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研究成果の概要（和文）：ネズミ頭蓋骨縫合部（骨と骨のつぎ目）に引張り力を加えると、骨

が急速に沢山作られる。その過程で変化する骨の細胞活性に関係する因子の遺伝子発現について、

とくにWnt/βカテニン関連因子群について検討した。その結果、Wnt/βカテニン関連因子群のみ

ならず、その他の骨形成関連因子も含めて時間的・量的変化が明らかとなり、それらの因子間の

重要性の度合いについて解明を進めることができた。 

 

研究成果の概要（英文）：We can stimulate bone formation with tensile stress on a suture 

of mouse calvaria.  Gene expressions of many factors, especially Wnt/beta-catenin family 

which are involved in bone-cell activity were examined during the stimulated bone formation.  

We could show the relative expression ratios of some factors at each time point of the 

experiment.  Those results suggested which factors were more important at each stage of 

the stimulated bone formation. 
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１．研究開始当初の背景 
これまでに、頭頂骨縫合部の器官培養系に

持続的伸展刺激を加える系を用いて、機械的

刺激による骨形成促進過程において、骨芽細

胞系細胞の細胞骨格の変化、特にアクチン細

胞骨格の変化などを明らかにしてきた。その



中で細胞接着因子からのシグナルが骨芽細胞

の増殖・分化促進に重要なのではないかと予

測し研究を重ねているうち、細胞間接着因子

であるカドヘリンに結合するβカテニンに着

目するようになった。さらに、βカテニンは

細胞接着に関与するのみならず、Wnt シグナ

ル系の重要な因子であり、Wnt/βカテニンシ

グナル系が骨の機械的刺激による骨量調節に

関与しているということが報告されるように

なった。しかしながら、形態学的にWnt/βカ

テニンシグナルの局在や機械的刺激によるそ

の変化について調べた報告や、細胞間での相

互作用についての報告はみあたらない。そこ

で、細胞間接着因子という観点のみならず、

Wnt シグナル関連因子としてのβカテニン、

さらにはそのほかの関連因子についても、骨

組織内での局在を含めて解明したいと考える

に到った。 

 
 
２．研究の目的 

機械的刺激による骨形成促進機構へのWnt/

βカテニンシグナルの関与について解明を進

めることで、骨粗鬆症などの骨量減少疾患の

治療の開発や、矯正治療の改善などに貢献す

ることを最終目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
（１）反復的伸展刺激装置の開発： 

より効果的な骨形成促進実験システムの開発

のため、持続的伸展刺激に加えて、反復的伸

展刺激装置の開発を試みる。 

 

（２）Wnt/βカテニンシグナル関連因子遺伝

子の網羅的発現解析： 

機械的刺激を与えた縫合部からmRNAを抽出

し、数多く存在するWnt/βカテニンシグナル

関連因子を網羅的に解析し、それらのネット

ワークをGeneChipによって解明する。 

 

（３）リアルタイムPCRによる遺伝子発現変化

の確認： 

GeneChipの結果から変化が認められる遺伝

子について、とくに興味深いと考えられる因

子について行う。可能であればIn situ 

hybridizationによって組織内局在変化を確

認する。 

 

 

４．研究成果 

（１）反復的伸展刺激装置の開発： 

金沢大学・北村准教授、根本教授の協力を得

て、反復的刺激装置の開発・作製を行った。

（図１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図１：反復骨刺激装置外観） 

 

原理を簡単に述べると、骨組織を固定するた

めのピンを取り付けられたマイクロスライ

ダーのスライド部に、プーリを介して錘を取

付け、ソレノイドによりスライダーの拘束を

開放し、錘の荷重をピンに伝える、という操

作を反復することにより、反復的伸展刺激を

縫合部組織に加えるというものである。錘の

重さを変えることで、荷重を変化させること

ができる。スライダーの拘束を解放する時間

の長さや頻度を調節することにより、反復刺

激を変化させることも可能である。 



 ただ、残念なことに、スライダー部が故障

するなど、脆弱な点が見つかりさらに改良が

必要な段階にとどまっている。 

 本装置が稼働することにより、縫合部組織

培養系で反復刺激を加える装置が初めて開

発されることになり、実験系の幅を広げるこ

とができる。今後、改良を加え安定した結果

を得ていきたい。 

 

