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研究成果の概要（和文）：　スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）は生理活性を持つ脂質メディエーターで、我々は
これまでに骨芽細胞の分化促進作用メカニズムについて報告してきた。本研究では、S1Pによる間葉系幹細胞の
骨芽細胞分化促進作用メカニズムについて検討した。特に、骨形成を制御するWntシグナル伝達経路の関与につ
いて、β-カテニン依存性と非依存性経路に着目し検討を行った。
　その結果、S1Pによるβ-カテニン非依存性経路のリガンドWnt5a分泌増加は、LRP5/6発現増加を引き起こし、
結果的にβ-カテニン依存性経路を活性化して骨芽細胞分化が促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Sphingosine-1-phosphate (S1P) is known as the signaling sphingolipid and 
the bioactive lipid mediator that also plays crucial roles in osteogenic differentiation. In the 
present study, we investigated the involvement of Wnt signaling on S1P-induced osteogenic 
differentiation of MSC. We particularly paid attention to β-catenin-dependent and -independent Wnt 
signaling pathways because both signaling pathways regulate bone formation.
  We found that S1P up-regulated Wnt5a expression, leading to the induction of LRP5/6 expression, 
resulting in the increase of β-catenin-dependent Wnt signaling, and thereby promoting MSC 
differentiation into osteoblast.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における歯周病罹患率は高く、今後、
歯周病治療や歯周組織再生療法の需要はま
すます高まると予想される。 
間葉系幹細胞 (MSC) は、特異的な転写因

子の働きにより、骨芽細胞、脂肪細胞、線維
芽細胞などへの多分化能を有するが、歯根膜
組織中には、線維芽細胞、骨芽細胞、セメン
ト芽細胞など多くの細胞成分が含まれるこ
とから、歯根膜幹細胞の分化能は歯周組織の
恒常性の維持または再生に寄与すると考え
られる。 
脂質メディエーターであるスフィンゴシ

ン-1-リン酸 (S1P) は、細胞膜上の S1P 受容
体を介して様々な細胞応答を引き起こす。
S1P の硬組織に対する作用として、破骨細胞
分化抑制作用、骨芽細胞分化促進作用が知ら
れており、我々はこれまでに、骨芽細胞にお
いて、S1P による骨芽細胞分化促進メカニズ
ムならびに MSC の脂肪細胞分化抑制メカニ
ズムについて報告してきた。一方、MSC に
おいて、S1P が骨芽細胞分化誘導時の骨芽細
胞分化マーカー発現を増加し、石灰化を促進
することを現象論として見出した。しかしな
がら、この MSC の骨芽細胞分化促進作用に
おける S1P の作用点や詳細な分子基盤は明
らかとなっていない。 
骨組織の形成を制御している Wnt シグ

ナル伝達経路には、β-カテニンの核移行を伴
うβ-カテニン依存性経路とβ-カテニン非依存
性経路が存在する。MSC の骨芽細胞分化に
おいては、近年 β-カテニン非依存性経路のリ
ガンドである Wnt5a が、β-カテニン依存性
経路の活性化に重要な LRP (low density 
lipoprotein receptor-related protein) 5/6 受
容体発現を増加させることで、間接的に β-カ
テニン依存性経路を活性化して骨芽細胞分
化を促進することが明らかになった。 
そこで、S1P が Wnt5a を介して MSC 

の骨芽細胞分化を促進するという仮説を立
て、検討することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、S1P による MSC の骨芽細胞
分化促進作用における Wnt シグナル伝達経
路の関与と、そのメカニズム解明を行い、
MSC 分化機構についての新たな知見を得る
こと、また、新規の歯周組織再生治療戦略へ
の発展に繋がる有益な情報を得ることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 細
胞を用いて、S1P が β-カテニン依存性経路
の活性化に重要な LRP5/6 発現に及ぼす影
響について解析する。 
(2) Wnt5a 中和抗体を用いて、S1P が 
LRP5/6 発現に及ぼす影響に、Wnt5a の発
現が関与するかどうかについて検討を行う。
また、S1P が Wnt5a を介して骨芽細胞分化

に及ぼす影響について、骨芽細胞分化マーカ
ー遺伝子解析にて検討する。 
(3) S1P による MSC の骨芽細胞分化促進
作用に、β-カテニン依存性経路が関与するか
どうかについて、β-カテニン依存性経路を阻
害する Dkk1 タンパク質の中和抗体を用いて
検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) はじめに、C3H10T1/2 細胞を用いて、
S1P が β-カテニン非依存性経路の Wnt5a、 
β-カテニン依存性経路の Wnt10b 発現に及ぼ
す影響を検討した。骨芽細胞分化誘導によっ
て増加した Wnt5a の遺伝子発現、タンパク
質の分泌は S1P の添加によって更に増加し
たが、S1P は Wnt10b の遺伝子発現、タンパ
ク質分泌には影響を及ぼさなかった（図 1）。 
次に S1P が LRP5/6 の発現に及ぼす影

