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研究成果の概要（和文）：本研究では，メカニカルストレスにより活性化される骨芽細胞のJNKおよびp38シグナル伝達
経路の機能解析を行った．細胞伸展に伴い誘発される細胞外カルシウムの流入に伴い活性化されるASK1はJNKおよびp38
を活性化した．ASK1-JNK経路はTNF受容体ファミリーのひとつFn14の発現を誘導していた．一方，ASK1-p38経路はケモ
カインのひとつMCP-3の発現を誘導した．Fn14は骨芽細胞のアポトーシスに寄与する一方，MCP-3は前駆破骨細胞の局所
遊走を促進した．これらのことから，ASK1-JNK/p38経路は過剰力による骨吸収の機構に関与することが明らかになった
．

研究成果の概要（英文）：In this study, we report that large-magnitude (12%) cyclic stretch induced Ca2+ in
flux in MC3T3-E1 osteoblasts, which subsequently activated ASK1 MAP3K. The activated ASK1-JNK lead to tran
siently enhanced expression of FGF-inducible 14 (Fn14, a member of the TNF receptor superfamily) gene. Cel
ls with enhanced expression of Fn14 subsequently acquired sensitivity to the ligand of Fn14, TNF-related w
eak inducer of apoptosis, and underwent apoptosis. On the other hand, ASK1-p38 pathway induced expression 
of monocyte chemoattractant protein-3 (MCP-3) gene, which promoted chemotaxis of pre-osteoclasts. These re
sults suggest that ASK1-JNK/p38 pathways contribute to the mechanism of mechanical overloading-induced bon
e resroption via cytokine-related gene expression.
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１．研究開始当初の背景
 申請者はこれまでに，骨芽細胞に対する反
復伸展刺激により，
protein kinase 1
化され，この下流において
を介して
ことを示した．一方，
signal
化されることを見出していたが，その機能に
ついては未解明のままであった．
レス応答
パターンやサイトカインのみならず、熱性シ
ョックや浸透圧などの物理化学的な刺激に
よっても活性化される．その下流においては
炎症反応やアポトーシスなどの生物学的反
応に関わることが知られているが，骨メカノ
バイオロジーにおける役割は不明であった．
 
２．研究の目的
骨芽細胞伸展刺激の系を用いて，以下の項目
の解明を目的とした．
 
（１）
網羅的解析
（２）
び細胞生物学的アウトプットの解析
 
３．研
MC3T3
則り培養を行った．メカニカルストレスを負
荷する系は
シリコンゴム製伸展チャンバーにブタ由来
タイプ
細胞の培養を行った．
 
（１）タンパクの検出は主にウエスタンブロ
ット法により行った．細胞は
(20 mM
NaCl, 1% (v/v) Triton X
12.5 mM β
10 mM NaF, 1 mM Na
phenylmethylsulfonylfluoride, and 10 µg/ml 
leupeptin
を除去した後
用 し た 抗 体 は 以 下 の 通 り で あ る ．
phospho
JNK2, p38, ERK, phospho
phospho
(P-Thr187), Fn
び FLAG
り購入した．
東京大学薬学研究科・一條秀憲教授より供
与 さ れ た
caspas
入した
Santa Cruz Biotechnology
JNK (06
はUpstate Biotechnology 
りそれぞれ購入した
は R&D systems
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phospho-JNK, phospho
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phospho-MKK4, MKK6, phospho

Thr187), Fn14, active caspase
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バイオロジーにおける役割は不明であった．
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骨芽細胞は理研より入手し，通法に

則り培養を行った．メカニカルストレスを負
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HEPES-KOH (pH 7.5), 250 mM 
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SP600215,SB203580
Calbiochem より購入した．
はシグマより購入した．
た siRNA（ mouse JNK1 
JNK2 ：MSS21856
p38β ：MSS207968, ASK1 #1; MSS218536 
and #2; MSS218535, TWEAK
NM_011614_stealth_50
NM_011614_stealth_722
Negative Control 
た． siRNA の導入には
RNAiMAX (1μℓ
ンスフェクションし，７２時間後に反復伸
展刺激を行った．
下流での遺伝子発現解析はマイクロアレイ
を行い，リアルタイム
った．検出に用いたプライマーは以下の通
り で あ る ．
CACCCTCAAGAGCCTGAGTC 
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よび 5’- GGTGAAGACACCAGTAGAC 
mouse MCP
CATCCACATGCTGCTGCTATGTC 
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４．研究成果 
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度の検討を行ったところ，
であったのに対し，
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寄与していたが，１２％伸展時における
および p38 の活性化はこれを抑制していた．
また，このとき活性化されている
p38 のメインアイソフォームは
JNK2(p46,p54)，
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MSS207968, ASK1 #1; MSS218536 
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NM_011614_stealth_722, and Stealth RNAi 

tive Control は Invitrogen
の導入には
μℓ/ chamber) 

ンスフェクションし，７２時間後に反復伸
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遺伝子発現の解析を行ったところ，
体ファミリーの一員である
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される
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また，上流の MAP3K
見出した．ASK1 は
化していることが

および p38 の活性化の下流で制御される
遺伝子発現の解析を行ったところ，
体ファミリーの一員である
を同定した．Fn14
依存的な発現制御を受けていた．

はそのリガンドであり
されるTWEAK依存的に骨芽細胞にアポトーシ
スを誘導していた．

MAP3K として ASK1
は JNK および

化していることが明らかになった．

の活性化の下流で制御される
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一方，
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れることが分かった．さらに，全長のタンパ
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かになった．
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，野生型を発現した際の培養上清のみが
前駆破骨細胞の遊走を促進したことから，
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