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研究成果の概要（和文）：　エネルギー状態の変化は、生体の活動・恒常性維持のみならず組織・細胞機能に多
大な影響を及ぼす。エネルギー代謝調節においてAMP-activated protein kinase (AMPK) が中心的な役割を担っ
ていると考えられているが、しかし、骨代謝におけるAMPKの役割の詳細はこれまでほとんど明らかとされていな
い。本研究では、骨芽細胞においてプロスタグランジンによるオステオプロテジェリン産生におけるAMPKの役割
を検討した。その結果、骨芽細胞においてAMPKは、プロスタグランジン(PG) D2、PGE1およびPGE2によるオステ
オプロテジェリン産生を促進的に制御していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：AMP-activated protein kinase (AMPK), a key enzyme sensing cellular energy 
metabolism, is currently known to regulate multiple metabolic pathways. Osteoprotegerin plays a 
pivotal role in the regulation of bone metabolism by inhibiting osteoclast activation. We have 
previously reported that the activation of the mitogen-activated protein (MAP) kinase superfamily 
including p38 MAP kinase, p44/p42 MAP kinase and stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal 
kinase (SAPK/JNK) are involved in the synthesis of osteoprotegerin stimulated by prostaglandin D2 
(PGD2), PGE1 or PGE2 in osteoblast-like MC3T3-E1 cells. On the basis of these findings, we herein 
investigated the implication of AMPK in the osteoprotegerin synthesis induced by PGD2, PGE1 or PGE2 
in these cells. Our results strongly suggest that AMPK acts as a positive regulator in the 
osteoprotegerin synthesis stimulated by PGD2, PGE1 or PGE2 in osteoblasts.

研究分野：整形外科学
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1．研究開始当初の背景 
骨粗鬆症は世界に類を見ない高齢化社会
を迎えた我が国において医学的に、また社会
的に大きな問題となっている。骨粗鬆症によ
る脊椎および大腿骨頸部骨折は高齢者の自
立機能を障害し、いわゆる“寝たきり”の原
因となり、高齢者の生活の質（QOL）を低下
させる大きな要因である。しかし、骨粗鬆症
は“沈黙の疾患”と云われるように初期では
臨床症状がほとんどなく、自覚症状の出現及
び骨折が生じたときにはその病態は既に進
行した状態にある。したがって、骨粗鬆症を
できるだけ早期に診断し、適切な治療を施す
ことにより脊椎・大腿骨の骨折を予防するこ
とが極めて重要である。 
 骨粗鬆症の治療には現在、ビスフォスフォ
ネート製剤・選択的エストロゲン受容体モジ
ュレーター（SERM）・テリパラチド・デノ
スマブなど大規模な臨床試験で骨折抑制効
果の確かめられた薬剤が使用されているが、
治療中に骨折に至る例も数多く見られ、治療
効果は限定的である。さらに、骨量減少が軽
微にも係わらず骨折に至る骨強度低下の著
しい事例や、治療による非生理的な骨代謝制
御に起因した非定型的骨折を発症する事例
の存在が、臨床的課題となっている。このよ
うに、より効果的な治療法の開発のため必要
な細胞レベルでの骨代謝および病態制御機
構は、未だ十分に解明されたとは言い難い。
以上、骨粗鬆症の成因及び病態の詳細は未だ
明らかではなく、その解明は急務といえる。 
 骨組織は身体の骨格維持、カルシウムの貯
蔵および造血の場としての骨髄腔の構成と
いう生体の恒常性・機能維持において極めて
重要な役割を果たしている。このため骨のリ
モデリング（再構成）は絶えず活発に行われ
ており、骨量は骨吸収とそれにカップルして
生じる骨形成の平衡の上に維持されている。
骨粗鬆症ではそのバランスが崩れ、骨量が減
少し骨の脆弱性が増し、骨折が生じやすくな
る。骨代謝は、骨を形成する役割を担う骨芽
細胞の働きと骨を吸収する役割を担う破骨
細胞の二つの機能細胞の働きによって、巧緻
に制御されている。そのバランスが保たれる
ことにより、骨量は維持されている。近年、
副甲状腺ホルモンや活性化ビタミン D をは
じめとする多くの骨吸収因子の受容体が、破
骨細胞ではなく骨芽細胞に存在することが
見出された。すなわち、骨芽細胞はその細胞
膜上の RANKL（ receptor activation of 
NF-B ligand）を介し、骨吸収を担う破骨細
胞の形成・分化をも制御調節し、骨代謝の制
御において中心的な役割を担っていること
が明らかとなってきた。私共はこれまで一貫
して、骨芽細胞の増殖・分化機能の制御機構
の検討を進めてきた。とりわけ細胞内情報伝
達機構に注目しその詳細を解析し、なかでも
骨代謝調節因子による負のフィードバック
機構、すなわち自己調節機序の存在の重要性
を明らかとしてきた。 