響について検討したところ、骨芽細胞分化誘
導によって、両遺伝子の発現は増加したが、
S1P の添加により更に増加することが示さ
れた（図 2）。 
 
図 1 S1P が Wnts の遺伝子発現および 

タンパク質発現に及ぼす影響 
 

 
* p<0.05 vs. control（骨芽細胞分化誘導なし） 
# p<0.05 vs. 骨芽細胞分化誘導 
 
 
図 2 S1P が LRP5/6 遺伝子発現に及ぼす 
   影響 
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B LRP6 遺伝子発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
* p<0.05 vs. control（骨芽細胞分化誘導なし） 
# p<0.05 vs. 骨芽細胞分化誘導 
 
(2) Wnt5a 中和抗体を用いて、S1P による β-
カテニン非依存性経路の Wnt5a 発現増加作
用が、β-カテニン依存性経路の LRP5/6 発現
に関与するか検討した。Wnt5a 中和抗体を添
加し、内在性の Wnt5a を阻害すると、骨芽
細胞分化誘導時の LRP5/6 遺伝子発現は減
少し、S1P の添加による LRP5/6 発現増加は
認められなかった（図 3）。 
 
図 3  S1P が Wnt5a を介して LRP5/6  

遺伝子発現に及ぼす影響 
 

A LRP5 遺伝子発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
B LRP6 遺伝子発現 

 
 
 
 
 
 
 
 

* p<0.05 vs. 骨芽細胞分化誘導  
(Wnt5a 中和抗体なし) 

 
 
さらに、骨芽細胞分化誘導時の alkalin 
phosphatase (ALP) 遺伝子発現は減少し、
S1P による発現増加も認められなかったが、
一方で、osteocalcin (OC) 遺伝子発現につい
ては、Wnt5a 中和抗体の影響は認められず、
S1P による発現増加も認められなかった（図
4）。 
 
 
 
 
 

図 4  S1P が Wnt5a を介して骨芽細胞 
分化マーカー遺伝子発現に及ぼす影響 
 

A ALP 遺伝子発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
B OC 遺伝子発現 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
* p<0.05 vs. 骨芽細胞分化誘導  

(Wnt5a 中和抗体なし) 
 
(3) 当初、人工的に歯周炎を惹起させた in 
vivo 動物実験モデルを用いて、S1P が歯周
組織再生に及ぼす影響についての解析を行
う予定であったが、その前に S1P による間葉
系幹細胞の骨芽細胞分化促進作用に、β カテ
ニン依存性経路が関与するかどうかについ
て、多方面から検討しておく必要があると考
えられたため、β-カテニン依存性経路を阻害
する Dkk1 タンパク質の中和抗体を用いて、
S1P による骨芽細胞分化促進作用への影響
についての検討を行うこととした。 
β-カテニン依存性経路を阻害する Dkk1 タ

ンパク質の分泌について、マウス骨芽細胞様
細胞株MC3T3-E1細胞を用いてELISA法に
て解析したところ、Dkk1 タンパク質の分泌
が認められた。また、Dkk1 中和抗体を用い
て内在性の Dkk1 を阻害すると、β-カテニン
依存性経路が活性化した（図 5）。 
 
図 5 骨芽細胞における Dkk1 タンパク質の 
   分泌および Dkk1 中和抗体による 

β-カテニン依存性経路の活性化 

* p<0.05 vs. day0       * p<0.05, ** p<0.01   



また、C3H10T1/2 細胞に骨芽細胞分化誘導
を行うと、Dkk1 タンパク質の分泌は増加し
たが、S1P の添加は影響を及ぼさなかった（図
6）。 
 
図 6 MSC における Dkk1 タンパク質の 

分泌 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* p<0.05 
 
さらに、Dkk1 の中和抗体を用いて内在性

の β-カテニン依存性経路を活性化させ、S1P 
の影響を検討した。 

Dkk1 中和抗体は、S1P の LRP5/6 遺伝
子発現増加作用に影響を及ぼさなかった。一
方、Dkk1 中和抗体存在下では、S1P による
ALP 遺伝子発現の相乗的な増加と、OC 遺
伝子発現の増加傾向が認められた（図 7）。 
 
図 7 内在性の β-カテニン依存性経路の 
   活性化が S1P の骨芽細胞分化促進 

作用に及ぼす影響 
 

* p<0.05 vs. 骨芽細胞分化誘導  
(Dkk1 中和抗体なし) 

# p<0.05 vs. 骨芽細胞分化誘導  
            (Dkk1 中和抗体あり) 
 
すなわち、S1P の LRP5/6 発現増加を介

した骨芽細胞分化促進作用には、内在性の β-
カテニン依存性経路は関与しないことが示
唆された。 
以上の結果から、MSC の骨芽細胞分化に

おいて、S1P の Wnt5a 分泌促進作用により、 
LRP5/6 発現が増加することによって、結果
的に β-カテニン依存性経路が活性化され、 
骨芽細胞分化が促進することが示唆された。
本研究成果は、歯周組織における支持歯槽骨
の再生誘導剤としての S1P の可能性を示す
ものと考えられる。 
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