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研究成果の概要（和文）： 

 我々は、LPSによって誘導される炎症性骨破壊において uPARがどのような役割を担っている

のかを明らかにすることを目的とし、研究を行った。最初に、LPSは破骨細胞において uPARの

発現を増加させるが、骨芽細胞では影響を及ぼさないことを発見した。次に、uPARの発現が減

少していると LPSが誘導する NF-kBの活性化は抑制され、uPARの発現が増加していると NF-kB

の活性化は促進されることを発見した。また、LPS が誘導する NF-kB の活性化及び破骨細胞へ

の分化は uPA と uPAR との結合によって制御されることを発見した。更に、骨芽細胞において

LPSが誘導する RANKLの発現機構にも uPARが関与していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study was to clarify the role of uPAR on the LPS-indeuced bone resorption.  
We found that LPS induced the expression of uPAR in osteoclasts, but LPS did not induce 
the expression of uPAR in osteoblasts.  We also found that the reduction of uPAR 
attenuated the LPS-induced NF-kB activation, and uPAR overexpression promoted the LPS- 
induced NF-kB activity.  In addition, we demonstrated that the binding of uPA/uPAR 
regulates the LPS-induced NF-kB activation and osteoclast differentiation. Moreover, 
we found that uPAR is associated with LPS-induced RANKL expression in osteoblasts.    
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１．研究開始当初の背景 

 骨の機能は破骨細胞による骨吸収と骨芽
細胞による骨形成によりその恒常性が維持
されている。近年、歯周病や関節炎などによ
る炎症が、過度の骨吸収を引き起こすことで、
骨粗鬆症や関節リウマチのような病態をき
たすことが明らかになっている。しかしなが
ら炎症が引き起こす骨破壊進行の詳細なメ
カニズムは依然として明らかになっておら

ず、高齢化社会が進む日本においてその病因
究明は急務である。 
 

炎症性骨破壊メカニズム 

 成熟破骨細胞へ分化するためには、骨芽細
胞が産生する receptor activator of NF-κB 
ligand(RANKL)が、破骨細胞が発現する RANK
に結合することが必要である。しかしながら、
近年、炎症によって、RANKL/RANKを介さずに、
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骨吸収が誘導されることが報告されている。
歯周病の原因菌であるグラム陰性細菌細胞
壁成分のリポ多糖（ Lipopolysaccharide; 
LPS）や TNF-α、IL-1などの炎症性サイトカ
インが、骨吸収を強力に誘導することが報告
されている。このメカニズムは、LPS や炎症
性サイトカインによって細胞内に伝達され
たシグナルが、NF-κBを活性化させることに
よって、破骨細胞の分化を誘導させるためで
あると考えられている。更に LPSや炎症性サ
イトカインは、骨芽細胞にも作用し、RANKL
の産生を誘導することも知られている。 
 

線維素溶解系と骨代謝 

 線維素溶解系の活性化因子であるウロキ
ナーゼタイププラスミノーゲンアクチベー
ター(uPA) は、その受容体であるウロキナー
ゼタイププラスミノーゲンアクチベーター
レセプター(uPAR)と結合することによって、
不活性体であるプラスミノーゲンを活性体
であるプラスミン（線溶因子）に変換させる。
そして、uPA/uPARは生体内で血管内皮細胞や
血小板から遊離されるプラスミノーゲンア
クチベーター阻害因子-1(PAI-1) により不
活性化される。uPA/uPARにより産生されたプ
ラスミンはフィブリン（血栓）を溶解するこ
とで線溶系の中心的な役割を担うが、その活
性は血液中の 2-アンチプラスミンによっ
て抑制され制御されている。線溶因子のプラ
スミンは、線維素溶解系のみならず、マトリ
ックスメタロプロテアーゼ(MMP)などの蛋白
質の限定分解を制御する機能を有すること
が明らかになっている。この機構によって、
増殖、分化、遊走、接着などの様々な細胞機
能が制御されていることが示唆されている。
近年、本研究の中心となる uPAR は、uPA の
受容体として機能してプラスミノーゲンを
プラスミンに変換するだけではなく、様々な
機能が新たに発見されている。我々の研究グ
ループも uPAR が動脈硬化、皮膚硬化、脂肪
形成などに重要な役割を果たしている事を
明らかにしている。uPARは、GPIアンカーを
介して細胞膜に結合しているが、細胞膜を貫
通していないため細胞外からの刺激を細胞
内に伝えることができない。しかしながら、
ビトロネクチンやインテグリンなどの様々
な蛋白質と結合して、それらの働きを補強し、
共受容体としての機能を果たしていること
が明らかになっている。  
 

２．研究の目的 

 本研究は、線維素溶解系因子 uPAR が炎症
性骨破壊の発症をどのように制御している
のかを解明する事を目的とする。 
３．研究の方法 
(1)LPS刺激による uPARの発現変化の解析 

 骨を構成する骨芽細胞、破骨細胞において、

LPSがuPARの発現が変化させるかを明らかに

するために Raw264.7 cells及び osteoblasts

に LPSを添加し、uPARの発現量の変化を解析

した。uPAR の発現変化は、定量的 RT-PCR 法

を用いて行った。 

 

