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研究成果の概要（和文）： 

 PKR 変異型細胞を RANKL で刺激すると TRAP 陽性の大型の多核細胞は認められなかったが，野
生型細胞と pc導入細胞においては TRAP陽性多核細胞の形成が認められた。PKR は破骨細胞の
形成に関与し，NF-κBや STAT1 の発現を介してその形成を調節していると考えられる。また，
PKR阻害軟骨細胞では軟骨基質形成が抑制され，STAT1，Osterix，Collagen II の発現様式に違
いが生じていた。よって，軟骨幹細胞から軟骨細胞への分化は PKRの活性により調節される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  A dominant-negative mutant PKR cDNA, in which the amino acid lysine at 296 was replaced with 
arginine, was transfected into RAW264.7 cells.  RANKL stimulated the TRAP-positive multinuclear 
cell formation in RAW264.7 cells.  However, TRAP-positive multinuclear cells were not formed in the 
PKR-K/R mutant cells even when the cells were stimulated with higher doses of RANKL.  A specific 
inhibitor of PKR, 2-aminopurine, also suppressed the RANKL-induced osteoclast differentiation in 
RAW264.7 cells.  Immunohistochemical study shows that PKR localized in osteoclasts of metatarsal 
bone of newborn mouse.  
  ATDC-5 cells differentiated into chondrocytes by the insulin-treatment and the cells produced Alcian 
blue-positive cartilage matrix.  When the cells were treated with 2-aminopurine, formation of cartilage 
matrix decreased in a dose dependent manner.  Protein expression of STAT1, Osterix, and Sox-9 
showed different manners during chondrogenesis.  We also showed that PKR localized in a marginal 
region of mandibular condyle cartilage in mouse embryo. 
  Our findings suggest that PKR plays important roles in the differentiation of osteoclasts and 
chondrocytes by modulating STAT1, OSX, and Sox-9 expressions. 
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１． 研究開始当初の背景 

 PKR はインターフェロンや２本鎖 RNA 等

により活性化され，細胞の防御機構に関与す

る蛋白質リン酸化酵素である。PKRは自己リ

ン酸化により活性化し，転写調節因子 eIF-2 

をリン酸化してシグナルを伝達する。我々は，

PKRの触媒部位の 296 番目に位置するリジン

をアルギニンに変異した cDNA を作製し，ヒ

トおよびマウス骨芽細胞に導入して PKR不活

性型骨芽細胞株を樹立した。変異型マウス骨

芽細胞では PKR 自己リン酸化能の欠如，ALP

活性の低下，骨関連蛋白質発現の減少および 

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。また，この細

胞株では骨形成のマスター遺伝子である

Osterix の発現が低下し，逆に Stat1 の発現

が増加していた。よって我々は，PKRは

Osterix と Stat1の活性を介して骨形成を制

御すると考えた。 

 

２．研究の目的 

PKR (double-stranded RNA-dependent 

protein kinase) が Stat1, Osterix, NF-B

等の転写因子を調節するという新たな発想

から骨形成機構を解明する。また，カルシニ

ューリンと Osterix の結合を調べ，Osterix

のリン酸化・脱リン酸化と骨形成の関係を明

らかにする。具体的には，以下の４項目に焦

点を当てた。 

 

1.PKR 変異細胞を用いて，PKRと Stat1 の関

係および PKRと Osterix との関係を調べ，こ

れらの因子が骨形成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。 

 

2.PKR 変異細胞をオカダ酸で処理し，PKR, 

Osterix およびその下流の IB と NF-B のリ

ン酸化とその生理活性を調べ，オカダ酸/PKR

の骨形成制御機構を明らかにする。 

 

3.Osterix 分子内のカルシニューリン合部

位とリン酸化部位を決定し，Osterix のリン

酸化と脱リン酸化に関与する酵素を同定す

る。 

 

4.カルシニューリン結合部位を変異させた

Osterix を発現する骨芽細胞株を樹立し，骨

形成におけるカルシニューリンと Osterix 

の役割を解明する。 

 

３． 研究の方法 

骨代謝調節における PKR, Stat1, Osterix, 

カルシニューリンの機能を細胞生物学的に

調べる。また，カルシニューリンと Osterix

の結合と相互作用を調べ，Osterix のリン酸

化・脱リン酸化と骨芽細胞の分化と石灰化の

関係を分子細胞生物学的調べる。 

 