（２）Wnt/βカテニンシグナル関連因子遺伝

子の網羅的発現解析： 

機械的刺激を加え（伸展刺激群）、あるい

は静置状態で（コントロール）、3時間あるい

は 6時間、培養したマウス頭頂骨縫合部組織

から、それぞれ RNA を抽出し、GeneChip によ

ってそれぞれのタイムコースにおける遺伝

子発現変化を 2回繰り返し検討した。2回目

の結果、コントロールと比べて伸展刺激群の

遺伝子発現変化量が、1.5 倍以上の変化を示

し、raw data の値が 300 を超えるものは、3

時間で増加したものが 228 個、減少したもの

が443個、そして6時間で増加したものが238

個、減少したものが 546 個であった。増殖に

関与する遺伝子群、移動、接着に関与する

遺伝子群などが多かった。 
 

（３）リアルタイム PCR による遺伝子発現変

化の確認： 

変化した遺伝子の中で Wnt/βカテニンシ

グナルに関連のある因子についてリアルタ

イム PCR によって発現変化を確認した。Wnt

因子では、Wnt2(3 時間 x1.4, 6 時間 x2), 

Wnt4(3 時間 x1.5, 6 時間 x1.6), Wnt5b(3 時

間 x1.7, 6 時間 x2.1)、Wnt 受容体では、

Fzd1(3 時間 x1.5, 6 時間 x1.7), Fzd9(3 時

間 x1.5, 6 時間 x2)、Wnt 阻害因子では、

Wif1(3 時間 x0.95, 6 時間 x0.8), Dkk1(3 時

間 x1.2, 6 時間 x1), Dkk2(3 時間 x1.9, 6

時間 x2.1), SFRP4(6 時間 x1.2)、という変

化率であった。発現変化としては 3時間より

も 6時間のほうが顕著であるが、それでも 2

倍程度の変化にとどまっていた。また、阻害

因子の中には減少するものもあったが、増加

を示すものもあり、単純に Wnt シグナルが増

加する方向に変化をしている訳ではないこ

とが示された。 

以上の他に、いくつかの骨形成関連因子に

ついてもリアルタイム PCRで変化を確認した

ところ、伸展刺激を与えて 3時間では、Wnt

ファミリー以外の骨形成促進に関与すると

考えられる増殖や骨芽細胞分化促進に関わ

る局所因子・サイトカイン（BMP ファミリー

関連因子、EGF ファミリー関連因子）につい

て 2.5 倍以上の発現増加が確認された。これ

らの局所因子に比して、前述のように Wnt フ

ァミリー因子の変化はそれほど大きなもの

ではなかった。 

従って、機械的刺激による骨形成促進機構

における Wntシグナルの関与は比較的後半期

にみられるものであり、それ以前に細胞増殖

を促進する因子として、BMP ,EGF ファミリー

の貢献が大きい可能性が示された。 

 

機械的刺激による遺伝子発現変化につい

ては、細胞培養系を用いた研究は多いが、多

種の細胞が含まれる実際の組織での局所因

子やサイトカインの網羅的変化についての

データは少ない。本研究で示された膜内骨化

が営まれる組織におけるデータは他に例を

見ない。細胞単独ではなく、骨組織としてど

のような反応を示すのかを知るために重要

なデータである。今後、さらに骨形成に重要

と考えられる因子について、組織内局在を明

らかにし、機械的刺激による実際の骨組織内

での細胞間相互作用を含めた骨形成促進機

構を解明していきたい。 
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