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研究成果の概要（和文）：力学的ストレスとは、生体内の細胞や組織に負荷される物理的、機械的刺激の総称
で、筋骨格系はその影響を受ける代表的器官である。この刺激の増減は筋骨格系の恒常性と連関しており、我々
はこれまでに力学的ストレスは間葉系幹細胞の分化方向を制御できることを明らかにした。本研究はこの成果を
応用し、力学的ストレスを筋骨格系細胞の維持再生に応用するための分子基盤の解明を目指した。その結果、骨
芽細胞は分化の段階によって力学的ストレスに対する生理応答性が変化していることが分かった。また間葉系幹
細胞の骨脂肪分化の初期に関わる新規分子を同定し、その活性化を力学的ストレスによって制御できる可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mechanical stress is physical stimulation that applies to cells and tissues 
in our body. Musculoskeletal system system is one of the representative organ which are usually 
affected by mechanical stress. Previously, we showed that mechanical stress can regulate the 
multi-differentiation of mesenchymal stem cells. The goal of this study is to establish the 
molecular-based therapy to induce the maintenance and regeneration of musculoskeletal system by 
mechanical stress application. We found that physiological response to mechanical stress in 
osteoblasts is clearly changed in the stage of osteogenenic differentiation. We also found the novel
 signaling molecule to control the initial stage of mesenchymal stem cell differentiation into 
osteoblasts and adipocytes.

研究分野： 分子生物学、口腔生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cell: 
MSC)分化マスター転写因子とその転写活性 
MSC は骨芽細胞、軟骨芽細胞、筋芽細胞、

脂肪前駆細胞へと分化する多能性の幹細胞
である。MSC の未分化性と各細胞への分化は、
それを司るマスター転写因子によって制御
され、分化形質に関わる遺伝子群の発現が調
節されている。しかし、分化の前後でこれら
の転写因子群の発現量を比較すると、必ずし
も膨大な差が生じているとは限らない。その
ため発現レベルに加え、転写因子の翻訳後修
飾による転写活性の変化が重要であること
が示唆される。我々は MSC の骨／脂肪分化制
御において、脂肪分化マスター転写因子であ
るPPARγ2のリン酸化による転写活性の減弱
が重要であることを明らかにした(Kusuyama 
et al. J Biol Chem 2014)。それぞれ骨／軟
骨／筋への分化誘導に関わる転写因子であ
る Runx2, Sox9, MyoD1 についてもリン酸化
部位の存在が報告されている。そのため、MSC
に構成的に発現している各マスター転写因
子は、何らかのシグナル伝達経路を介したリ
ン酸化によって、包括的にその転写活性を制
御されている可能性がある。 
 

（２）力学的ストレスによる MSC 分化調節 
力学的ストレス（メカニカルストレス）と

は、生体内の細胞や組織に負荷される物理的、
機械的刺激の総称であり、筋骨格系はその影
響を受ける代表的器官である。この刺激の増
減は筋骨格系の恒常性と連関しており、無重
力状態での骨梁減少や寝たきりによる筋萎
縮はその一例である。申請者はこれらの知見
をもとに、分化誘導条件下の MSC に LIPUS（低
出力超音波）と呼ばれる力学的ストレスの単
独刺激を施すことで、骨分化及び筋分化を促
進し、脂肪分化を抑制できることを報告した
(Kusuyama et al. J Biol Chem 2014)。これ
らの結果から、力学的ストレス刺激を調節す
ることによって、MSC の分化方向性を制御で
きることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
（１）転写因子のリン酸化／脱リン酸化修飾
による MSC 分化調節機構の解明 
多能性を持つMSCが各細胞へと分化する際

に、未分化能と分化能を司る複数のマスター
転写因子群のリン酸化／脱リン酸化修飾が、
各分化方向（骨／軟骨／脂肪／筋）のどの段
階で、どのようなレベルで起こるのかを定量
解析する。更にそのリン酸化に関わる代表的
キナーゼである MAPKs (ERK, p38, JNK)と、
MAPK の脱リン酸化を行うフォスファターゼ
である MKPs(MAPK phosphatases)の動態に注
目し、リン酸化／脱リン酸化スイッチの分子
機構を明らかにする。 
 

