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研究成果の概要（和文）：　生体は多様なストレスを視床下部を中心とした生存脳の指令センターで受容し、免疫系や
代謝系に出力することによりホメオサーベイランスを行う。本研究では、多様なストレスの生存脳への入力経路の分子
機構を解明し、疼痛ストレスや酸化ストレスのセンシングシステムの一部を解明した。また、間葉系幹細胞からの分化
の振り分けの機序が明らかになった。さらに、力学的ストレスやドパミン等を介する生存脳から骨格、免疫系への出力
経路が解明され、ストレスに対するホメオサーベイランスのダイナミズムが明らかになった。実際、モデル動物レベル
で、生存脳からの出力系の制御を介した疾患制御への新戦略となり得る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Vital homeosurveillance is performed by receiving input signals through stress-sen
sors and by sending output signals to metabolic and immune systems. This study has been undertaken to clar
ify the dynamism in homeosurveillance by elucidating (1) the input signaling mechanisms of stress-sensing 
such as pain, mechanic and oxidative stress to vital brain centers including hypothalamus and (2) the outp
ut signaling mechanisms from brain centers to immune, inflammatory and bone metabolic systems in physiolog
ic condition and disease models. The output signals via PTH/PTHrP and synthetic neurons commit to differen
tiation of stem cells or na&iuml;ve cells to particular direction, which is involved in disease processes.
 Furthermore, results using disease models in which the dynamism in homeosuriveillance was regulated would
 bring novel strategies of disease control.
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1.研究開始当初の背景 

