリフォスファターゼ

（ALP）、オステオカルシン（OCN）などを

分泌し、石灰化を伴う豊富な骨基質を形成し

ながら骨細胞へ分化する。一方、オステオポ

ンチン（OPN）は骨芽細胞分化中期に発現さ

れるリン酸化糖蛋白だが、発現は一過性で、

分化後期には殆ど認められなくなる。また、

OPN ノックアウトマウスで骨格の異常が認

められない事から、骨芽細胞における OPN

発現は骨基質形成には必須でないと考えら

れている。 

OPN は RGD 配列を有し、細胞表面のインテ

グリンを介して炎症性細胞等の遊走・接着を

誘導する。近年、RA や歯周病などの慢性骨

炎症性疾患の病巣部に OPN が高レベルで存

在し、病態の進行に深く関わっていることが

多数報告されている。よって、骨芽細胞由来

の OPN 発現量を制御することで、慢性骨疾

患の病勢をコントロールできることが推定

されるが、骨芽細胞分化における OPN 分泌

能の制御機構についての詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 
我々は以前、JNK 特異的なフォスファターゼ

（DUSP16）のトランスジェニックマウス等

の解析結果より、CD4 陽性ヘルパーT 細胞

（Th）内の JNK 活性が Th1/Th2 分化調節の

鍵因子となることを報告した（J Biol Chem, 

2011）。本研究の目的は、骨芽細胞における

Th 様の多様性の分化を仮説として提唱し、

分化条件の違いによって、OPN を多量に分

泌するタイプの分化骨芽細胞が出現する可

能性を検討することである。 

予備的実験結果において、骨芽細胞分化誘導

時の JNK 活性を抑制すると、石灰化基質形

成が阻害され、OCNの発現が抑制されるが、

逆に OPN の発現が著しく上昇した骨芽細胞

が出現した。この結果に基づき、骨芽細胞に

は石灰化誘導型の一般的分化形式(OCN 型)

と OPN を多量発現する分化形式(OPN 型)が

存在し、分化誘導条件の違いで分化形式の方

向が変化することを実証し、その分子機構を

明らかにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）骨芽細胞の分化様式における JNK シ

グナルの役割を解析する目的で、C57BL/6 マ

ウス由来骨芽細胞及びマウス骨芽細胞株

MC3T3-E1 を 、 特 異 的 JNK 阻 害 剤

（SP600125）存在下もしくは非存在下に、

アスコルビン酸、BMP2、FGF2 による各種分化

誘導をかけ、骨芽細胞分化マーカーの発現レ

ベルの変動をリアルタイム PCR 法で、基質石

灰化をアリザリンレッドS染色法にて解析し

た。 

（２）我々が作成した JNK の内因性抑制制

御分子である JNK 特異的フォスファターゼ

DUSP16 の遺伝的欠損マウスの胎仔頭頂骨

から骨芽細胞を単離し、骨芽細胞分化誘導時

の遺伝子発現パターン、生体の血清中 OPN

濃度を解析し、野生型マウスと比較した。 

（3）未分化骨芽細胞、通常条件での分化骨

芽細胞、SP600125 存在下で分化誘導した骨

芽細胞の 3種類の細胞における遺伝子発現パ

ターンをマイクロアレイで網羅的に比較解

析した。また、マイクロアレイによる網羅的

解析で OPN 分泌型への分化制御因子として

同定した inhibitor of differentiation 4 (Id4)

を未分化骨芽細胞に強制発現させ、骨芽細胞

分化に対する影響を解析した。 

（４）実際の生体内骨組織中の多様性分化の

存在を実証するため、野生型C57BL/6マウス

から複数部位の骨組織(頭蓋骨、脊椎、四肢骨) 