(1) PKR変異細胞における Stat1と Osterix

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。両細胞

株で Stat1と Osterix のゲルシフト分析と

ルシフェラーゼ分析を行い，PKRが Stat1と

Osterix の転写活性を制御しているか否か，

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る。さらに，Stat1に

RNAiを行い，Osterix 発現の変化を調べる。

骨芽細胞の分化の各段階でこれらの実験を

行い，PKRが骨形成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。野生型細胞

と PKR変異細胞をオカダ酸で 25 日間培養後 

von Kossa 染色により両細胞の石灰化能を判

定する。 

(2)  我々が樹立した PKR 変異ヒト骨芽細胞

をオカダ酸で処理し，Osterix とその下流の

NF-B のリン酸化と転写活性を調べ，それぞ

れのリン酸化部位を決定する。オカダ酸で処

理した PKR変異細胞より蛋白質溶液を調製後，

PKR, Osterix, IB, NF-B 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する。我々はこの方法

を用いオカダ酸による IBと NF-B のリン

酸化部位の一部を決定した。オカダ酸以外の

蛋白質脱リン酸化酵素阻害剤（カリクリン A，

ミクロシスチン）で同様の実験を行ない，蛋

白質のリン酸化とリン酸化部位に差がある

か否かを検討する。オカダ酸は NF-B の 536

番目のセリンをリン酸化し，NF-B の転写活

性を促進するので，GFP-NF-B 遺伝子の 536

番目のセリン (TCC) をアラニン (GCC) に

変異させたプラスミドを作製し，MG63 細胞に

導入して安定発現系の細胞株を樹立する。 



 

 

 

変異型 PKR遺伝子とリン酸化部位変異 IB 

(Y42F, S32A, S36A) 遺伝子を GST 融合ベク

ターに組み込み，リコンビナント蛋白質を得

る。リコンビナント IB と野生型および PKR

変異型細胞から抽出した蛋白溶液を

[γ32P]-ATP存在下で反応させ in vitro リン

酸化を行なう。さらにリコンビナント IB と

リコンビナント PKRおよび変異型 PKRも同様

に反応させ，in vitro リン酸化を行ない，IB

のセリンおよびチロシンリン酸化部位と PKR

の関係を調べる。 

 
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。さら

に，Osterix は PP2Bにより脱リン酸化される

ことが分っているので，Osterix と PP2B との

結合部位を確定し，PKR と PP2Bによる

Osterix のリン酸化状態と骨形成の関係を明

らかにした。 

 我々は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を明らかにし

た (Okamura et al, 2011)。PKR はインター

フェロンや２本鎖 RNA により活性化され，細

胞の防御機構に関与する蛋白質リン酸化酵

素である。我々は，PKR の触媒部位の 296 番

目に位置するリジンをアルギニンに変異し

た cDNAを作製し，マウス骨芽細胞 

(MC3T3-E1) とマウス破骨前駆細胞 

(RAW264.7) に導入して PKR 不活性型細胞 

(PKR-K/R) を樹立した。PKR 変異骨芽細胞で

は ALP等骨関連蛋白質の発現が減少し in 

vitro における石灰化能も欠如し，骨芽細胞

としての特性を失っていた (Yoshida et al, 

2009)。下図に PKR 変異細胞の von Kossa 染

色像と RANKLの刺激による PKR変異破骨前駆

細胞の破骨細胞形成が阻害像を示す

(Teramachi et al, 2010)。 

 

 

 PKR 変異骨芽細胞では Osterix の発現が低

下しているので (Yoshida et al, 2009)，PKR

は Osterixを介して骨形成を制御すると考え

られる。我々は，免疫沈降法によりマウス骨

芽細胞から Osterixと結合する蛋白質を得た。

MALDI-TOF-MS質量分析を用いて，複数の

Osterix 結合分子の中に PP2B（カルシニュー

リン）を同定した (Okamura et al, 2009)。

Osterix は２本のバンドとして検出され，-

ホスファターゼ処理により，上方にシフトし

たバンドが消失することから，Osterix は細

胞内でリン酸化を受けていると考えられる。 
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