 エネルギー状態の変化は、生体の活動・恒
常性維持のみならず組織・細胞機能に多大な
影響を及ぼす。筋・肝臓における糖・脂質代
謝は、生体全体のエネルギー代謝に中心的な
役割を果たしている。エネルギー代謝の調節
は栄養系シグナル、内分泌系ホルモンおよび
神経系等のクロストークにより制御されて
おり、近年、栄養系シグナルによる筋・肝臓
の エ ネ ル ギ ー 代 謝 調 節 に お い て
AMP-activated protein kinase（AMPキナー
ゼ）が中心的な役割を担っていることが明ら
かとされてきた。最近、私共は骨形成のみな
らず骨吸収においても骨代謝の中枢的役割
を担う骨芽細胞において、重要な骨形成促進
因子の一つである塩基性線維芽細胞増殖因
子（FGF-2）が AMPキナーゼを活性化する
ことを見出した。しかし、骨代謝におけるエ
ネルギー代謝調節および AMPキナーゼの役
割の詳細はこれまでほとんど明らかとされ
ていない。 
2．研究の目的 
本研究の目的は、エネルギー代謝調節にお
いて中心的役割を担う AMP-activated 
protein kinase（AMPキナーゼ）が骨代謝に
おいてどのような役割を果たしているか、骨
芽細胞の増殖・分化機構および破骨細胞調節
機能に対する AMPキナーゼの影響および作
用機序を検討し、その分子機序を同定するこ
とで新たな骨粗鬆症治療法確立の基礎的検
討を行うことである。 
3．研究の方法 
(1) 新生仔マウス頭蓋冠より分離株化された
骨芽細胞様MC3T3-E1細胞を 10％FBSを含
む-MEM中で培養した。confluentに達した
後、培地を 0.3％FBSを含む-MEMとし 48
時間後実験に供した。細胞を AMPキナーゼ
の阻害物質である compound Cによる前処置
の後、プロスタグランジン(PG) D2、PGE1
および PGE2で刺激した。 
(2) PGD2、PGE1 および PGE2 により刺激
され活性化される MAPキナーゼスーパーフ
ァミリー  (p44/p42 MAP キナーゼ、p38 
MAP キナーゼ、SAPK/JNK)、AMPキナー
ゼおよびacetyl-CoA carboxylaseのリン酸化
をWestern blot法で検討した。 
(3) PGD2、PGE1 および PGE2 刺激により
遊離されるオステオプロテジェリンを
ELISA法で検討した。 
(4) PGD2、PGE1 および PGE2 刺激により
誘導されるオステオプロテジェリンの
mRNAを RT-PCR法で検討した。 
4．研究成果 
(1) 私共は既に骨芽細胞において、プロスタ
グランジン E2が p44/p42 MAP キナーゼ、
p38 MAP キナーゼおよび SAPK/JNK の活
性化を介し、オステオプロテジェリン産生を
促進していることを明らかとしている。今回、
プロスタグランジン E2 によるオステオプロ
テジェリン産生と AMPキナーゼの関連を検
討した。その結果、プロスタグランジン E2



は骨芽細胞において AMPキナーゼを活性化
すること、活性化された AMP キナーゼは
SAPK/JNK の上流で機能し、プロスタグラ
ンジン E2 によるオステオプロテジェリン産
生を制御していることを明らかとした。 
(2)私共は既に骨芽細胞において、プロスタグ
ランジンD2が p44/p42 MAP キナーゼ、p38 
MAP キナーゼおよび SAPK/JNK の活性化
を介し、オステオプロテジェリン産生を促進
していることを明らかとしている。今回、プ
ロスタグランジン D2 によるオステオプロテ
ジェリン産生と AMPキナーゼの関連を検討
した。その結果、プロスタグランジン D2 は
骨芽細胞において AMPキナーゼを活性化す
ること、活性化された AMP キナーゼは
p44/p42 MAPキナーゼおよびSAPK/JNKの
上流で機能し、プロスタグランジン D2 によ
るオステオプロテジェリン産生を制御して
いることを明らかとした。 
 (3) 私共は既に骨芽細胞において、プロスタ
グランジン E1が p38 MAP キナーゼおよび
SAPK/JNK の活性化を介し、オステオプロ
テジェリン産生を促進していることを明ら
かとしている。今回、プロスタグランジン
E1 によるオステオプロテジェリン産生と
AMPキナーゼの関連を検討した。その結果、
プロスタグランジン E1 は骨芽細胞において
AMP キナーゼを活性化すること、活性化さ
れた AMPキナーゼは p44/p42 MAPキナー
ゼおよび SAPK/JNK の細胞内情報伝達機構
とは別の機序でプロスタグランジン D2 によ
るオステオプロテジェリン産生を制御して
いることを明らかとした。 
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オプロテジェリン(OPG)産生を減弱する 
第 58回日本老年医学会学術集会            
2016年 6月 8日 金沢 
 
3. 黒柳 元、山本尚洋、貝沼慎悟、大口怜
央、藤田和彦、徳田治彦、小澤 修、大塚隆
信 
骨代謝における Racの TGF-による VEGF
産生への役割の検討 

第 1回日本骨免疫学会 ウインターセミナー     
2016年 1月 28日 軽井沢 
 
4. 黒柳 元、山本尚洋、貝沼慎悟、大口怜
央、藤田和彦、徳田治彦、小澤 修、大塚隆
信 
骨芽細胞において Racは TGF-による
VEGF産生を抑制的に制御している 
第 30回日本整形外科学会基礎学術集会        
2015年 10月 22日 富山 
 
5. 貝沼慎悟、黒柳 元、近藤 章、山本尚
洋、水谷 潤、徳田治彦、小澤 修、大塚隆
信 
骨芽細胞において resveratrolはPGF2によ
る osteoprotegerin産生を抑制する 
第 29回日本整形外科学会基礎学術集会       
2014年 10月 9日 鹿児島 
 
6. 山本尚洋、近藤 章、黒柳 元、貝沼慎
悟、水谷 潤、徳田治彦、小澤 修、大塚隆
信 
骨芽細胞において Rho-kinase は BMP-4に
よる osteocalcin産生を抑制的に制御してい
る 
第 29回日本整形外科学会基礎学術集会       
2014年 10月 9日 鹿児島 
 
〔図書〕（計 0件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日： 
国内外の別：  
 
○取得状況（計 0件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.med.gifu-u.ac.jp/labo/pharma/i
ndex.html 
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