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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA）における骨破壊の進展には、滑膜病変部におけ

る炎症性サイトカイン発現による破骨細胞誘導とともに骨形成障害が関与している。本研究で

は、RA 滑膜のサイトカイン発現に伴う骨形成障害の分子機構を明らかにするため、マウス由

来筋芽細胞株 C2C12 細胞の骨芽細胞への分化・活性化を制御する骨形成蛋白質（bone 

morphogenetic protein: BMP）のレセプター発現とそのシグナル伝達経路と転写因子の活性化に

及ぼす炎症性サイトカインの作用を解析した。BMP 依存性の骨芽細胞分化は主に腫瘍壊死因子

（TNF-）により阻害された。この TNF-αの骨形成障害には MAP キナーゼの SAPK/JNK 経路

が重要な役割を担っており、BMP-Smad シグナル経路の抑制により骨芽細胞の分化阻害が起こ

る。その下流には阻害性 Smad6 の誘導が関与していた。TNF-による骨芽細胞分化障害は、RA

患者骨組織から分離した骨芽細胞の分化モデルにおいても起こることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：The cellular mechanism for cytokine-mediated inhibition of 
BMP-induced osteoblastic differentiation was investigated using mouse myoblast C2C12 cells. 

Osteoblast transformation of BMP-cultured C2C12 cells, and their Runx2/osteocalcin expression, ALP 

activity, and parathyroid hormone (PTH) responsiveness (cAMP production) were inhibited by TNF-, 

but not by IL-1, IL-6, or IL-17. BMP-induced Smad1,5,8 phosphorylation in the cells was suppressed by 

TNF- signaling, but inhibitory Smad6 gene activation was increased as determined by cDNA array. 

MAP kinase analysis showed that ERK1/ERK2 and SAPK/JNK phosphorylation were selectively 

activated in the cells with TNF-. BMPs had no effect on TNF type 1 and 2 receptor-expression. 

Notably, SAPK/JNK inhibitors restored TNF- inhibition of osteoblast differentiation, as demonstrated 

by Id-1-promoter activity as well as Runx2/osteocalcin mRNA levels. These results suggest that TNF- 

may have a crucial role in BMP-induced osteogenic inhibition in the diseases such as rheumatoid 

arthritis, through its SAPK/JNK activation and Smad6 induction. 
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１．研究開始当初の背景 

正常な骨組織では骨リモデリングと呼ば
れる、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞によ
る骨形成のバランスにより骨代謝が維持さ
れている。従来、RA に特徴的とされる骨び
らんは、滑膜組織内に誘導された破骨細胞の
骨吸収により形成され、この破骨細胞の誘導
には腫瘍壊死因子（TNF-）などのサイトカ
インにより活性化された滑膜線維芽細胞や T

細胞の RANKL 発現が重要であることが明ら
かにされてきた。実際、TNF 阻害薬は骨破壊
進行を強力に防止するが、さらに骨びらんの
修復も期待できる。このことは、RA の骨破
壊進展には、サイトカインによる異所性の破
骨細胞誘導による骨吸収亢進とともに骨形
成障害が関与することを示唆している。 

RA 滑膜には TNF-、インターロイキン 1

（IL-1）、IL-6、IL-17 など多くの炎症性サイ
トカインが発現されており、病態形成に関与
する。関節破壊においては直接的あるいは間
接的（RANKL 依存性）に破骨細胞の成熟・
活性化を誘導する活性を有し、骨吸収を促進
する。しかし、炎症性サイトカインが骨芽細
胞を活性化し、サイトカインやプロスタグラ
ンジンの産生を増強することは報告されて
いるが、骨形成障害機構については不明であ
った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、骨芽細胞への機能的分化を制
御する BMP レセプター発現およびそのシグ
ナル伝達と転写因子の活性化に及ぼす炎症
性サイトカイン（TNF-、IL-1、IL-6、IL-17）
の作用を解析し、RA 滑膜のサイトカイン発
現に伴う骨形成障害の分子機構の解明を目
指す。 

 

３．研究の方法 

本研究では、BMP 依存性に骨芽細胞に分化
するマウス由来筋芽細胞株 C2C12 細胞を骨
芽細胞分化モデルに使用した（Mukai T, et al. 

