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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞において古典的Wntシグナルは，造血幹細胞の遊走を促進するCXCL12の産生を負に
調節していた．この作用により破骨細胞分化も抑制された．骨細胞から造血幹細胞へのシグナル伝達分子として，古典
的Wntシグナルを抑制する分子であるsclerostinを同定した．骨芽細胞においてNeuropeptide Yの受容体の発現がBMPに
よって調節されるとともに，オートクラインに制御されていた．本研究から，骨細胞・骨芽細胞とWntシグナルを介し
て，造血系と全身の異種組織間とに機能的なクロストークの存在が明らかになった．

研究成果の概要（英文）：Canonical Wnt signaling molecule such as Wnt3a down-regulated CXCL12 expression in
 murine ST-2 cells. The culture supernatant from Wnt3a-ST2 cells also reduced migratory activity of bone m
arrow-derived cells and hematopoietic cell in a migration assay. Screostin which inhibits canonical Wnt si
gnaling is identified as a signaling molecule from osteocytes to hematopoietic cell. The expression of neu
ropeptide Y Y1 receptor mRNA was induced by BMP2. These results raise the possibility that NPY acts in ost
eoblasts and osteocytes via an autocrine mechanism. From this study, functional crosstalk of regulation be
tween bone and the other tissue.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨は，体を支持することやカルシウムなど
の無機物質を貯蔵するとともに造血組織の
場を提供する．ヒト成体ではこの造血を担う
造血幹細胞は主に骨髄に存在し，他の幹細胞
と同様に自己複製能と多分化能を有する細
胞と考えられ，生涯の間枯渇しない．これら
の特性と機能を維持するためには，適切な環
境を備えた場(ニッチ)の存在が示唆されてい
た．2003 年遺伝子改変マウスの解析から，
骨芽細胞数と造血幹細胞数が相関すること
や，造血幹細胞が骨端部の骨梁表面の
N-cadherin 陽性の紡錘型をした骨芽細胞
（SNO 細胞）と接着して存在していること
などが Nature 誌に相次いで報告され，骨芽
細胞がニッチとして機能していることが示
された．また，既に臨床では glanulocyte 
-colony stimulating factor (G-CSF)を健常人
に投与することにより，造血幹細胞が末梢血
中に大量に動員されることを利用した末梢
血幹細胞移植が広く普及し，造血幹細胞の動
員と骨髄へのホーミング・生着に関する研究
も進展してきた． 

2001年のWarmanらのCell誌における発
表以来，Wntシグナルと骨形成に関する論文
は既に200報以上報告された．研究代表者は，
Wnt シグナルの骨芽細胞分化における役割
と BMP-2 シグナルのクロストークを見出し
報告し，Wnt/β-cateninの標的遺伝子として
破骨細胞分化を調節する osteoprotegerin 
(OPG)を同定しその発現調節機構の詳細を報
告した．一方，2003 年造血幹細胞の自己複
製には Wnt シグナルが不可欠であることが
in vivoおよび in vitroで示されて以降，造血
幹細胞の恒常性維持に極めて重要であるこ
とが報告されてきた．しかし，生体内でWnt
シグナルを介した骨形成と造血系の両者を
連携するシステムや，骨が造血幹細胞のニッ
チや遊走を制御する機構は明らかにはなっ
ていない． 
 
２．研究の目的 
本研究は，骨芽細胞・骨細胞と造血幹細胞
の異種組織間における機能的クロストーク
とこれを介する分子としての Wnt シグナル
分子と sclerostin (Sost遺伝子産物)の役割を
明らかにすることを目的とした．本研究によ
って，骨芽細胞・骨細胞による造血幹細胞と
造血機能の制御の本質的なメカニズムや細
胞遊走とニッチから造血制御に至るまでの
骨と造血系の組織間クロストークとその真
の役割を明らかにし，これらの機構を応用し
た効果的な骨形成誘導法の開発の基盤とな
る分子機構を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 
(1) Wntならびに Sostの組換えタンパク質の
作製 
種々の Wnt 及び Sost の cDNA をベクターに

挿入し，タンパク質の精製を行った．精製タ
ンパク質は SDS-PAGE 後，タグを用いた
Western Blotにて確認を行った． 
 
(2) Wnt シグナルの骨と造血系への相互作用
の解析 
マウス骨髄から採取した骨芽細胞，未分化
間葉系細胞やKusa-O, ST-2細胞の培養系に１
で作製したWnt組換えタンパク質を加え，細
胞から RNA を抽出し，造血幹細胞の種々の
活性に影響を与える因子や造血幹細胞の遊
走を促進するCXCL12, CCL17, CCL22等のケ
モカインや Frizzleds, 5 種の Dkk，2 種の
Kremen などのWntの受容体や細胞内シグナ
ル伝達分子の発現の mRNA 発現量をリアル
タイム PCR法により測定した．抗体を用いウ
エスタンブロットを行い，タンパク質の量を
検討した．TRUE gene silencing法を用いたノ
ックダウンや低分子 Wnt シグナル阻害剤を
行い，mRNAやタンパク質の発現とWntシグ
ナルの機能について解析を行った． 
 