 生体は、外的環境に存在する各種微生物、酸化

ストレス、紫外線、化学物質、環境ホルモン、熱

ショック等の様々なストレスを受容し、同時に、

多様なストレスに対して防御し、生体機能を維持

する機構を有する。申請者らは、平成 18－21 年
度の基盤研究（A）において、生体内には、樹状
細胞や神経、ランゲルハンス細胞、骨細胞など、

細胞表面に多数の樹状突起「デンドライト」を発

現する細胞が存在すること、これらの細胞はデン

ドライトを介して多様なストレスを生体内ストレ

スセンサーとして受容することを解明し、デンド

ライトを起点とするシグナルネットワークについ

て報告してきた。さらに、脳・神経系がストレス

センサーの中心的な役割を担うこと、脳神経系か

ら免疫系や代謝系へのシグナル変換メカニズムが

存在する可能性を示してきた。しかし、ストレス

受容から生体防御に至るまでの全身的統御システ

ムについては、殆ど解明されていない。特に、（1）
視床下部、下垂体を中心とした「生存脳」におけ

るストレスに対するホメオサーベイランスの機構、

（2）「生存脳」から免疫系や代謝系へのシグナル
の移動・分散を中心としたホメオサーベイランス

のダイナミクス、（3）ダイナミクスのインバラン
スに関与する分子を標的とした免疫疾患や代謝疾

患の制御については全く解明されていなかった。 
2.研究の目的 

 本研究では、多様なストレスをセンシングし、

生存に不可欠な種々の反応を視床下部を中心とし

た生存脳の指令センターで受容する入力経路、生

存脳から免疫系や代謝系への出力経路を明らかに

し、ストレスに対するホメオサーベイランスのダ

イナミズムを解明すると共に、ダイナミクスのイ

ンバランスに関与する分子を標的とした免疫疾患

や代謝疾患の制御を目的とした。 
（１）ストレスセンシングから生存脳の指令セン

ターへの伝達および神経内分泌系などの出力系へ

の伝達のメカニズムの解明（上田陽一担当） 
 生存脳の指令センターである視床下部へストレ

ス情報がどのようにして伝達され、視床下部から

の出力系である神経内分泌系および自律神経系を

どのように制御しているかを解明することを目的

とした。①ストレスセンシング分子として TRPV1
および TRPV4 に着目し、疼痛ストレスに対する
役割を明らかにすること、②ストレスに対する視

床下部—下垂体—副腎系の賦活化におけるバゾプ
レッシンおよびオキシトシンの役割を明らかにす

ること、③病態（けいれん、慢性炎症）における

神経内分泌系および自律神経系の関与を明らかに

することを目的とした。 
（２）ストレスセンシングの分子機構とDNA損傷
に対するホメオサーベイランス機構の解明（河野

公俊担当） 
 ストレスの細胞および個体（生存脳）レベルで

の入力経路の分子メカニズムに関する研究を進め

る。酸化ストレスを誘導する抗がん剤として白金

錯体（シスプラチンやオキサリプラチン）などに

よるDNA損傷により誘導される遺伝子を対象とし
た研究と、概日リズム破たんでおこる血管・間質

新生の原因遺伝子WNT10Aに着目し、WNT10Aノ
ックアウトマウス等を用いて、概日リズムの乱れ

により誘導されるWNT10A発現の分子機構とそれ
自身の機能を解析し、細胞増殖や炎症、創傷治癒

等の過程における生理機能を明らかにすることを

目的とした。 
（３）力学的ストレス−生存脳−骨代謝調節軸に於

ける情報伝達機構の解明（中村利孝、酒井昭典担

当） 
 力学的ストレスが増加すると骨は構造的に強化

される。一方、力学的ストレスが減少すると骨量

は減少し骨質は劣化する。骨の力学的ストレスに

応答する分子メカニズムは不明な点が多く、力学

的ストレスの増減下での骨芽細胞の分化異常とそ

の調節機構を解明することを目的に研究を行った。  
（４）生存脳から骨・免疫系への出力経路の解明

（田中良哉担当） 
 生体内で最も大量に産生される神経伝達因子で

あるドパミンは、D1～D5 のサブタイプを持つ７
回膜貫通型の GPCR 型受容体を介してシグナル
を伝達する。そこで、ドパミン、その受容体 D1
様受容体刺激・阻害薬を中心にT細胞や破骨細胞，
間葉系幹細胞の分化系における出力経路を解明す

る。特に、ドパミンが Th17軸-T細胞、破骨細胞
への変位性ある出力経路を介し、モデル動物を用

いて自己免疫疾患、骨代謝疾患などの疾患誘導に

関与する機構を解明し、それらの出力経路を標的

として疾患制御への新たな戦略を構築することを

も目指す。 
 
3.研究の方法 

 （１）ストレスセンシングから生存脳の指令セ

ンターへの伝達および神経内分泌系などの出力系

への伝達のメカニズムの解明 
 ①TRPV1ノックアウトマウスおよびTRPV4ノ
ックアウトマウスと野生型マウスを用いて急性疼

痛ストレス（ホルマリンテスト）に対する生体防

御反応および視床下部室傍核における c-fos 遺伝



子発現の相違について検討した。②c-fos-mRFP1
トランスジェニックラットに拘束ストレスを負荷

し、視床下部室傍核小細胞群、下垂体前葉および

副腎皮質で赤色蛍光タンパクの発現を観察した。

③バゾプレッシン-eGFP トランスジェニックラ
ットを用いてカイニン酸誘発けいれんモデルを作

成し、視床下部における GFP 蛍光の動態を観察
した。 
（２）ストレスセンシングの分子機構と DNA 損
傷に対するホメオサーベイランス機構の解明 
 白金錯体に対する耐性細胞、モデル疾患の生体

試料、モデルマウスを用いる。遺伝子の発現変化

を RNA/タンパクレベルで、アレイ解析や免疫組
織染色、遺伝子発現操作を siRNA導入で行い、細
胞死レベルな様々な評価系で検討した。Wnt10a
ノックアウトマウスなどを用いて、これらの分子

が伝達する発生、臓器組織の形態・機能等の生体

情報を検討した。 
（３）力学的ストレス−生存脳−骨代謝調節軸に於
ける情報伝達機構の解明 
 ①力学的ストレスの増減に伴う骨芽細胞と血管

内皮細胞の連関：尾部懸垂により後肢を非荷重状

態とし、その後、尾部懸垂を止めて再荷重させた

マウスの脛骨骨髄における骨芽細胞と血管内皮細

胞の挙動について調べた。②力学的ストレス下に

おける骨芽細胞と脂肪細胞の分化の振り分け：マ

ウス四肢を荷重負荷状態とし、脛骨骨髄における

骨芽細胞と脂肪細胞の挙動を解析した。③力学的

ス ト レ ス の 増 減 に 伴 う 骨 芽 細 胞 分 化 と

PTH/PTHrP 受容体シグナル：荷重負荷マウスと
非荷重マウスを用いて、大腿骨と脛骨における骨

芽細胞分化と骨形成能を解析し、PTH/PTHrP 受
容体を介したシグナルの役割について検討した。 
（４）生存脳から骨・免疫系への出力経路の解明 
 代表的な神経伝達物質であるドパミンを媒介す

