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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制御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。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。さらに著しく骨形成が低下する病態モデルである高ビタミンD症と慢性腎臓病モデ
ルマウスにおいて、TGFβファミリー分子の骨における発現低下および循環血におけるWnt阻害因子Sclerostinレ
ベルの著しい上昇が、骨形成低下の原因であることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：To find novel regulators of bone formation located downstream of Wnt 
signaling, we established a system to induce cell death in response to increased and decreased Wnt 
activity and found that TGFβ family molecules are involved in promoting Wnt signaling. 
Consistently, in a fracture healing model using the Wnt reporter Axin2-tomato mice , TGFβ family 
molecules were found to contribute to the promotion of healing in a Wnt-responsive manner. In a 
mouse model of hypervitaminosis D and chronic kidney disease, a pathological model of severely 
impaired bone formation, we also found that decreased expression of TGFβ family molecules in bone 
and markedly elevated levels of the Wnt inhibitor Sclerostin in circulating blood were responsible 
for the impaired bone formation.

研究分野：分子生物学、口腔生化学

キーワード： Wnt 　ビタミンD　骨再生制御因子　ゲノム編集スクリーニング

  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。骨吸収抑制薬が第一選択である
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、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、安全性に懸念があり
適応が限られている。骨粗鬆症治療は長期に渡るため、既存の治療薬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、治療が難しい慢
性腎臓病やカルシウム代謝性疾患による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 
日本は高齢化社会を迎え、癌、原発性および続発性骨粗鬆症、歯周病患者が急増し、これらの病

気において生じる骨欠損に対する有効な骨再生治療法や薬剤の開発が望まれている。一方で、古

くからビタミン D は骨密度を上昇させることが知られている。また遺伝性骨疾患の研究成果よ

り、古典的 Wnt シグナルが骨形成を促進することが明らかとなっている。しかしビタミン D や

Wnt シグナルのどの分子が骨密度上昇や骨形成に重要か不明な点が多い。代表者は骨代謝研究を

専門とし、ビタミン D 受容体 VDR や、Wnt 受容体 Ror2 および Ryk の骨代謝における役割を解明

してきた。代表者による骨芽細胞特異的 Ryk 遺伝子欠損マウスの作製および解析研究から、Ryk

は骨芽細胞分化を促進し、骨形成促進に関与することが明らかになった。また、in vivo 骨細胞

で発現する VDR を介した活性型ビタミン D シグナルが、Wnt アンタゴニスト Sclerostin の発現

調節を行っていることを見出した （Nakamichi Y et al., J Bone Miner Res 2017)。したがっ

て、ビタミン Dの骨作用の一部は、Wnt シグナルを介していると考えられた。さらに、活性型ビ

タミン D 投与を受けた in vivo 骨芽細胞から骨再生制御因子が放出される可能性を見出だして

いた。 

 

２．研究の目的 
本研究の学術的な問いは、「骨再生、骨密度上昇を担うビタミン Dおよび Wnt シグナルの本体は

何か？」に設定した。その問いに答えるため、骨再生制御因子を同定し、骨再生治療における薬

剤標的 (druggable) 分子を決定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)活性型ビタミン D シグナルの過剰は、ビタミン D 製剤の副作用のみならず活性型ビタミン D

の異所性合成や、活性型ビタミン Dの合成を促す副甲状腺ホルモン(PTH) 分泌過剰および PTH 関

連タンパク(PTHrP)分泌などによっても引き起こされる。活性型ビタミン Dの異所性合成は慢性

肉芽腫や悪性リンパ腫において認められる。PTH 分泌過剰は閉経後女性に頻発する原発性副甲状

腺機能亢進症で起こり、PTHrP 分泌は稀ではあるが種々の悪性腫瘍細胞で起こる。これらの病態

における活性型ビタミン Dシグナルの亢進は、骨形成低下による骨量低下・骨再生能低下、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 を骨の間葉細胞である骨芽細胞特異的ビタミン D 受容体欠損(Osx-

Cre: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

Sclerostin の血清レベルの変化、血清カルシウム（Ca）、リン(P)値の変化、リン利尿ホルモン

FGF23 の血清レベルの変化、軟組織の石灰化および体重変化を調べた。そして高ビタミン D症に

おける骨再生能低下における Wnt シグナルの重要性を証明した。 

(2)骨再生に関与する細胞内 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)活性型ビタミン Dシグナルの低下を伴う病態の多くもまた、骨形成低下による骨量低下・骨

