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研究成果の概要（和文）：Wntシグナル下流新規骨形成促進因子と抑制因子を見つけるため、Wnt活性の上昇と低
下に応じて細胞死を誘導するシステムを確立し、TGFβファミリー分子がWntシグナル促進に関与することを見出
した。Wnt3a処理した骨髄間葉細胞をリン酸化タンパク質量分析に供すると、5つの培養replicateにおいて上昇
するリン酸化ペプチドを得た。骨髄間葉細胞の骨芽細胞分化および脂肪細胞分化過程において、TGFβ ファミリ
ーのシグナルが大きく変動していた。WntレポーターAxin2-tomatoマウスを用いた骨折治癒モデルにおいて、Wnt
応答性にTGFβファミリー分子が治癒促進に貢献することがわかった。

研究成果の概要（英文）：To find novel downstream bone formation activators and inhibitors of Wnt 
signaling, we established a system to induce cell death in response to both elevated and decreased 
Wnt activities. Using this system, we found that a TGFβ family molecule was involved in the 
promotion of bone formation downstream of Wnt signaling. Phospho-Mass spectrometry analysis revealed
 that this TGFβ family molecule was phosphorylated in response to Wnt3a in five bone marrow stromal
 culture replicates. The expression of this TGFβ family molecule was upregulated during osteoblast 
differentiation, and downregulated in accordance with adipocyte differentiation of bone marrow 
stromal cells.  In a bone fracture healing model using Wnt reporter Axin2-tomato mice, we found that
 this TGFβ family molecule contributes to bone fracture healing in Wnt responder cells.

研究分野： 分子生物学、口腔生化学

キーワード： Wnt 　骨形成　リン酸化質量分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本は、現在高齢化社会にあり、骨粗鬆症患者急増が社会問題となっている。現在の骨粗鬆症治療薬は骨吸収抑
制薬が主流であるが、骨吸収抑制薬は骨形成も低下させ、骨質低下が生じる問題点がある。一方、上市されてい
る骨形成促進薬は、副甲状腺ホルモン製剤と細胞外Wnt阻害タンパクであるスクレロスチンの中和抗体の２種類
しかないが、どちらも安全性に懸念があり、長期に用いることは出来ない。骨粗鬆症治療は長期に渡るため、両
者とは異なる作用機構の骨形成促進薬の開発が喫緊の課題である。本研究の成果は、既存の骨形成促進薬と異な
る分子ターゲットを提案し、治療が難しい続発性骨粗鬆症の治療法確立に寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

上市中の骨形成促進薬が副甲状腺ホルモン(PTH)製剤テ

リパラチド１剤のみだったので、骨形成促進薬の開発が

望まれ、代表者もまた開発のための基礎研究に努めてき

た。代表者による活性型ビタミン D製剤の研究は、活性型

ビタミン D 製剤が骨吸収抑制薬であることを証明した

（Nakamichi Y et al., J Bone Miner Res 2017）。代表

者らは、古典・非古典経路双方に関与し異端 Wnt 受容体と

呼ばれる Ryk に着目し、骨芽細胞特異的 Ryk KO マウスを

作製し表現型を解析した（Kim et al., PNAS 2019）。その

結果 Ryk シグナルは骨形成促進シグナルであることが判

明した（図 1）。一方で Ryk リガンドや下流の分子については判然としていない。以上の経緯に

より Wnt シグナルに着目し、バイアスのかからない方法による本課題「Wnt シグナル活性を指標

としたプロテオゲノミクス探索解析による骨形成促進薬の開発」の構想に至った。 

 
 
２．研究の目的 
日本は高齢化社会を迎え、骨粗鬆症患者が急増しその対策が急務となっている。骨粗鬆症治療薬

には、骨吸収抑制薬と骨形成促進薬があるが、前者が主流である。しかし骨吸収を抑制すると、

骨形成が低下し、骨質低下が生じる問題点がある。一方、上市されている骨形成促進薬は、PTH

製剤と細胞外 Wnt 阻害タンパクであるスクレロスチンの中和抗体の２種類しかないが、どちら

も安全性に懸念があり、長期に用いることは出来ない。骨粗鬆症治療は長期に渡るため、両者と

は異なる作用機構の骨形成促進薬の開発が喫緊の課題である。骨粗鬆症治療は長期に渡るため、

テリパラチドとは異なる作用機構の骨形成促進薬の開発が喫緊の課題である。本研究は、「骨形

成促進シグナルである Wnt シグナル活性を指標としたプロテオゲノミクス探索解析による骨形

成促進薬の開発」が目的である。 

 
 