を単離し、OPN と OCN のタンパクおよび

mRNA 発現レベルを定量的に解析・比較した。 

（５）間葉系幹細胞からの骨芽細胞/脂肪細胞

分化のスイッチングにおける遺伝子発現パ

ターンの変化を解析し、スイッチング制御に

おける JNK シグナルの役割を検討した。 



（６）メカニカルストレスが骨芽細胞に与え

る影響を解析する目的で、C57BL/6 マウス由

来骨芽細胞に圧刺激を与え、誘導される遺伝

子発現パターンの変化を解析した。また、低

出力超音波（LIPUS）によるメカニカルスト

レス刺激が間葉系幹細胞の多分化能の維持

とその後の骨芽細胞への分化誘導に与える

影響を解析した。 

（７）骨芽細胞が分化過程で分泌する OPN

蛋白が骨芽細胞自体のストレス反応性に与

える影響を解析し、その分子機構を解明した。 

（８）軟骨細胞分化におけるシグナル伝達機

構において、細胞の飢餓センサーとして知ら

れる AMPK キナーゼの役割を中心に解析し

た。 

 
４．研究成果 

（１）マウス頭頂骨由来骨芽細胞（初代培養

細胞）及びマウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 の

両方において、アスコルビン酸、BMP2、

FGF2 の各種分化誘導因子の差異に関わらず、

JNK阻害剤下に分化誘導をかけるとOCNを

発現せず OPN を高発現する細胞が出現した

（図１）。また JNK 阻害剤の投与時期を変え

た実験によって、OPN 型と OCN 型の分化方

向の変化には、骨分化のごく初期の JNK 活

性が重要であることが示された。 

 
         図１ 

 

（２）JNK 活性が構成的に野生型マウスに比

べて高い JNK 特異的フォスファターゼ

DUSP16 欠損マウスでは、OPN 型骨芽細胞

の出現率が減少し、また、血清中 OPN 量は

有意に低かった。これより、OPN 型骨芽細

胞分化の存在が実際の生体内でも示唆され

ると同時に、その制御に JNK 活性が重要で

あることが示された。 

 

（３）未分化骨芽細胞、OCN 型、OPN 型分

化骨芽細胞における発現遺伝子の網羅解析

の結果、OPN 型に特徴的な分泌タンパク質

群と、特異的表面発現分子群を見出した。更

に OPN 分泌型への分化制御因子として、Id4

を同定した。Id4 を強制発現させると OPN

分泌型の出現比は増加、逆に Id4-shRNA の

導入は JNK 活性阻害によって誘導される

OPN 型の出現を抑制した。よって、OCN 型

と OPN 型の骨芽細胞分化様式は、分化初期

の JNK 活性によって制御される Id4 の発現

量の増減で調節されている可能性がある（図

２、３）。 

 

        図２ 

 

 

 
         図３ 



（４）野生型C57BL/6マウスから複数部位の

骨組織におけるOPNとOCNのタンパクおよ

びmRNA発現レベルを定量的に解析したとこ

ろ、部位によってOPN/OCNの発現量比に偏

りがあることを見いだした。これは実際の生

体内で、骨芽細胞分化様式の違いが部位特異

的に起こっていることを示唆する貴重な所見

と考えられた（図３）。（（１）～（４）の

所見については現在論文投稿準備中） 

（５）低出力超音波によるメカニカルストレ

ス刺激が、多能性幹細胞特異的に発現する

Nanog遺伝子の発現を誘導することで間葉系

幹細胞の多分化能の維持に有効であることを

示した。その後の骨芽細胞方向の分化誘導に

有効に働くことを示した。また、間葉系幹細

胞におけるJNKの構成的活性が、脂肪細胞分

化に関わる転写因子であるc/EBP deltaの発

現を介して、間葉系幹細胞から骨芽細胞/脂肪

細胞への分化方向の調節に重要な役割を果た

すことを示した。（論文投稿ずみ） 

間葉系幹細胞からの骨芽細胞／脂肪細胞の分

化方向の調節にケモカインの1種である

CXCL3が重要な働きを持つことを、siRNAを

用いた遺伝子ノックダウン実験などによって

示した（図４）。CXCL3がオートクライン様

式にて、間葉系幹細胞から脂肪細胞への分化

に促進的に働くことが示唆された。（J. Lipid 

Res誌に発表ずみ、2016） 

        図４ 

 

（６）マウス初代培養骨芽細胞が圧刺激依存

性にケモカインを発現する分子機構について

解析し、ケモカイン発現能が骨芽細胞からの

IL-1の恒常的発現を必要とすること、またそ

れが自然免疫系シグナル経路であるMyD88

分子依存性であることを示した。（Bone誌に

発表ずみ、2015） 

（７）軟骨細胞分化において、AMPK活性が

分化抑制的に働くことを見いだし、それに関

わる転写因子を同定した。（Bone誌に発表ず

み、2015） 

（８）骨芽細胞が分化過程で分泌するOPN蛋

白が骨芽細胞の反応性を抑制すること。また、

その分子機構を解析し、OPNによる

LMW-PTP(Low Molecular weight protein 

tyrosine phosphatase)の発現誘導、および、

それによるFocal Adhesion Kinase (FAK)の

脱リン酸化が重要であることを示した。（Mol. 

Biol. Cell.誌に発表ずみ、2017） 
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