2007）。この未分化間葉細胞の骨芽細胞分化
に対する TNF-、IL-1、IL-6、IL-17 の阻害作
用を解析する。 

まず、これらサイトカインの BMP レセプ
ター発現に対する作用を検討した。次に、
BMP 依存性の骨芽細胞分化に対する作用は、
必須転写因子である Runx2 と Osterix の誘導、
骨形成機能マーカーであるⅠ型コラーゲン、
オステオポンチン、オステオカルシンの産生、
アルカリ性ホスファターゼ（ALP）活性、副
甲状腺ホルモン（PTH）反応性により評価し
た。さらに、サイトカインの BMP シグナル
に対する影響は、その細胞内シグナル伝達を
担う Smad（Smad1/5/8）活性化と MAP キナ
ーゼ（ERK / SAPK-JNK / p38 キナーゼ）活性

化により検討し、マイクロアレイ法による発
現遺伝子群の変化とプロテオーム解析から
骨芽細胞分化阻害に寄与する細胞内因子を
同定し、推定因子の制御効果を siRNA (short 

interfering RNA)により発現抑制することによ
り確認した。 

C2C12 細胞より得られた知見は、RA 患者
の手術時に得られた骨組織から分離した骨
芽細胞を用いて、骨芽細胞の成熟過程におけ
るサイトカイン反応性 BMP レセプター発現
とシグナル伝達を検討した。 

 

４．研究成果 

C2C12 細胞は機能的 BMP レセプターを発
現し、ALK-6 以外の Smad シグナル分子を有
し、BMP 存在下で骨芽細胞に分化した。この
C2C12細胞の分化には転写因子Runx2とオス
テオカルシン分子の誘導を伴い、ALP 活性と
PTH 反応性 cAMP 産生を認めた。TNF-αは
C2C12 細胞の骨芽細胞への細胞形態変化、
Runx2/オステオカルシン発現、ALP 活性/PTH

反応性などを阻害した。このような阻害活性
は、IL-1、IL-6、IL-17 などには認めなかった。
なお、TNF-αは C2C12 細胞の機能的 BMP レ
セプターの発現には影響しなかった。 

TNF-αによる C2C12 細胞の骨芽細胞分化
の阻害には、BMP-2 による Smad1,5,8 のリン
酸化の抑制が関連し、cDNA アレイによる解
析では阻害性 Smad6 の誘導が関与していた。
BMP-2刺激されたC2C12細胞において、TNF-

α は MAP キ ナ ー ゼ の ERK1/ERK2 と
SAPK/JNK のリン酸化を誘導した。さらに、
SAPK/JNK 経路特異的な活性化阻害化合物の
添加により、C2C12 細胞の BMP-2 依存性骨
芽細胞分化に対する TNF-αの阻害活性は消
失した。 

BMP 依存性の骨芽細胞分化において、
TNF-は BMP-Smad シグナル経路を抑制する
ことにより、分化阻害を起こす主要な炎症性
サイトカインであることが明らかになった。
この TNF-αの骨形成障害の誘導には、MAP

キナーゼのSAPK/JNK経路が重要な役割を担
っており、その下流には阻害性 Smad6 の関与
が推定された。 

また、TNF-による骨芽細胞分化障害は、
RA 患者骨組織から分離した骨芽細胞の分化
モデルにおいても起こることが示唆された。 

本研究により、RA 関節炎の骨びらん形成
において重要な役割を担う TNF-が、破骨細
胞の誘導・活性化とともに骨芽細胞分化を阻
害することが明らかになり、その分子機構の
一端が明らかにされた。 
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