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研究成果の概要（和文）： 

 骨形成と骨吸収の調節のしくみに関して，骨芽細胞と破骨細胞の分化と機能に Wnt シグナル

と骨誘導因子(BMP)シグナルの２つのシグナル伝達経路のクロストークが重要な役割を果たし

ていることを明らかにした．骨吸収阻害活性を有するオステオプロテグリンがこれらの２つの

シグナルの標的分子であり，その調節の機構として，それぞれのシグナル伝達経路のシグナル

分子間の相互作用を介していることを見出した．また，ある種の miRNA が骨芽細胞分化に関

与し BMP はそのプロセシングを調節した． 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we demonstrated that two cellular signaling pathways of Wnt and bone morphogenetic 

protein (BMP) control both differentiation and function of osteoblasts and osteoclasts during processes 

of bone formation and resorption. These Wnt and BMP signaling regulates osteoprotegerin (OPG), also 

known as osteoclastogenesis inhibitory factor, which can inhibit the production of osteoclasts. The 

regulation of OPG expression is mediated through two transcription pathways such as Wnt and BMP 

that involve the OPG promoter. We also demonstrated that osteoblastic differentiation mediated by 

certain miRNA expression and BMP-2 down-regulates miR-206 expression at the post-transcriptional 

level and that BMP-2 could regulate miRNA biogenesis by a novel mechanism. 
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骨芽細胞分化に必須の転写因子である

β-catenin の役割の重要性は解明されたにもか

かわらず，LRP5 の変異によってなぜ骨形成

が変化するのか，骨組織特異的な Wnt-LRP

系シグナル分子が存在するか，骨芽細胞の分

化と破骨細胞分化の制御のシステムの全貌

は明らかにはなっていない． 

 

２．研究の目的 

本研究では，骨芽細胞分化と破骨細胞分化

のクロストークを介する分子としての

Wnt/LRPシグナルおよびβ-cateninの機能を解

明することを目的とする．さらに，β-catenin 

のユビキチン・プロテオソーム系における分

解制御ならびに miRNA による翻訳制御の機

構を明らかにすることを目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) Wnt/LRP シグナリングの骨芽細胞の OPG

及び RANKL 産生に及ぼす分子機構の解明 

マウス OPG 遺伝子プロモーターをクロー

ニングし，β-catenin による転写活性化領域を

解析した．BMP-2 が OPG ならびに RANKL

産生にいかなる影響を及ぼすか調べた．クロ

マチン免疫沈降法や EMSA 法を用いて転写

調節因子複合体を調べた．また， tRNaseZ 

utilizing ノックダウン法を用いて，Wnt/LRP

シグナルに応答する OPG ならびに RANKL

タンパク質にどのような影響を与えるかを

ELISA 法，Western Blot 法を用いて測定した． 

(2) Wnt シグナリング活性化薬剤の開発 

Wnt シグナルを増強する sgRNA を数種類

化学合成し，C2C12 細胞等の培養系に導入し

た．アルカリフォスファターゼ活性染色，von 

Kossa 染色やリアルタイム RT-PCR を用い

Runx2, osterix, typeI collagen, osteocalcin, アル

カリフォスファターゼ, BSP, MEPE, MMP-13

などの mRNA の発現量を測定し，骨芽細胞分

化に対する評価を行った． 

(3) Wnt，LRP ならびに種々のシグナル分子の

組換えタンパク質の作製 

 発現プラスミドを培養細胞に導入して，培

地中に分泌された組換えタンパク質を回収，

精製を行った． 

(4) Wnt の Non canonical なシグナル経路と骨

芽細胞分化の関連性の検討 

 Wnt5a発現プラスミドを導入したC2C12細

胞および MC3T3-E1 細胞における Runx2, 

osterix, typeI collagen, osteocalcin, アルカリフ

ォスファターゼ, BSP, MEPE, MMP-13 などの

mRNA の発現量をリアルタイム PCR や

RT-PCR 法で測定し，骨芽細胞分化に対する

評価を行った． 

(5) Wnt シグナリングの in vivo における骨形

成・骨吸収活性の検討 

 Wnt シグナリングの in vivo における骨形

成・骨吸収の程度を測定し評価した． 

(6) miRNAによるWnt/LRP シグナリングの応

答分子の修飾の分子機構の解明 

Wnt シグナルに応答し発現量の変化する

miRNA を miRNA 発現アレイにより検討した．

発現量に変化が見られた miRNA に関してリ

アルタイム PCR を用いて定量的に調べた．ま

た，これら miRNA をノックダウンさせて，

Wnt/LRP シグナルに応答する OPG ならびに

RANKL や Runx2, osterix, typeI collagen, 

osteocalcin, アルカリフォスファターゼなど

の mRNA の発現にどのような影響を与える

かを RT-PCR 法などを用いて測定した． 

(7) Wnt シグナリングにおける骨芽細胞特異

的シグナル分子の同定 

シグナル分子が会合し相互作用するタン

パク質のスクリーニングを行い，その cDNA

分子のクローニングを試みた．得られた

cDNA については，その分子会合がいかなる

シグナル機構を修飾し，骨形成に関わるいか

なる遺伝子発現を制御するのか，その分子機

構を調べた． 

(8) ユビキチン化と骨芽細胞分化の関連性の

検討 

β-catenin 分子の数か所のユビキチン化に関

与する候補部位を変異させた数種類のコン

ストラクトを作製し，骨芽細胞分化に対する

影響を調べた．C3H10T1/2 細胞，C2C12 細胞

に Z-Leu-Leu-Leu-CHO など種々のプロテオ

ソーム阻害剤を加え培養し，それらの影響を

調べた．また，Tcf-4 などの SUMO 化による

制御を受けるターゲット因子とその制御機

構と骨芽細胞分化との関連性を検討した． 

 