(3) 骨細胞から造血幹細胞へのシグナル伝達
分子の同定 
 骨細胞である MLO-YO 細胞を培養し，培
養 上 清 中 の Wnt シ グ ナ ル の 活 性 を
pTOP-FLASH や OPG プロモーターコンスト
ラクトを用いて調べた．また， BMP 応答領
域-luciferase レポーターを用いて，ルシフェ
ラーゼ活性を測定した．造血幹細胞をフロー
サイトメトリーにより採取し，MLO-YO細胞
の培養上清を加え，これらの細胞から total 
RNAもしくは総タンパク質を回収し，マイク
ロアレイもしくはリアルタイム PCR 法など
を用いて遺伝子発現を，ウエスタンブロット
を用いてタンパク質の発現量の変動を調べ
た．また，MLO-YO細胞の培養上清によって
発現が誘導される cDNAの同定を行い，この
cDNAを FLAGタグのベクターに挿入し，細
胞にトランスフェクトした．細胞抽出物をタ
グ抗体で免疫沈降し，ウエスタンブロットを
行った．骨細胞が骨芽細胞や造血幹細胞を含
む骨髄内の細胞に及ぼす影響については，
種々の細胞マーカー抗体を用いた細胞濃縮
法を用いて造血幹細胞を濃縮し細胞分画を
得て，骨細胞もしくは骨芽細胞が産生する因
子によって，造血幹細胞の分化機能がどのよ
うに変化しうるかを検討した．また，骨細胞
が産生する分子によって，これらの細胞のコ
ロニー形成能が変化しうるか調べ，造血幹細
胞から血液細胞への分化に及ぼす影響を検
討した．骨細胞の培養上清を，造血幹細胞を
含む培養系に添加して培養した．さらに，Wnt
シグナル関連分子に関して同様の検討を行
った． 
 
(4) 骨細胞なしトランスジェニックマウスを
用いた骨と造血系と全身臓器の相互作用の
解析 
骨細胞特異的にジフテリア毒受容体を発



現させたトランスジェニックマウスは，この
毒素を投与することで骨細胞を死滅させる
ことができる．このマウスを用いて骨細胞が
骨芽細胞や造血幹細胞を含む骨髄内に及ぼ
す影響について検討した．末梢血をフローサ
イトメトリーにて解析し，種々のマーカー抗
体を用いて，造血幹細胞のみならず T 細胞，
B細胞などの動態を解析した．また，コロニ
ー形成能を調べ，造血幹細胞から血液細胞へ
の分化に及ぼす影響を検討した．造血幹細胞
の種々の活性に影響を与える因子の mRNA
発現量をリアルタイム PCR 法により測定し
た．また，抗体を用いウエスタンブロットを
行い，タンパク質の量を検討した．さらに，
全身臓器への影響を調べた． 
 
(5) 骨細胞が産生する神経ペプチドの作用機
構の解析 

C2C12細胞培養系を用いてBMP2の添加ま
たは Smad をトランスフェクトして培養し, 
Neuropeptide Y1R (Y1R) mRNA の発現量を
RT-PCR およびリアルタイム PCR で調べた．
Y1R 遺伝子プロモーターをクローニングし，
種々のルシフェラーゼコンストラクトを作
製し，C2C12細胞に導入し，Y1R遺伝子プロ
モーターのBMP2応答に関わる領域を解析し
た．さらに Y1R siRNAを MC3T3-E1細胞に
導入し Y1Rの発現をノックダウンさせ，骨芽
細胞分化に関わるRunx2やアルカリフォスフ
ァターゼなどの発現について検討した． 
 
４．研究成果 

Wnt3a及びWnt5a発現プラスミドをトラン
スフェクトさせた L cellを培養し，培養上清
中のWnt3a及びWnt5aタンパク質を得，ウエ
スタンブロット法にて確認を行った．Wntシ
グナルの骨と造血系への相互作用の解析に
ついて，Kusa-O, ST-2細胞の培養系にWntタ
ンパク質を加え，細胞から RNA を抽出し，
造血幹細胞の遊走を促進する CXCL12, 
CCL17, CCL22等のケモカインのmRNA発現
量をリアルタイム PCR法により測定した．造
血幹細胞を支持する骨髄ストローマ細胞で
ある ST-2 細胞の培養系で Wnt3a を作用させ
るとケモカインの一種であるCXCL12の発現
および産生が著しく減少することを見出し
た（図１）．TRUE gene silencing 法を用いた
GSK-3β の発現ノックダウン及び低分子 Wnt
インヒビターIWR-1 を用いて，古典的 Wnt
シグナルのノックダウンを行うと，CXCL12
の発現低下は抑制され，古典的Wntシグナル
の細胞内シグナル伝達を介してケモカイン
の産生を調節しているが明らかになった．さ
らにWntシグナルの機能について，より詳細
なメカニズムを解析したところ，古典的Wnt
シグナルの活性化により造血幹細胞から破
骨細胞の分化が著しく抑制された．CXCL12
は破骨細胞の遊走を活性化し，破骨細胞形成
に促進的に作用することが最近報告されて
いる．これらより，古典的 Wnt シグナルが，