る生存脳から骨、免疫系への出力経路を解析する。

1)ドパミン、及び、D1様受容体刺激薬、阻害薬の
T細胞に於ける影響、2) D1様受容体阻害薬の RA
関節炎に対する有効性評価をおこなった。3) 健常
人末梢血より分離したCD14陽性細胞より破骨細
胞分化誘導を行い、RANKL 添加時にドパミン関
連刺激を加えた際の破骨細胞分化への影響を検討

した。 
4.研究成果 

（1）ストレスセンシングから生存脳の指令セン
ターへの伝達および神経内分泌系などの出力系へ

の伝達のメカニズムの解明（担当：上田陽一）： 
 ①TRPV1およびTRPV4ノックアウトマウスお
よび野生型マウスの足底部皮下にホルマリンを注

射して生体防御反応を観察したところ、TRPV1

および TRPV4 ノックアウトマウスには野生型マ
ウスで見られる防御行動と異なった行動が見られ

た。また、視床下部における Fosタンパクの発現
パターンも異なっており、TRPV1および TRPV4
を介する疼痛伝導路には異なった役割があること

が示唆された。②c-fos-mRFP1トランスジェニッ
クラットに拘束ストレス負荷を行い、視床下部室

傍核小細胞群、下垂体前葉および副腎皮質に c-fos
遺伝子発現を示す mRFP1蛍光を観察できた。ま
た、容量減少負荷（出血モデル）において視床下

部室傍核の大細胞群のみならず処す相棒群におい

ても GFP 蛍光が有意に増加しており、出血時の
神経内分泌系および自律神経系の活性化の一端を

明らかにした。③カイニン酸誘発けいれんモデル

において視床下部室傍核大細胞群および小細胞群、

視索上核および脳内ノルアドレナリンの起始核で

ある青斑核にGFP蛍光が発現することを見出し、
けいれん誘発時における神経内分泌系と自律神経

系の活性化の神経経路の一端を明らかにした。オ

キシトシン-mRFP1トランスジェニックラットを
用いてアジュバント関節炎を作成し、視床下部室

傍核・視索上核および脊髄における mRFP1蛍光
の増加を明らかにし、行動実験によりオキシトシ

ン受容体アンタゴニストの投与によって関節炎発

症時の疼痛鈍麻が有意に改善したことから、関節

炎発症に伴う疼痛閾値の変化にオキシトシンが関

与している可能性を見出した。 
（2）ストレスセンシングの分子機構と DNA損傷
に対するホメオサーベイランス機構の解明 
 がん細胞をシスプラチンやオキサリプラチンで

処理すると、発現誘導される遺伝子として核内キ

ナーゼで細胞周期を制御するオーロラキナーゼを

見出した。耐性のメカニズムと新しいマーカーと

なるだけでなく、細胞が生存するうえでこのキナ

ーゼ活性に依存していることも明らかになり、キ

ナーゼ阻害剤に高感受性となっていた。シスプラ

チン耐性に関与する転写因子 YB-1 の新たな機能
として、細胞増殖で必須の DNA 合成においてト
ポイソメラーゼ I(TOPOI)と分子会合すること、
そしてその酵素活性を増強することを明らかにし

た。一方、概日リズム破たんは酸化ストレスを誘

導し WNT10A を誘導する。今回、炎症の部位で
の Wnt10A の役割について急性腎炎をモデルに
解析した。Wnt10A発現の高い場合はファイブロ
ネクチンの発現増加に伴い線維化が進行し予後が