３．研究の方法 

(1)活性型ビタミン D シグナルの過剰は、高カルシウム血症、骨吸収亢進と骨形成低下による骨

量低下、体重減少および軟組織の石灰化をもたらす。このような複合的な症状を高ビタミン D症

と呼ぶ。高用量の活性型ビタミン Dを骨芽細胞特異的ビタミン D受容体欠損(Osx-VDR-cKO)マウ

スと対照マウスに投与し、骨形成促進作用を有する PTH と Wnt の阻害因子スクレロスチンの血

清レベルの変化、血清カルシウム、リン値の変化、軟組織の石灰化および体重変化を調べた。高

ビタミン D症における Wnt シグナルの重要性を証明した。 

(2)骨芽細胞分化に関与する細胞内 Wnt 下流 シグナルコンポーネントを同定する。そのために、 

リコンビナント Wnt3a で刺激した骨髄間葉細胞株 ST2 を、液体クロマトグラフ-タンデム型質量

分析（LC-MS/MS）によるリン酸化質量分析 Phospho-MS に供した。 

(3)ゲノムワイドの Wnt 下流骨形成制御因子同定のため、遺伝子機能喪失アプローチである 

CRISPR-KOライブラリーとWnt活性の上昇に応じて細胞死を誘導するレポーターもしくはWnt活

性の上昇に応じて細胞死を回避するレポーターを ST2 細胞に導入した。 

(4)既に我々が骨形成を促進することを見出していた Wnt 非典型的な受容体 Ryk について、免疫
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機能について解析した。 

 (5) (2)および(3)の実験で同定された因子について、

マウス脛骨骨折治癒過程において発現がどのように変

化するか解析した。 

 
 
４．研究成果 

(1)高用量(5 μg/kg 体重/day)の活性型ビタミン Dを骨

芽細胞特異的ビタミン D 受容体欠損(Osx-VDR-cKO)マウ

スに投与しても、高ビタミン D症を呈さず、骨吸収、血

清カルシウム値、リン値は正常であり、軟組織の石灰化

および体重減少も認められなかった（発表雑誌論文 Mori 

et al., Endocrinology 2020）(学会発表 The 24th 

Vitamin D workshop, 2022)。また、リン利

尿ホルモン線維芽細胞増殖因子 23 (FGF23)

の上昇も Osx-VDR-cKO マウスでは抑えられ

ていた（発表雑誌論文 Mori et al., 

Endocrinology 2020）。血清スクレロスチン

レベルは、活性型ビタミン D 投与により著

しく上昇したが、Osx-VDR-cKO マウスでは、

上昇しなかった。リン利尿作用を有するホ

ルモンである PTH は活性型ビタミン D 投与

により分泌抑制されたが、Osx-VDR-cKOマウ

スでも同様に分泌抑制されていた（図２）

(表 1)。この結果より、Wnt も PTH も骨アナボリック作用を有するものの、活性型ビタミン D過

剰による骨代謝の異常に PTH 分泌は寄与しないことが示唆され、改めて Wnt の重要性が示され

た。 

(2)Tandem Mass Tag を用いた質量分析により 5つの Biological replicate ST2 培養細胞ロット

において共通にシグナル強度が上昇する TGFβファミリー分子リン酸化ペプチドを得ることが

出来た (図３)（米国セントルイスワシントン大学 Major 教授との共同研究）。 

(3)Wnt 活性の上昇に応じて赤色蛍光色素の発光とともにゼオシン耐性を獲得するシステムを構

築した。すなわち、Wnt 活性の上昇に伴いゼオシンによる細胞死を免れることが出来るシステム

である。これを BAR (β-catenin activated reporter)-RedZeo と命名した。Wnt 活性の上昇に

応じて緑色蛍光色素の発光とともにジフテリア毒素感受性を獲得するシステムも構築できた。

このシステムにより、Wnt 活性の上昇に伴いマウス細胞には無害なジフテリアトキシンよる細胞

死を誘導することが出来る。これを、BAR-DTR-GFP と命名した。これらのシステムを用い、TGF

βファミリー分子群が Wnt 下流で骨形成を調節していることを示唆するデータを得た。 

(4)すべての間葉系細胞で Ryk を欠損させたマウスでは、肺の炎症が誘導され肺においてマクロ

ファージが増加したが、骨では炎症は認められず、マクロファージも増加しなかった（発表雑誌

論文 Kim et al., PNAS 2022）。一方、このマウスと骨芽細胞特異的な Ryk 欠損マウスにおいて

骨形成が低下し、骨量が低下していた（ドイツ・マックスプランク研究所 Stainier 博士との共

同研究）。 
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表１高用量活性型ビタミンD投与による各種パラメーターの変化

骨芽細胞特異的VDR欠損は、活性型ビタミンDによる血清カルシウム上昇、リン上
昇、骨吸収上昇、血清FGF23上昇、軟組織の石灰化を抑制した。しかし、PTHの分
泌抑制には何も影響しなかった。



(5)Wnt レポーターマウスである Axin2-tomato マ

ウスを用いた骨折治癒モデルにおいて、(2)と(3)

の実験で同定された TGFbata ファミリーの分子が

Wnt応答性の細胞において発現が上昇しており、治

癒促進に貢献していることが示唆された（学会発

表 第 39 回 日本骨代謝学会, 2021）。 
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