再生能低下、体重減少および軟組織の石灰化をもたらす。慢性腎臓病や、頭部癌治療後の合併症

で見られる副甲状腺機能低下症がこの病態にあてはまる。本研究では、慢性腎臓病モデルとして

アデニン給餌マウスを用いた。Osx-Cre:VDR-cKO マウスと対照マウスにアデニン添加餌を４週間

与え、骨形成促進作用を有するPTHと Wntの阻害因子Sclerostinの血清レベルの変化、血清Ca、



P 値、血清 CaxP 積値の変化、リン利尿ホルモン FGF23 の血清レベルの変化、軟組織の石灰化お

よび体重変化を調べた。そして活性型ビタミン D シグナルの低下を示す代表的な病態である慢

性腎臓病における骨再生能低下の原因として、Wnt シグナルの重要性を証明した。 

(4)筋力も骨の恒常性に関与し、骨の再生能力に関与すると考えられる。そこで骨芽細胞のみな

らず、筋線維および筋肉間葉細胞におけるビタミン D シグナルの役割解析を、それぞれ Myf6-

Cre:VDR-cKO マウスと PDGFα-Cre:VDR-cKO マウスを用いて解析した。 

 
４．研究成果 

(1)高用量(5 μg/kg 体重/day, 4 日間)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-Cre: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 Ca 値、P 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（J Steroid Biochem Mol 

Biol 232:106351, 2023)。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-Cre:VDR-cKO マウスでは抑

えられていた（J Steroid Biochem Mol 

Biol 232:106351, 2023)。血清 Sclerostin

レベルは、活性型ビタミン D投与により著

しく上昇し、骨形成マーカーも著しく抑制

されていたが、Osx-Cre:VDR-cKO マウスで

は、血清 Sclerostin レベルも骨形成マー

カーも変化しなかった。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-Cre:VDR-cKO マウスでも同様に分泌抑

制されていた（図 1）(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 過剰による骨形成・骨再生低下に PTH 分泌は寄与

しないことが示唆され、改めて Wnt シグナル低下が原

因であることが示された。そこで、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、TGFβ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。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、同定された TGFβ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）。 

(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同定することが出来た 

(図 2)（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) 0.25%アデニン含有餌を４週間与えると、対照

マウスとOsx-Cre:VDR-cKOマウスの双方において慢

性腎臓病が誘導され、血中 Ca×P 積値上昇、血清骨

形成マーカーレベルの低下および骨形態計測によ

り著しい骨形成の低下を認め腎性骨異栄養症を呈

していることがわかった。これらのデータと一致す

ることに、アデニン給餌は双方のマウスにおいて、

血清 Sclerostin およびリン利尿ホルモンであり骨

芽細胞 分化阻 害作 用 を有す る (JCI Insight. 

8(24):e156850) FGF23 の血清レベルを上昇させる

ことを見出した。これらの表現型すべては、ヒトの

重度慢性腎臓病と一致していることを確認出来た。また、ヒトの慢性腎臓病では、高リン血症と

血清 PTH レベルの上昇を認めるが、我々のアデニン給餌を行った対照マウスと Osx-Cre:VDR-cKO

マウスの双方においても、高リン血症と血清 PTH レベルの上昇を認め、ヒトの重度慢性腎臓病を

反映するモデルであることが判明した。最も重要なことに、このアデニン給餌により、Osx-

Cre:VDR-cKO マウスでは、対照マウスより血中 Ca×P 積値、血清 Sclerostin、血清 FGF23 レベ

ル、骨吸収が亢進し、腎性骨異栄養症が増悪していることが判明した。すなわち、骨芽細胞の VDR

は、慢性腎臓病による腎性骨異栄養症進行を防ぐ役割を有していることが示唆された。 

(4) ヒトにおける血中の活性型ビタミン D前駆体レベルと筋力の関係の解析により、ビタミン D

の欠乏は筋力に影響を及ぼし、サルコペニアの発症に寄与することが示唆された。筋線維特異的

VDR 欠損 Myf6-Cre:VDR-cKO マウスの解析により活性型ビタミン D-VDR シグナル伝達は、成熟筋

線維の筋量調節にはほとんど影響を及ぼさないが、筋力には大きな影響を及ぼすことがわかっ

た（J Cachexia Sarcopenia Muscle 13(6):2961-2973, 2022）。in vitro 培養系では活性型ビ

タミン-VDR シグナルは、間葉系細胞の脂肪形成系への運命決定を防いだ。in vitro の結果と一

致して、間葉系細胞特異的 VDR 欠損 PDGFα-Cre:VDR-cKO マウスとビタミン D欠乏食を与えたマ

ウスは、それぞれ萎縮した骨格筋と老化した骨格筋に脂肪沈着を示した。血中の活性型ビタミン

D前駆体レベルは加齢とともに低下するが、このデータは、ビタミン Dレベルの低下が高齢者に

おける筋肉内脂肪形成の原因の一つであり、ビタミン D シグナルがサルコペニアの新たな治療

標的となる可能性を示している(J Cachexia Sarcopenia Muscle 2024 印刷中)。 

(1)~(4)の結果により、活性型ビタミン Dシグナルが全身的に低下している老齢期や慢性腎臓病

において、骨や筋肉における局所の活性型ビタミン D-VDR は、病態の進行を防ぎ、筋力や骨量の

維持を担っていることがわかった。また、骨折や腱断裂などの病態において、活性型ビタミン D-

TGFβカスケードが、骨再生・筋再生を担い、骨と筋の恒常性において重要な役割を果たしてい

る可能性が示された。 
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