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研究成果の概要：サイトカインの分泌や細胞生存に重要な p38 MAP キナーゼ経路を抑制的に制

御する因子が破骨細胞で高発現しているという仮説の元、MKK6結合因子Alixを新規に同定し、

破骨細胞におけるその機能の解析を行った。その結果、Alix は MKK6 に結合して p38 MAP キナ

ーゼの活性化を抑制することを明らかにした。しかし、Alix の発現を抑制しても、破骨細胞の

生存の亢進やサイトカインの再分泌は見られなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 骨吸収の促進因子 RANKL や IL-1、リポ多糖
LPS は MAP キナーゼ経路を介して、破骨細胞
を活性化する。これまでの研究で、p38 MAP
キナーゼの活性化が破骨細胞の分化に必要
である一方で、破骨細胞の機能は p38 MAP キ
ナ ー ゼ に 依 存 し な い こ と を 報 告 し た
（Endocrinology 143:3105, 2003）。また、
破骨細胞は IL-1 や TNF などの骨吸収促進サ
イトカインを自ら分泌しないことを明らか
にした（J Immunol 170:3688, 2003）。とこ
ろが、破骨細胞では、p38 MAP キナーゼの上

流 MKK6 がリン酸化されないことが明らかに
なり、以下の解析を行った。p38 MAP キナー
ゼを強制的に活性化すると、破骨細胞が延命
した。また、破骨細胞では IL-1 や LPS の刺
激により、ERK や JNK 経路は正常に活性化し
た。以上の研究成果から、破骨細胞では p38 
MAP キナーゼ経路が特異的に阻害されている
と考えた。 
 マクロファージは、IL-1 や TNF などのサイ
トカインの分泌に p38 MAP キナーゼの活性を
必要とする。破骨細胞が p38 MAP キナーゼを
活性化して IL-1 や TNF を分泌できると仮定



すると、破骨細胞自身に作用して活性化や延
命に働いてしまう。このように骨代謝バラン
スが骨吸収に傾くのを防ぐために、破骨細胞
ではサイトカインが分泌できないように p38 
MAP キナーゼ経路が抑制されていると仮説を
立てた。骨炎症を起こしている動物モデルに
おいて、p38 MAP キナーゼがリン酸化（活性
化）している破骨細胞が存在していることが
報告された（J Exp Med 201:903, 2005）。し
かし、その活性化機構は不明である。 
 そこで、以上の研究成果を発展させるため
に、酵母ツーハイブリッド法を用いて、
MKK6-p38 MAPキナーゼ経路を特異的に抑制す
る因子を探索した。その結果、MKK6 に物理的
に結合する因子 Alix を新規に同定すること
に成功した。Alix は、Apoptosis-linked gene 
2 (ALG2)（Cell Death Differ 6:124, 1999, 
J Biol Chem 274:1533, 1999）、EGF 受容体（Mol 
Cell Biol 24:8981, 2004）などと結合する
と報告された因子であり、特徴的な既知のド
メインは持っておらず、その相互作用や機能
に関わるドメインの解析は進んでいない。
我々は、Alix は骨髄マクロファージよりも破
骨細胞で発現が著しく上昇すること、内在性
の MKK6 が Alix と共沈することなど、予備的
な結果を得て、破骨細胞の分化過程の後半で
Alix は量的に増加して、MKK6-p38 MAP キナ
ーゼ経路を制御していることを予想した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 我々が破骨細胞から作成した cDNA 発現ラ
イブラリーを用いて、酵母ツーハイブリッド
法で MKK6 との結合を指標に Alix を新規に同
定した。それゆえ、MKK6-p38 MAP キナーゼ経
路に直接関与すると考えられた。破骨細胞の
分 化 に は p38 MAP キ ナ ー ゼ 経 路
（Endocrinology 143:3105, 2002）、破骨細
胞の延命には ERK MAP キナーゼ経路（EMBO J 
22:6653, 2003）がそれぞれ機能している。 
 本研究の目的は、Alix が関与するシグナル
伝達経路を明らかにし、破骨細胞における機
能を解明することである。すなわち、Alix は、
p38 MAP キナーゼ経路を特異的に制御するの
か？Alix は、破骨細胞の分化過程のどの段階
で作用しているのか？Alix の発現を亢進ま
たは抑制すると、破骨細胞のサイトカイン分
泌は変動するのか？以上のことを明らかに
する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 レトロウイルスベクターを用いて Alix を
過剰発現もしくは Alix 特異的な shRNA を破
骨細胞前駆細胞のマウス骨髄マクロファー

ジに導入し、以下の解析を行った。 
（１）LPS で刺激した時の細胞内 MAP キナー
ゼ分子のリン酸化状態をウェスタンブロッ
トで解析した。 
（２）M-CSF と RANKL 刺激による破骨細胞分
化を TRAP 染色により解析した。 
（３）形成した破骨細胞が LPS 刺激によりサ
イトカイン産生能を回復するかを、ELSA 法を
用いて培養上清を解析した。 
（４）Alix と相互作用する因子は、Alix の
GST 融合蛋白質を作成して GST プルダウン法
により解析した。 
（５）Alix の発現をレトロウイルス遺伝子導
入法で操作した成熟破骨細胞を用いて、Alix
の破骨細胞の生存・アポトーシスに関する作
用や、骨吸収活性に対する作用をスポット培
養法や象牙質切片上での培養により解析し
た。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）LPS で刺激したときの MAPK p38 のリン
酸化は Alix の過剰発現により抑制された。
つまり、Alix は MAPK p38 経路に関与してい
ることが分った。 
（２）Alix 遺伝子もしくは Alix の shRNA そ
れぞれを、ウイルスベクターを用いてマウス
骨髄細胞に過剰発現させ M-CSF と RANKL で破
骨細胞に分化させたところ、Alix 遺伝子発現
が亢進しても減少しても形成する破骨細胞
数には有意差は認められなかった。 
（３）破骨細胞の分化に Alix の発現量の増
減は影響しなかったことより、形成した破骨
細胞におけるサイトカイン産生を ELISA法で
定量した結果、shRNA で Alix の発現を抑制し
ても、LPS誘導性のサイトカイン（TNFやIL-1）
産生量が亢進することはなかった。 
（４）また、Alix 遺伝子ノックダウンした破
骨細胞では、LPS 刺激による MAPK p38 のリン
酸化が亢進することはなかった。 
（５）GSTプルダウン法によって、AlixがMKK6
と複合体を作ることを確認した。 
（６）Alix の過剰発現やノックダウンは破骨
細胞の生存には関与しなかった。 
（７）Alix の過剰発現は成熟破骨細胞の骨吸
収を阻害することは無かった。 
 以上より、Alix は MKK6 と結合して p38MAP
キナーゼのリン酸化を阻害していたが、その
ノックダウンによってもシグナルは回復す
ることがなく、破骨細胞のサイトカイン産生
や生存・骨吸収には関与していないことが分
った。 
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