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研究成果の概要（和文）：GSK3阻害薬の中でSB216763が強力な破骨細胞分化抑制効果を認めた。また、GSK3阻害
薬はCOX-2やｍPGES-1を抑制し、破骨細胞の分化阻害した可能性がある。骨芽細胞でも、SB216763が最も石灰化
を促進した。アデニン腎症マウスを用いた実験で、リチウムの経口投与が海綿骨量を増加させた。しかし、尿崩
症をきたすため、他の特異的なGSK3阻害薬の効果の検討および局所投与の方法に更なる検討が必要である。GSK3
阻害は骨再生に導くが、GSK3は多彩な生理活性に重要な役割を担うため、癌化のリスクが懸念される。GSK3活性
化薬のDIF-1が癌の増殖・浸潤を抑制することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：SB216763 inhibited the strongest osteoclast differentiation. Moreover, the 
GSK3 inhibitors might inhibit osteoclast differentiation by suppressing the production of PBE2 
through inhibition of COX-2 and mPGES-1. In response to the effect on osteoblasts, SB216763 resulted
 in promoting the most calcification.Although systemic administration of GSK3 inhibitors promotes 
bone formation, it was not known whether it is effective in patients with renal failure. Oral 
administration of lithium increases trabecular bone mass using adenine-induced uremic mice. It would
 be necessary to investigate the effect of other specific GSK3 inhibitors and study of the drug 
delivery system for local administration.Inhibiting activation of GSK3 would promote bone 
regeneration. On the other hand, we must also be concerned about the risk of cancer progression. 
Differentiation inducing factor-1, GSK3 activator, suppressed cancer proliferation / infiltration. 

研究分野： 薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

骨再生を調節する複数の細胞内シグナルの
中で、Wnt/-catenin シグナル伝達経路は骨芽
細胞への分化調節に重要な働きをしている
ことが報告されている。我々はこの伝達経路
の主要な調節因子である GSK-3 に注目した。
GSK-3ヘテロ欠損マウス(GSK-3)では、
Wnt/-cateninシグナル伝達経路の恒常的活性
化により Wnt 標的遺伝子であり、骨芽細胞分
化に不可欠な Runx2 の発現が上昇し、骨量の
増加ならびに骨再生速度の上昇が認められ
た。このことから、GSK-3 は骨代謝と骨再生
の調節に重要な働きをしており、骨再生促進
薬として期待できるターゲットになりえる
ことを見出した。GSK-3 阻害薬は未分化間葉
系細胞において、Wnt/-catenin シグナル依存
性に骨芽細胞の分化を促進し、破骨細胞にお
いて Wnt/-catenin シグナル非依存性に分化
を抑制することを明らかにした。さらに、
GSK-3 阻害薬をラットの骨損傷部に局所投
与することで、新生骨形を促進できることが
示唆された。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は我々が培養細胞と骨欠損モデルラ
ットを用いて、局所投与により骨再生を促進
することを見出したグリコーゲン合成酵素
キナーゼ（GSK）-3 阻害薬の“骨再生促進薬
“としての臨床応用を目指す橋渡し研究で
ある。我々はすでに GSK-3 阻害薬の一つで
あるリチウムの生体内での作用について検
討を行い、リチウムの局所投与が骨形成を促
進することを明らかにしてきた。しがしなが
ら、解明できていない作用機序や臨床応用す
るにあたり解決すべき課題も明らかとなっ
た。そこで、本研究は、①破骨細胞における
GSK-3 の役割の解明、②リチウムより優れた
GSK-3 阻害薬の探索、および③既存の骨再生
療法との併用効果の検討の３点について検
討する予定としていた。これら以外にも
GSK3 阻害薬のの抗炎症効果、腎不全におけ
る全身投与の骨形成への効果、癌に対する骨
化を検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) 前破骨細胞として RAW-D 細胞を 37℃、
5％CO2気相下、10%FBS 含有α-MEMで培
養した。分化誘導には、RANKL 50ng/μl
で 4日間刺激した。培地は 2日毎に交換
した。種々の GSK3 阻害剤を用いて、破
骨細胞分化に与える影響を検討した。評
価は、TRAP 染色を行い、活性および破
骨細胞数をカウントした。 

(2) また、ウエスタンブロット法により、破
骨細胞分化のマスター調節因子である
NFATc1のタンパク質発現を評価した。 

(3) 次に、破骨細胞分化調節には骨芽細胞の
インタラクションも無視できない。骨芽

細胞から分泌される因子によっても影
響されるため、破骨細胞分化誘導因子で
あるRANKLおよび OPGのタンパク質発現
をウエスタンブロット法で検討した。未
分化間葉系細胞 C3H10T1/2 を 37℃、5％
CO2 気相下、10%FBS 含有α-MEM で培養
し、種々の GSK3 阻害剤で刺激を行った。 

(4) 破骨細胞の分化促進因子として、円強刺
激が有名であるため、GSK3 阻害薬が炎
症反応に与える影響を検討することと
した。細胞はヒト急性単球性白血病細胞
株である、THP-1 を PMAによってマクロ
ファージ様細胞に分化させて用いた。
LPS 10 μg/ml を培地に添加して炎症
刺激を加え、GSK-3阻害薬の抗炎症効果
を検討した。 

(5) 未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2 を用い
て、より強力は骨形成作用のある GSK３
阻害薬の探索を行った。9 日間、37℃、
5％CO2気相下、10%FBS含有α-MEMで培
養し、アルカリフォスファターゼ染色で
評価した。 