４．研究成果 

(1) マウス OPG 遺伝子プロモーター領域

1.5kb をクローニングし，ルシフェラーゼレ

ポーターコンストラクト OPG1478-luc を作製

した．OPG1478-luc の転写活性は，活性型

β-catenin もしくは Wnt3a によって 10 倍以上

上昇した．この β-catenin による転写活性化領

域を同定するために，４つの欠失レポーター



 

 

コンストラクトを作製した．活性型 β-catenin
による反応性を有する領域に存在する

Lef/Tcf1 認識部位をコンピューター解析した

ところ，４つの候補部位が見出された．そこ

でこれらの４つの部位の変異レポーターコ

ンストラクトを作製した．これらのコンスト

ラクトを用いた解析から site2 と site4 が，活

性型 β-catenin の応答に関与することが明ら

かになった．クロマチン免疫沈降法や EMSA
法を用いた解析から，この２つの部位におけ

る転写調節因子複合体に β-catenin および

Tcf1 の存在が明らかになった．

(2) C2C12 細 胞 で は OPG の 産 生 は Wnt/
β-catenin（図１）及びBMP-2によって増大し

た．破骨細胞分化を抑制し，この作用をPTH
や活性型ビタミンＤが修飾することが考え

られた．一方，RANKLの発現はWnt/β-catenin
及びBMP-2いずれによっても抑制された（図

２）．

図１ OPGの産生

図２ RANKLの産生

(3) C2C12細胞におけるIP-Western法を用いた

解析からβ-cateninとBMP-2シグナルのSmad1
が細胞内において複合体を形成すること，ク

ロマチンIP法を用いた解析からβ-cateninと
Smad1がOPG遺伝子プロモーターのsite 2及び

site 4に結合することを見出した．Site 2および

site 4は，研究代表者によって同定されたOPG
遺伝子プロモーターの古典的Wntシグナル応

答領域である．以上の結果から，これらの分

子の複合体によって骨芽細胞のOPG遺伝子

発現を制御していることが明らかになった．

(4) Wnt の Non canonical なシグナル経路と骨

芽細胞分化の関連性の検討したところ，

Wnt5a-C2C12 細胞では，ある miRNA の発現

量が減尐していることが明らかとなった．

Non canonicalなWntシグナル経路が骨芽細胞

分化と関連している可能性が示唆された．

(5) 作製したWntシグナル分子組換えタンパ

ク質及び Wnt シグナルを活性化させる

sgGSKLについて，生体内での骨形成促進効

果を調べるため，雄４週齢JcI:ICRマウスを用

い評価を行った．0.5-5 nmolの種々の濃度の

2’-O-methyl sgGSKL RNA も し く は pRNA 
Tin-H1.2/Neo-sgGSKLの連続投与によって骨

の厚さの増大が観察された．このことから

Wntシグナルがマウス個体においても骨形成

誘導活性を有する可能性が示唆された．

(6) 骨芽細胞分化における種々のmiRNAの変

動についてリアルタイムPCR法を用いて調べ

た．C2C12細胞においてBMP-2によって

miR-206の発現が著しく低下すること，この

低下にはmiR-206のプロセシングの抑制を介

することが明らかになった．他方，Wntシグ

ナルによるmiR-206の発現低下には，異なる

機構の存在が示唆され，miRNAによってWnt
シグナリングの応答分子を修飾しうる可能

性が考えられた．

(7) Wnt シグナルの有無における miRNA の

発現変化について miRNA アレイを用いて調

べた．C2C12 細胞で Wnt3a の発現によって

発現量が増大する miRNA と減尐する

miRNA をそれぞれ数種類ずつ同定した．さ

らにリアルタイム PCR 法を用いてそれらの

変動量を詳細に調べた．Wnt3a の発現によっ

て増加した miRNA は，MC3T3-E1 細胞にお

いても発現が高い miRNA であった．これら

の miRNA をノックダウンさせたところ，

RANKL や Runx2 の mRNA の発現が減尐し

た．これらより，これらの miRNA の発現は

骨芽細胞分化と何らかの関連性があること

が考えられた． 

(8) 骨髄ストローマ細胞のケモカインの発現

量を ELISA 法によって測定したところ Wnt

シグナルによって調節されていることを見

出した． 

(9) GSK-3βを抑制させWntシグナリングを活

性化させる sgGSKL について，2’4’-Bridged 



 

 

Nucleic Acid (LNA: Locked Nucleic Acid)をい

くつかの塩基に挿入した種々の 2’-O-メチル

化 RNA を化学合成によって作製した．これ

らの sgRNA を，C2C12 細胞，CH310T1/2 細

胞等にトランスフェクションして，リアルタ

イム RT-PCR 法などにより，骨芽細胞の分化

の指標となる mRNA 発現などに及ぼす影響

を調べた．LNA 塩基によるノックダウン活性

を調べたところ，ある部位への LNA 塩基の

挿入はノックダウン効果を増大させた． 

(10) β-catenin 分子の数か所のユビキチン化に

関与する候補部位を変異させた数種類のコ

ンストラクトを作製し，骨芽細胞分化に対す

る影響を調べたところ，ALP 活性が増大した．

また，種々のプロテオソーム阻害剤を用いて

骨芽細胞や破骨細胞の分化に与える影響を

調べたところ，骨芽細胞の分化を促進し破骨

細胞の形成や機能を抑制することが明らか

になった． 
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