(2)LPS によって誘導される細胞内シグナル

伝達における uPARの役割 

 破骨細胞への分化に必要な NF-kBシグナル

を LPS が活性化する際に uPAR がどのように

関与しているか明らかにするために、uPARを

siRNA 法にてその発現を減少させた際に LPS

が誘導する NF-kBの活性はどのように変化す

るかルシフェラーゼアッセイを用いて検討

した。 

 

(3)LPS 及び炎症性サイトカインが誘導する

破骨細胞分化における uPARと uPAR結合蛋白

質との相互作用による影響 

 uPAR 発現ベクター及び uPAR の結合ドメイ

ンに遺伝子変異を持ち uPA と結合できない

uPAR 発現ベクター（uPAR-Y57A）を破骨前駆

細胞である Raw264.7 cellsに遺伝子導入し、

抗生物質（G418）により遺伝子が導入されて

いない細胞を排除することによって uPAR 発

現株と変異 uPAR発現株を作製した。その後、

uPAR 発現株と変異 uPAR 発現株において LPS

による破骨細胞への分化能の違いを比較検

討した。同時に、integrinの中和抗体を uPAR

発現株に添加し、uPAR への integrin の結合

が、破骨細胞への分化に及ぼす影響を調べた。

また、LPS に uPA を追加投与し、LPS が誘導

する破骨細胞への分化及び NF-kBの活性化に

uPA が与える影響を調べた。破骨細胞への分

化は、TRAP染色により解析し、NF-kBの活性

化は、ルシフェラーゼアッセイまたは I-kB

の分解をウエスタンブロット法で確認する

ことで検証した。 

 

(4)LPS により骨芽細胞が産生する破骨細胞

分化誘導因子産生における uPARの役割 

 野生型マウス及び uPAR 遺伝子欠損マウス

から骨芽細胞を初代培養した。それぞれの細

胞に LPSを添加し、それによって誘導される

RANKL の発現量の違いを解析した。誘導され

た RANKL の発現量は、定量的 RT-PCR 法を用

いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)LPS刺激による uPARの発現変化の解析 

 Raw264.7 cells に LPS を添加した結果、

uPARの発現量は、時間に伴い顕著に増加した



 

 

（Fig.1A）。一方、osteoblasts においては、

LPSの刺激で、uPARの発現は誘導されなかっ

た(Fig.1B)。uPARの結合蛋白質である uPAの

発現も Raw264.7 cells では LPS の刺激で誘

導されたものの(Fig.1C)、osteobalsts では

誘 導 さ れ な か っ た (Fig.1D) 。

 

 

 

 

(2)LPS によって誘導される細胞内シグナル

伝達における uPARの役割 

 Raw264.7 cells において uPAR の発現量を

siRNA法で減少させた後、LPSを添加し、NF-kB

の活性をルシフェラーゼアッセイにより検

証した。その結果、uPAR が減少していると

LPS が誘導する NF-kBの活性は顕著に抑制さ

れた(Fig.2)。 

 
  

(3)LPS 及び炎症性サイトカインが誘導する

破骨細胞分化における uPARと uPAR結合蛋白

質との相互作用による影響 

 Raw264.7 cells に uPAR 発現ベクター及び

uPARの結合ドメインに遺伝子変異を持ち uPA

と 結合で きない uPAR 発 現ベク ター

（uPAR-Y57A）を遺伝子導入し、安定発現株

の作製に成功した。その安定発現株に LPSを

添加し、破骨細胞の分化を調べた結果、uPAR

の発現増加は、LPS による破骨細胞の分化を

促進し、uPARに uPAが結合できない条件では

破骨細胞の分化は抑制された(Fig.3A)。また、

LPSが誘導する NF-kBの活性化も uPARの発現

が増加すると促進され、uPARに uPAが結合で

きない条件では抑制された(Fig.3B)。I-kB

の分解も uPARの発現が増加すると促進され、

uPARにuPAが結合できない条件では抑制され

た(Fig.3C)。また、uPARが制御している破骨

細胞への分化に integrin 3が関与している

かどうかを中和抗体によって検証した結果、

integrin 3の中和によって、uPARによって

促進された破骨細胞の分化は抑制された

(Fig.3D)。また、uPA の追加投与は LPS が誘

導する破骨細胞分化(Fig.3E)及び NF-kBの活

性化(Fig.3F)を抑制した。 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

(4)LPS により骨芽細胞が産生する破骨細胞

分化誘導因子産生における uPARの役割 
 野生型及び uPAR 欠損マウスから初代培養
した骨芽細胞に LPS を添加し、RANKL の発現
を調べた結果、uPARが欠損していると LPSに
よって誘導された RANKLの発現は顕著に抑制
された(Fig.4A)。同様に、野生型及び uPA欠
損マウスから初代培養した骨芽細胞に LPSを
添加し、RANKL の発現を調べた結果、uPA が
欠損していると LPS によって誘導された
RANKLの発現は顕著に亢進した(Fig.4B)。 
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