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研究成果の概要（和文）：古典的Wntシグナル活性を検出可能な蛍光プローブを作製した。骨モデリングおよび
リモデリング過程をin vitroで再現し、2光子顕微鏡を用いた経時的解析を可能とした培養系において、骨形成
過程における骨芽細胞形態と基質変化の関係を明らかにし、Wntシグナル刺激による骨芽細胞の再活性化過程を
定量解析した。また、骨リモデリング過程において、基質吸収と形成の時空間的関連、すなわちカップリングを
定量的に示し、カテプシン阻害によりカップリングが消失することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A fluorescence probe was constructed for the detection of Wnt signaling 
activity. In a culture system in which bone modeling and remodeling could be reproduced and observed
 temporally by two-photon microscopy, the relationship between osteoblast morphology and matrix 
change was elucidated. In addition, the re-activation process of osteoblasts by stimulation of Wnt 
signaling was analyzed quantitatively. Furthermore, in bone remodeling process, spatiotemporal 
relationship between matrix resorption and formation, which is called coupling, was indicated 
quantitatively, which was disappeared by inhibition of cathepsin activity.

研究分野：骨代謝

キーワード： 骨リモデリング　骨モデリング　カップリング　Wntシグナリング　イメージング　In vitro系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では独自の培養系を用いて、骨の恒常性維持において重要とされるWntシグナル活性と骨芽細胞や基質変
化の関係を時空間的に明らかにした。また、骨の吸収と形成の関連を解析することは困難であるが、本研究では
独自の培養系によりこの現象を捉え、また薬剤投与によりこの現象が影響を受けることを示した。本研究で得ら
れた成果は、骨恒常性維持機構の理解を深め、よりよい骨粗鬆症治療薬の開発につなが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 

歯科領域においては、歯周炎、外傷、腫瘍切除などにより歯槽骨の骨量低下や欠損が生じる。

失われた骨の回復は、機能回復や整容面の改善のために大変重要である。 

骨の恒常性は破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成により保たれている。骨粗鬆

症治療剤である bisphosphonate や抗 RANKL 抗体は骨吸収を抑制するが、骨形成も同時

に阻害する。近年、骨吸収阻害ではなく、骨形成促進により骨粗鬆症を治療する薬剤が開発

され、臨床応用されている。例えば、Wnt シグナル阻害分子 sclerostin に対する中和抗体

（romosozumab）が優れた骨量増加作用を示している。また、PTH 製剤（teriparatide）

は間欠投与により骨形成促進作用を示す。その作用機序の一つとして、Wnt シグナルの関

与が挙げられている（Xiao et al. Bone Reports 2018）。 

口腔外科領域においても、Wnt シグナルを活性化するこれらの薬剤の応用が期待されてい

る。例えば、sclerostin中和抗体についてはラット歯周炎モデル（Taut et al. JBMR 2013、

Chen et al. Bone 2015）、ラット顎骨欠損-インプラント植立モデル（Yu et al. Tissue Eng 

Part A. 2018）、ラット歯槽骨の大欠損モデル（Yao et al. Sci Rep 2020）などで骨再生を促

進したとする報告がある。また、PTH の間欠投与により、健常あるいは糖尿病ラット歯周

炎モデルでの歯槽骨減少抑制効果（Tokunaga et al. J Periodontal Res. 2011、Chen et al. 

Arch Oral Biol. 2017、Kim et al. J Transl Med. 2018）が示されている。しかし、

romosozumabは有効性を示す期間が限られており、また teriparatideは骨肉腫のリスク上

昇の懸念があり、それぞれ生涯のうち 1年間、2年間しか投与できない。この欠点を克服し

た新しい治療法の開発には、Wnt シグナルの骨代謝における役割を詳細に解析する必要が

ある。 

Wntシグナルの骨代謝における重要性は、Wntシグナル関連因子の遺伝子変異が種々の骨

系統疾患を生じることからも明らかである（Huybrechts et al. Front Endocrinol 

(Lausanne). 2020）。しかし、骨モデリング・リモデリングにおいて、細胞ごとのWntシグ

ナル活性が様々な因子により、どのように時空間的制御を受けるのかはほとんど明らかに

なっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、骨代謝において重要な役割を果たすWntシグナルと骨芽細胞、破骨細胞、

基質変化との時空間的関連を、細胞レベルで明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

骨モデリング・リモデリング in vitro 再現系と、Wnt シグナル活性検出蛍光プローブを用

いて、骨モデリング、骨リモデリングにおける Wnt シグナル活性変化を細胞ごとに、時空間

的に解析する。さらに、Wnt シグナル活性に影響を及ぼす様々な分子や薬剤を投与し、Wnt

シグナル活性変化と細胞の挙動変化をあわせて解析し、骨モデリング、骨リモデリングにお

いて観察される現象と Wnt シグナル活性との関連を明らかにする。 

 

４．研究成果 

 