OPG, RANKLの調節のみならずケモカインの
産生をも調節しうるという新たな機構の存
在が考えられた．また，この結果は造血環境
において古典的WntシグナルがCXCL12産生
の制御を介して血液細胞の分化を調節して
いることを意味するものと考えられた．また，
種々の Wnt 及び Sost の cDNA を発現ベクタ
ーに挿入し，これらのタンパク質を精製し，
Western blotを用いて確認した． 

 

図１ 
 
マウス骨髄から採取した未分化間葉系細
胞および ST-2細胞の培養系に，Wnt3aもしく
はWnt5a組換えタンパク質を加え，細胞から
RNAを抽出した．造血幹細胞の種々の活性に
影響を与える TGF-β, Cripto（TDGF-1）,PDGF
などの mRNA発現量をリアルタイム PCR法
により測定した．Wnt3aにより未分化間葉系
細胞での Criptoの発現が有意に増加した．ま
た，ウエスタンブロットからWnt3aと BMP-2
の添加によりMMP-13のタンパク量が増加し
た．GSK-3β sgRNA を用いたノックダウン
や低分子 Wnt シグナル阻害剤である IWR-1
を加え Cripto mRNA発現を検討したところ，
著しく発現が低下した．Criptoは ST-2細胞に
おいて TGFβの作用を抑制した． 
骨細胞である MLO-YO 細胞の培養上清を
添加して培養し，これらの細胞から RNA も
しくは総タンパク質を回収し，マイクロアレ
イもしくはリアルタイム PCR 法を用いて遺
伝子発現を検討した．また，ウエスタンブロ
ットを用いてタンパク質の発現量の変動を
調べた．造血幹細胞の分化機能に影響を及ぼ
す因子，造血幹細胞から血液細胞への分化に
及ぼす因子および Wnt シグナル関連分子な
どいくつかの因子の発現が変動した．BMP
応答領域-luciferase レポーターや Wnt 応答領



域-luciferase レポーターの転写活性も変化し
た．また，培養上清の添加により，エリスポ
イエチン mRNAの発現は増大した．これらの
結果は，骨芽細胞・骨細胞と造血幹細胞の異
種組織間における機能的クロストークの存
在を示唆するものと考えられた． 
造血幹細胞および骨芽細胞をフローサイ
トメトリーにより採取し，これらの細胞から
total RNA を回収し，RT-PCR 法により
Frizzleds, 5種の Dkk，2種の Kremen などの
Wntの受容体の発現を調べたところ，骨芽細
胞とは異なる発現パターンが観察され，Wnt
シグナル分子による骨と造血系の組織間ク
ロストークには，組織特異的な調節機構の存
在が推測された． 
骨細胞特異的にジフテリア毒受容体を発
現させたトランスジェニックマウスは，この
毒素を投与することで骨細胞を死滅させる
ことができる．このマウスを用いて骨細胞が
及ぼす影響について検討した．B リンパ球や
T リンパ球が著しく減少し，胸腺が委縮した．
また全身の脂肪組織の脂肪が減少し体重が
減少した．またこのマウスの視床下部を破壊
すると脂肪肝が発症した．骨細胞は免疫機能
や脂肪組織・肝臓などの機能を制御している
ことが示された．これらの結果から，骨細胞
と全身の異種組織間との機能的クロストー
クの存在を示唆するものと考えられた． 

Neuropeptide Y (NPY)は 36アミノ酸残基よ
りなるペプチドで中枢神経系に広く存在し，
食欲，エネルギー消費などに関与する．NPY
の G タンパク質共役型受容体の一つである
Y1 receptor (Y1R)の骨芽細胞特異的遺伝子欠
失マウスでは骨量の増大が報告されている．
C2C12 細胞に BMP2 を加え培養すると Y1R 
mRNA発現が誘導された（図２）．Smadの導
入によっても Y1R mRNA の発現が誘導され
た．マウス Y1R遺伝子プロモーターの解析お
よびChIP assayからY1R遺伝子の－373 bpよ
り下流に Smad 結合領域の存在が認められた．
Y1R siRNA を MC3T3-E1 細胞に導入し Y1R
の発現をノックダウンすると Runx2, osterix, 
アルカリフォスファターゼやオステオカル
シンの mRNA 発現が増加し，NPY-Y1R シス
テムは autocrine に作用して分化を負に制御
している可能性が示唆され，骨細胞から神経
ペプチドを介した全身の異種組織間との制
御機構が存在することが明らかになった（図
３）． 
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