よくないことが判明した。さらに、Wnt10A依存
性の血管・間質新生が概日リズム破たんで亢進す

ることから、創傷治癒の期間短縮を予想して皮膚

の創傷モデルで実験を行い、予想通り短時間で治

癒することが確認できた。さらに WNT10A-KO



マウスの個体発生の研究を行い、個々の形態形成

から、がんの浸潤転移や創傷治癒などにおける

WNT10Aの役割を検討している。このマウスの特
徴としては、卵巣異常からホモマウスの出産率は

低く、さらに体格はWTマウスより小さく、骨形
成に障害が生じていると考えられる。また、体毛

はやや薄く、色はやや脱色していることが判明し

ている。 
（3）力学的ストレス−生存脳−骨代謝調節軸に於

ける情報伝達機構の解明 
 ①力学的ストレスの増減に伴う骨芽細胞と血管

内皮細胞の連関：非荷重後 1週で、破骨細胞面は
増加し、骨形成率は低下し、海綿骨量はベースラ

インの約 50％に減少した。海綿骨量は再荷重後 2
週で正常荷重群レベルまで回復した。非荷重状態

の全骨髄細胞あるいは培養皿に接着能力のある骨

髄細胞では、CD38 とそのリガンドである CD31
のタンパクと mRNA 発現は低下し、再荷重によ
り回復した。また、非荷重状態の全骨髄細胞では、

ALPとオステオカルシンの発現は低下し、再荷重
により回復した。培養した骨髄細胞に抗 CD31抗
体を添加すると ALP陽性 CFU-fの形成は抑制さ
れた。VEGF-A、Tie-2、BrdU陽性細胞の発現は、
非荷重群では骨端近傍の血管内皮に認められ、再

荷重群では主に骨幹端部の皮質骨内膜及び骨梁周

囲の骨芽細胞に認められた。骨芽細胞におけるこ

れらの発現変化は、ALP、オステオカルシンの発
現変化と同調していた。これらの結果から、力学

的ストレスの増減により、CD31と CD38陽性接
着細胞が連動して増減していること、VEGF-Aや
Tie-2 などの血管関連因子の発現の局在が変化し
ていることが明らかとなった。②力学的ストレス

下における骨芽細胞と脂肪細胞の分化の振り分

け：脛骨近位ニ次海綿骨の組織標本を作成し、脛

骨骨髄細胞におけるタンパクと mRNA の発現を
調べた。荷重負荷により、4 週で骨形成率と海綿
骨量は増加し、脂肪細胞数は減少した。骨梁表面

及び皮質骨内面の前骨芽細胞が、PTHR1 及びオ
ステオカルシンのタンパクを強発現した。4 日で
骨髄細胞中のmRNAは、pthr1、frp5、wnt-1の
発現が亢進した。また、runx-2、osterix、bmp-2
の発現は亢進し、一方、pparγ2、cebp/β、cebp/
δは低下した。これらの結果から、力学的ストレ

スの増加により、骨髄中の骨芽細胞分化が促進さ

れ、脂肪細胞分化が抑制されることを明らかにし

た。また、分化の振り分けに wnt 経路及び
PTH/PTHrP 受容体シグナルが関与している可能
性があることが示唆された。③力学的ストレスの

増減に伴う骨芽細胞分化とPTH/PTHrP受容体シ
グナル： PTH（1-34）をラットに投与すると椎

体と大腿骨の外骨膜性骨形成が促進されて、骨の

外径が大きくなることを明らかにしてきた。8 週
齢と 12 週齢の aldh2 遺伝子欠損マウスは、野生
型マウスと比べて、大腿骨の骨長は差がないにも

関わらず、大腿骨骨幹部の骨横断面の外径が小さ

いことを明らかにした。8 週齢のマウスを 1 週間
非荷重にすると、野生型マウスも aldh2遺伝子欠
損マウスも、大腿骨と脛骨の皮質骨における

PTH/PTHrP 受容体の mRNA 発現は同程度に有
意に低下した。しかし、1 週間荷重負荷すると、
野生型マウスでは大腿骨と脛骨の皮質骨における

PTH/PTHrP 受容体の mRNA 発現は有意に増加
するが、aldh2 遺伝子欠損マウスでは全く増加し
なかった。これらの結果から、aldh2 遺伝子欠損
マウスにおける骨横断面の外径が小さいことの理