‐骨モデリング過程、骨リモデリング過程において、骨芽細胞での古典的 Wnt シグナル活性

を蛍光で検出するために、TCF/LEF 結合配列、蛍光タンパク(mCherry)遺伝子配列、Puromycin

耐性遺伝子配列を持つレトロウイルスベクターを作製した。これをパッケージング細胞に

トランスフェクションし、上清を回収してレトロウイルス液を調製した。調製したウイルス

液を細胞に感染させ、その蛍光タンパク発現を評価した。 

 

‐骨モデリング過程における骨芽細胞形態変化と基質産生、Wnt シグナルの関連を検討する

ために、EGFP 発現マウス由来骨芽細胞を骨芽細胞分化培地（ascorbic acid, β-

Glycerophosphate 含有）で培養し、同一部位を数日ごとに 2 光子顕微鏡で観察した。骨芽

細胞が産生するコラーゲン基質は、第二次高調波発生により無染色で検出した。その結果と

して、骨基質形成活性が高いと考えられる立方形の骨芽細胞が存在した部位で、その後の基

質の添加が起こっていることを視覚的および定量的に示した。これらの立方形の骨芽細胞

においては、高い運動性と、細胞膜の局所的な突出と後退を繰り返す現象である Blebbing

が観察できた。また、基質の増大に伴い、骨芽細胞の形態が徐々に扁平化していくことを、

画像解析ソフトを用いて定量的に示した。骨芽細胞が扁平化した状態で、Wnt シグナル系を

活性化する薬剤である BIO を添加し、経時的な観察を行ったところ、扁平な骨芽細胞が再び

立方形へと変化し、激しく移動することを確認した。さらに、BIO 投与による Wnt シグナル

系再活性化により、対照群と比較して基質の形成が増大することを定量的に示した。 

 

‐Wnt シグナル活性化物質である BIO や、骨粗鬆症治療に一般的に用いられるビスフォスフ

ォネートの一種であるゾレドロネート、カテプシン阻害剤である E64 など様々な薬剤が骨

恒常性に与える影響を検討するために、骨リモデリングを in vitro で再現した実験系を用

いて検討した。上記と同様に、EGFP 発現マウス由来骨芽細胞を骨芽細胞分化培地で培養し、

石灰化結節を形成させた。次に、破骨細胞を蛍光標識可能な、RANK-Cre; R26Tomato マウス

あるいは Ctsk-Cre; R26Tomato マウスより採取した骨髄細胞を加えて、VitB12、

Prostaglandin E2 含有培地で 2または 3週間共培養した。その後、再度骨芽細胞分化培地

を用いて 3 週間培養した。この間、共培養開始時から 1 週間ごとに同一部位を 2 光子顕微

鏡により観察した

（図 1）。その結果、

破骨細胞により生

じた吸収窩が骨芽

細胞による基質形

成により特異的に

充填される様子が

観察された。 

この吸収窩の特異的な再充填を定量的に示すためには位置情報を含めた解析が必要である。

これを可能とするために、解析法の改良を行った。Region of Interest (ROI)を 16 分割し

て、それぞれの領域における器質、骨芽細胞、破骨細胞パラメータを定量化し、それぞれの

値の相関について解析した。その結果、骨吸収と骨形成の両者が見られた領域においては、

吸収量と形成量の間に中等度の相関がみられた（図 2）。すなわち、吸収と形成は量的およ



び空間的に関連していることが示された。

また、破骨細胞パラメータと器質吸収量、

骨芽細胞パラメータと器質吸収量に相関

がみられた。しかし、骨芽細胞パラメータ

と基質形成量あるいは破骨細胞パラメー

タとの相関はみられなかった。これについ

ては、骨芽細胞が密集して存在しており、

大きな塊として認識されてしまっている

ことがこの結果に影響していると考えら

れた。そのため、細胞シグナル領域のセグ

メンテーションを行って一つの細胞ごと

に解析したところ、相関が見られなかった

これらのパラメータ間にも相関が示された。 

投与した薬剤のうち、ビスフォスフォネートの一種であるゾレドロネートについては、投与

した際に吸収と形成の両者が抑制されたが、それらの量的・空間的相関は保たれていた。一

方、カテプシン阻害剤である E64 を投与したところ、吸収量と形成量の抑制はゾレドロネー

ト投与時ほどではなかったが、これらの量的・空間的相関は相関がみられなくなった（図 3）。

このことから、カテプシン阻害はカップリングを乱すことが示唆された。 

コントロール群では吸収期の終わりにおける骨芽細胞の球形度とその後の骨形成量に相関

が見られた。画像的には、吸収窩に比較的球形度の高い骨芽細胞が出現しており、定量デー

タはこれを示しているものと考えられた。過去の文献では、骨吸収窩には reversal cell と

呼ばれる骨芽細胞系細胞が出現し、吸収期と形成期の橋渡しにおいて重要な働きをすると

されている。E64 投与群ではこの比較的球形度の高い骨芽細胞の出現が抑制されており、E64

によるカテプシン阻害はこの reversal cell 様細胞の出現抑制を通じてカップリングを乱

している可能性が示唆された。 
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