（２）力学的ストレスによる MSC 分化制御に
関わる細胞内分子メカニズムの解明 

力学的ストレスがMSCの分化や未分化性の
維持をどのように調節しているかを明らか
にする。特に鍵となるリン酸化酵素に着目し、
MSC 細胞株を用いた in vitro の実験系と、樹
立したノックアウトマウスを用いた in vivo
の実験系を組み合わせ、転写因子の活性制御
とそのシグナル伝達経路を同定する。 
 

３．研究の方法 
 実験に用いる力学的ストレスには、整形外
科臨床領域で臨床応用されている low 
intensity-pulsed ultrasound (LIPUS：低出
力超音波)を用いた。LIPUS は細胞培養プレー
トの直下から水を介して、音波刺激を与える
ことで、細胞に刺激を与える装置である（帝
人ファーマ社より貸与）。これまでに LIPUS
は骨芽細胞、間葉系幹細胞、脂肪細胞におい
て、ERK を初めとした細胞内シグナル伝達因
子を速やかに効率的に活性化させることが
分かっている（Kusuyama et al. J Biol Chem 
2014）。この LIPUS をマウスおよびヒトの骨
芽細胞株や間葉系幹細胞株、マウス頭蓋骨由
来初代骨芽細胞に照射しながら、各分化誘導
培地にて細胞培養をすることによって、力学
的ストレスの細胞分化に対する影響を解析
した。 
 シグナル伝達機構や分化レベルの詳しい
解析手法については、研究成果内で逐次説明
する。 
 
４．研究成果 
（１）オステオポンチン(OPN)は骨芽細胞の
LIPUS による生理応答性の阻害因子である 
 LIPUS は間葉系幹細胞や骨芽細胞に対して、
増殖や分化コントロールなど様々な応答を
誘導するが、予備実験による検討において、
細胞の分化レベルによっては、その応答性が
異なることが分かった。この応答性は骨芽細
胞分化マーカータンパク質であるオステオ
ポンチン(OPN)に発現レベルに呼応する様子
が観察された。 
そこで発現ベクターによってOPNを高発現

させたマウス骨芽細胞株 MC3T3-E1 を樹立し
たところ、LIPUS によるメカニカルストレス
で誘導される NO synthase1 (Nos1)、Nos2 の
発現量が減弱していた。また、MC3T3-E1 及び
マウス頭蓋冠由来初代骨芽細胞をLIPUS刺激
する際に、OPN リコンビナントタンパク質を
施した場合、同様の減弱結果が得られた。逆
に、OPN を多く発現するようになった分化中
期の骨芽細胞に対し、OPN 特異的 siRNA 及び
OPN 中和抗体を作用させた場合、LIPUS によ
る Nos1, Nos2 の発現は有意に増強した。 
次にメカニカルストレスのシグナル伝達

分子のうち、OPN によってそのリン酸化が変
化している分子を検索したところ、OPN が
focal adhesion kinase (FAK)の活性化をブ
ロックしていることを見出した。OPNの LIPUS
誘導性 Nos1, Nos2 発現の抑制能は、FAK 阻害
剤であるdasatinibを作用させた場合と同様



の効果を認め、OPN が FAK 活性の調節分子と
して作用していることが分かった。また OPN
は Hepatocyte growth factor（HGF:肝細胞増
殖因子）、Platelet-derived growth factor
（PDGF：血小板由来増殖因子）による刺激に
よって誘導される FAK リン酸化に対しても、
同じように抑制的に作用した。機能的作用に
もついても、OPN は HGF で誘導される VDR（ビ
タミン D受容体）発現、PDGF で誘導される細
胞進展促進作用をブロックした。 
更にこの分子メカニズムとして、OPNが FAK

の 脱 リ ン 酸 化 酵 素 の １ つ で あ る low 
molecular-weight protein tyrosine 
phosphatase (LMW-PTP)の発現を上昇させて
いることを見出した。また通常の骨芽細胞分
化による OPNの発現と LMW-PTP の発現は協調
的であることが分かった。OPN の骨芽細胞応
答性の抑制効果は、LMW-PTP 特異的 siRNA に
よって有意に妨げることができた。また骨芽
細胞に発現する OPN 受容体のうち、LMW-PTP
の発現は CD44 に特異的に誘導されることが
分かった。 
またこれらの OPN による作用は、ヒト間葉