由として、荷重負荷に対する不応性が考えられた。

力学的ストレスの増加により、外骨膜性骨形成が

促進され、骨の外径が拡大するためには、

PTH/PTHrP 受容体を介したシグナルが重要であ
ることが示された。 
（4）生存脳から骨・免疫系への出力経路の解明 
①ドパミンによる樹状細胞-Th17軸を介する生
存脳から免疫系への出力経路の解明：ヒト単球由

来樹状細胞 (DC) において、ドパミンの合成・貯
留を確認し、CD4+T細胞との相互作用下で DCが
T 細胞に向けてドパミンを放出した。メモリー
CD4+T細胞は D1から D5まですべてのドパミン
受容体を同レベルで発現するのに対して、ナイー

ブ CD4+T細胞は D1受容体の発現レベルが高く、
ドパミンはD1様受容体を介して cAMP濃度を上
昇させる。抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体で刺激す
る際に、ドパミンを添加することで IL-1βや IL-6
の産生を介して Th17 に分化偏向することも確認
し、DCによるナイーブ CD4+T細胞の抗原感作の
際に、DC から放出されるドパミンは Th17 に偏
った分化を誘導することが示唆された。また、ア

ロ MLR 誘導系において、ドパミン D1 様受容体
阻害薬が DCを介して抗 Th17アジュバント活性
を、D2様受容体阻害薬が Th17アジュバント活性
を有した。②ドパミン D2 様受容体シグナルを介
するヒト破骨細胞形成の制御 
 培養開始前 CD14 陽性細胞及び培養 10 日目ま
でのヒト破骨細胞前駆細胞は、D1～D5 ドパミン
受容体を発現していた。RANKL 刺激時のドパミ
ン添加、また、D2 様受容体作動薬の添加にて、
TRAP陽性多核細胞は減少させた。ドパミン及び
D2様受容体作動薬は、細胞内 cAMP濃度、c-Fos
の発現及び破骨細胞前駆細胞核内への移行、

NFATc1 の発現、cathepsin K の発現をいずれも
抑制し、象牙切片上の骨吸収窩面積を減少させた。



さらに、LPS刺激マウスに経口的に D2受容体作
動薬を加える事により、マウス骨髄由来破骨細胞

分化を抑制した。以上より、ドパミン受容体 D2
様受容体シグナルは細胞内cAMP濃度の低下とと
もに、c-Fos 及び NFATc1 の発現を抑制し、ヒト
破骨細胞形成を直接的に抑制した。ドパミントラ

ンスポーターノックアウトマウスでは、骨量の減

少を示すことから、ドパミン受容体シグナルが破

骨細胞形成系へ直接的に作用し、骨代謝における

重要な役割を担い、ドパミン等の交感神経系から

骨代謝を調節する生存脳からの刺激出力経路が明

らかになった。③ドパミンによる樹状細胞-Th17
軸を介する生存脳から免疫系への出力経路の制御

による疾患モデルマウスの治療効果の検討：D1
様受容体阻害薬は、多発性硬化症のモデルとされ

る実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)マウスの著
明な発症予防、発症後の治療効果、NOD マウス
で糖尿病の発症予防効果を、抗基底膜抗体誘発性

腎炎モデル、OVA惹起好中球性気道炎症モデルに
おいても同様に発症抑制効果を示した。さらに、

SCID マウスに活動性の RA 滑膜組織と軟骨を同
時に移植し、擬似的にヒトの RA滑膜炎を発症さ
せる SCID-huRAgモデルマウスでは、D1様受容
体阻害薬投与群では滑膜組織の退縮、軟骨破壊の

抑制、滑膜組織で Th17の抑制が認められた。D1
様受容体阻害薬投与群では IL-6, Th17 の産生誘
導、滑膜の顕著な造生、軟骨破壊の進展が認めら

れた。その 
後の検討と併せて、D1 様受容体阻害薬によるこ
れらの疾患モデルの制御機構としては、

IL-6-Th17 偏向の阻害、Treg 活性の上昇の 2 つ
が想定された。 
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