(6) in vitro で検討した特異性や阻害機序
の違う GSK-3 阻害薬の効果を、生体内で
も検証を行った。雄 11 週齢の Wistar
ラットの足を除毛・消毒（70％エタノー
ル）し、三種混合麻酔薬 (塩酸メデトミ
ジン 0.15 mg/kg; ミダゾラム 2 mg/kg; 
酒石酸ブトルファノール 2.5 mg/kg) 
を腹腔内注射し、以下の処理を行った。
脛骨に 30 mm の皮膚切開を加え、筋肉お
よび骨膜を剥離して脛骨表面を露出さ
せる。膝関節から 6 mm 下方から歯科用
バーで長さ 5 mm、幅 1.5 mm、深さ 1 mm
の骨欠損を作製する。欠損サイズは、事
前に作製しておいた同サイズの型を用
いることで規定した。BD マトリゲル TM 
基底膜マトリックスは低温では液状だ
が、およそ 30 度でゲル化する性質があ
る。この性質を利用した GSK-3阻害薬の
局所投与方法として、生理食塩水で溶解
した GSK-3 阻害薬溶液を作製し、氷上
で液状の至適終濃度の GSK-3 阻害薬を
含有した BD マトリゲル TM 基底膜マ
トリックスを調整した後に、 37 ℃の温
水上でゲル化させ、骨欠損部に作製した
ゲルを填入し、吸収性のコラーゲン膜で
被覆した。術野を生理食塩水で洗浄し、
切開部位を縫合した。ラットは術後 14
日後にセボフルレン吸入により安楽死
させ、脛骨を摘出して解析を行った。骨
形態計測の解析には micro-CT Skyscan 
1076 scanner を用いて、撮影条件は
60 kV, 167 μA でスライス幅 18 μm 
で行った。 

(7) GSK3 を操作することで、骨再生には良
い効果をもたらしているが、同時に
GSK3 は生理活性に重要な役割をになう
ため、癌化のリスクに関しても懸念しな
ければならない。GSK3 活性化薬である



LiCl (10mM) SB216763 (10μM) Wnt3a (100ng/ml)control
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Tideglusib (10μM)

図１：GSK3阻害剤のRAW-Dにおける破骨細胞分化に対する影響

Differentiation inducing factor-1 
（DIF-1）が悪性黒色腫細胞株である
B16BL6 細胞に及ぼす増殖抑制効果およ
び浸潤抑制効果を検討した。細胞は
37℃、5％CO2 気相下、10%FBS 含有
RPMI1640 で 培 養 し た 。 経 時 的 に
MTTassay を用いて増殖に対する影響を
検討した。浸潤に対する効果の評価は、
Boyden chamber に 10µg のマトリゲルを
コーティングして、血清を含まない培地
で細胞を播種し、10％FBS を誘導因子に
して細胞遊走・浸潤に及ぼす DIF-1の影
響を検討した。 

４．研究成果 
(1) 種々の GSK3 阻害薬、いずれも破骨細胞

分化を抑制することが分かった。古典的
Wnt シグナル伝達経路のアゴニストで
ある Wnt3a の刺激では反対に破骨細胞
分化促進的に働いていることから、Wnt
シグナル非依存的な経路で効果を発揮
している可能性が示唆された。 

(2) 上記の結果と相関して、NFATc1 のタン
パク質発現は GSK3 阻害薬により減少し
ていることがわかった。 

(3) 骨芽細胞における破骨細胞調節因子の
発現に関しては、GSK3 阻害薬はオステ
オプロテジェリン（OPG）の発現を上昇
させることで、OPG/RANKL 比を上昇させ
ることが分かった。 

 
(4) 次に、GSK3 阻害薬は LPS 刺激による炎

症反応を抑制することが分かった。
COX-2 とｍPGES-1 の発現抑制をするこ
とで、プロスタグランジン E2 の産生を
抑制できることが明らかになった。 

 
(5) 芽細胞における GSK3 阻害薬の骨形成効

果の検討では、SB216763 が最もアルカ
リフォスファターゼ活性が強力である
ことがわかった。 

 

 
(6) ラット骨欠損モデルにおいて、GSK3 阻

害薬局所投与における骨形成促進効果
に明らかな差を認めなかった。 

(7) 腎不全モデルにおける、塩化リチウムの
全身投与では海綿骨量の骨形成を促進
することはできたが、皮質骨の骨形成促
進はしなかった。 
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図2：GSK3阻害剤のRAW-DにおけるNFATｃ１発現への影響
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図3：GSK3阻害剤のC3H10T1/2におけるOPG/RANKLへの影響
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図4：GSK3阻害剤のTHP-1における炎症への影響
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図5：GSK3阻害剤のC3H10T1/2における骨形成への影響
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図6：GSK3阻害剤局所投与の骨再生に及ぼすin vivo実験

アデニンマウスの海綿骨量はGSK-3β阻害により増加する

冠状断面（海綿骨評価域）
CNT CKD CKD-GSK-3β+/- CKD+LiCl

横断面（皮質骨評価域）

CNT CKD CKD-GSK-3β+/- CKD+LiCl

図7：腎不全マウスにおける塩化リチウム全身投与の骨形成に及ぼす影響



 
(8) GSK3 は多彩な生理活性を持つため、癌

化のリスクが懸念されるため、GSK3 活
性化薬のがんに対する影響を検討した。
GSK3 活性化薬である DIF-1 は悪性黒色
腫細胞株 B16BL6 の増殖と浸潤を抑制し
た。 
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