系幹細胞株 UE6E7-16 でも認められ、OPN はヒ
トにおいても同様の効果を持つことが分か
った。 
このように OPN は骨芽細胞に自己分泌、傍

分泌によって作用することで、LMW-PTP の発
現を上昇させ、メカニカルストレス、HGF、
PDGFのようなFAK活性化シグナルを抑制して
いることが分かった（図１）。メカニカルス
トレスを骨芽細胞や間葉系幹細胞に作用さ
せる際には、OPN の発現レベルやその効果度
に影響を与えることが示唆された。 
以上の研究成果は、Molecular Biology of 

the Cell 誌にアクセプトされた（Kusuyama et 
al. Mol Biol Cell, 2017）。 

 
（２）Spleen tyrosine kinase (Syk)は間葉
系幹細胞の骨／脂肪分化バランスを調節す
る新規キナーゼである。 
骨芽細胞の分化は、分化に伴う各種キナー

ゼ活性の変化による骨分化関連転写因子の
発現レベルによって制御されている。我々は
間葉系幹細胞の骨分化および脂肪分化の初
期段階における多くのキナーゼ活性レベル
を細かく追い、分化における役割を検討する
ことで、新規の骨芽細胞分化／細胞細胞分化
制御キナーゼの同定を目指した。 

そこで、マウス未分化間葉系幹細胞株であ
る ST2 細胞、10T1/2 細胞、ヒト未分化間葉系
幹細胞株である UE6E7-16 を骨分化誘導培地
および脂肪分化誘導培地で培養し、リン酸化
チロシンおよびリン酸化セリン／スレオニ
ンの細胞内レベルを経時的にウェスタンブ
ロッティング法で解析した。 
その結果、全ての細胞株における骨芽細胞

分化の初期（1～3日）において、Syk とよば
れるキナーゼのリン酸化が著明に誘導され
ていることを見出した。また Syk の総タンパ
ク発現レベルは分化が進むにつれて強く減
弱していった。そこで分化初期において、Syk
の特異的阻害剤である piceatannol や Syk 特
異的 siRNA を作用させ、骨分化をアリザリン
レッド染色、アルカリフォスファターゼ活性、
骨分化マーカー遺伝子の発現レベルで評価
したところ、Syk の機能阻害によって骨分化
が促進することが分かった。 
一方、間葉系幹細胞株を脂肪分化誘導培地

で培養した際にも、分化初期において Syk の
リン酸化増強とSykの総タンパク発現の減弱
が誘導され、Syk が骨分化の際と同じ挙動を
示していることが分かった。しかし興味深い
ことに、脂肪分化時において Syk を機能阻害
すると、脂肪滴形成や脂肪分化マーカー遺伝
子の発現レベルの上昇を抑制し、脂肪分化は
阻害された。このように脂肪分化の場合、骨
分化の場合とはSykが全く逆の異なった機能
を持つことが示唆された。 
そこで次に間葉系幹細胞の骨／脂肪分化

におけるSyk活性化シグナルの下流分子を探
索したところ、phospholipase C gamma (PLC
γ)のアイソフォームが Syk の機能差を担う
ことが分かった。骨分化誘導において、Syk
は PLCγ1 を活性化することで骨分化に対し
抑制的に働き、脂肪分化誘導においては、Syk
は PLCγ2を活性化し脂肪分化を促進した。 
更に我々はこの分子メカニズムとして、PLC
γのアダプター分子である B-cell linker 
protein (BLNK) と growth factor 
receptor-binding protein 2 (Grb2)が、Syk
活性化シグナルを異なった PLCγアイソフォ
ームに伝達させていることを見出した。BLNK
の発現レベルは骨分化時には著明に減少し
たが、脂肪分化時には一定であった。一方で
Grb2 の発現レベルは骨／脂肪分化時、共に一
定であった。BLNK および Grb2 特異的 siRNA
を用いた解析により、骨分化時には Grb2 が
Syk-PLCγ1 シグナルを仲介し、脂肪分化時に
は BLNK が Syk-PLCγ2シグナルを伝達するこ
とが分かった（図２）。 
メカニカルストレスのシグナル伝達経路

でも、この Syk シグナル経路の活性が変化す
るデータを得ており、Syk はメカニカルスト
レスが間葉系幹細胞の骨／脂肪分化バラン
スを調節する際のキーとなる分子である可
能性がある。 
以上の研究成果は、Journal of Cellular 

Physiology 誌にアクセプトされた（Kusuyama 



et al. J Cell Physiol, 2018）。 
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