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研究成果の概要（和文）：歯科矯正治療の治療期間を短くするため，サイトカインであるWnt5a による骨代謝回
転制御機構を解析し、歯槽骨代謝回転制御法を開発することを試みた。遺伝子改変マウスを用い、骨吸収と骨形
成におけるWnt5a の役割を解析した。その結果，Wnt5a はWnt共受容体であるLrp5/6 の発現を亢進し、Wnt 古典
経路による骨芽細胞分化を促進した。さらに，Wnt5a はWnt16 による破骨細胞分化抑制作用を解除した。破骨細
胞はsclerostin の発現を抑制する因子を分泌し、骨形成を促進した。以上より，Wnt5aが歯槽骨―骨代謝回転を
促進する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In order to shorten the treatment period of orthodontic treatment, we tried 
to elucidate the bone turnover control mechanism by Wnt5a, a cytokine, and to develop a method for 
controlling alveolar bone turnover based on it. Using genetically modified mice, we analyzed the 
role of Wnt5a in bone resorption and formation. Wnt5a enhanced the expression of Wnt co-receptor Lrp
 5/6 and promoted osteoblast differentiation by β-catenin-dependent Wnt　signaling pathway. 
Furthermore, Wnt5a suppressed the inhibitory action of Wnt16 in osteoclast differentiation. 
Osteoclast-derived factors suppressed the expression of sclerostin and promoted bone formation. 
Thus, these studies suggested that Wnt5a promotes bone turnover in alveolar bone tissues.

研究分野： 歯科矯正学，生化学
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１．研究開始当初の背景 
歯槽骨の骨代謝回転は、歯科矯正治療期間を

決める一因である。成人など骨代謝回転の低

い人では治療期間は長くなることが知られて

いる。これは、加齢に伴い骨代謝回転が低下

するためと考えられる。しかし、加齢に伴い

骨代謝回転が低下する分子基盤やそれに基づ

いた骨代謝回転の調節法は未だ確立されてい

ない。Wntは、発生過程など組織リモデリング

が盛んな時に働くサイトカインである。近年、

骨リモデリングにおけるWntの役割が明らか

になりつつある。Wntはβ-カテニンを介する

Wnt/β-カテニン経路と介さない非古典経路

を活性化する(図１)。Wnt/β-カテニン経路は、

骨芽細胞の分化と破骨細胞分化抑制因子であ

るオステオプロテジェリン（OPG）の発現を誘

導する（J Cell Biol 157:303-314, 2002, Dev 

Cell 8:751-764,2005）。一方、Wnt5aは非古

典経路を活性化し脂肪細胞への分化を抑制す

ることにより、骨芽細胞への分化を促進する( 

Nat Cell Biol 9:1273-1285,2007)。しかし、

国内外において、骨代謝回転の制御における

Wnt5aの役割を明らかにした報告やWnt5aのシ

グナルを利用し骨代謝回転を制御する方法は

確立されていない。 

 

２．研究の目的 
加齢に伴い骨代謝回転が低下する分子基盤は

十分に解明されていない。我々は、骨芽細胞

から分泌されるWnt5a が破骨細胞の分化を促

進し、一方で、骨芽細胞の分化も促進するこ

とを明らかにしている。つまり、Wnt5a は骨

吸収と骨形成の両者を促進する分子であるこ

とを意味する。また、加齢に伴い骨組織にお

けるWnt5a の発現が低下することを明らかに

している。しかし、Wnt5a が骨代謝回転を維

持する分子基盤は明らかではない。そこで本

申請課題ではWnt5a がどのような分子を介し

て、骨代謝回転を制御するかを明らかにし、

Wnt5a による骨代謝回転制御機構の分子基盤

を確立する。さらに、この分子基盤に基づい

た歯槽骨―骨代謝回転制御法を開発する。 

 

３．研究の方法 
(1) 破骨細胞特異的Wnt5a コンディショナル

ノックアウト(cKO)マウスの骨代謝回転:

破骨細胞の分化過程におけるWnt リガン

ドの発現を解析した結果、破骨細胞は19 

種類あるWnt リガンドの中でWnt5a を顕

著に発現することを我々は見出している。

Wnt5a が骨形成にも関与することを考え

合わせると、この所見は破骨細胞から分

泌されるWnt5a が骨吸収のみならず骨芽

細胞の分化や機能を調節する可能性を示

唆している。この可能性を明らかにする

ため、破骨細胞特異的Wnt5acKO マウスの

骨組織を解析する。 

(2) 破骨細胞特異的Wnt5acKO マウスの解析: 

破骨細胞特異的にCre が発現するカテプ

シンK－Cre マウス(Cell, 130; 811-823, 

2007）とWnt5a-floxed マウスを交配し、

破骨細胞特異的Wnt5acKO マウスを作出

する。マイクロCT を用いて8 週齢の破骨

細胞特異的Wnt5acKO マウスの大腿骨の

骨量を計測する。また骨形態計測を行い、

骨吸収と骨形成の状態を解析する。 

(3) 骨芽細胞マーカー遺伝子の発現解析：破

骨細胞特異的Wnt5acKO マウスの脛骨よ

りRNA を抽出し、リアルタイムPCR を用

いて骨芽細胞マーカー遺伝子発現を解析

する。骨芽細胞マーカー遺伝子として、I 

型コラーゲン、Runx2, Osterix, Bone 

sialoprotein の発現を定量する。 

(4) Wnt/β-カテニン経路の標的遺伝子の発

現：Wnt 古典経路の標的遺伝子として、

Axin2、細胞増殖を制御するCyclin D お

よびE が知られている。これらの発現を

上記方法に従い解析する。 

(5) Wnt/β-カテニン経路共受容体の発現解

析：Low density lipoprotein 

receptor-related protein (Lrp)5/Lrp6 
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図２ 破骨細胞分化におけるWnt5aとWnt16の作用

はβ-カテニン経路を活性化する共受容

体である。リアルタイムPCR を用いて、

破骨細胞特異的Wnt5a cKO マウスの脛骨

におけるこれらの受容体の発現を解析す

る。 

(6) 骨芽細胞前駆細胞の解析：骨芽細胞前駆

細胞は、colony forming unit 

fibroblasts (CFU-F)より分化する。そこ

で、破骨細胞特異的Wnt5a cKO マウス骨

髄間質細胞中のCFU-F 数を定量する。 

(7) 骨芽細胞の細胞増殖の解析：破骨細胞特

異的Wnt5a cKO マウスにBrdU を投与し、

増殖細胞をラベルする。増殖している骨

芽細胞を組織学的に検出する。 

(8) Wnt5a による骨形成機構の解析:我々は、

Wnt5a 遺伝子欠損マウス（Wnt5aKO）由来

の骨芽細胞においてWnt 共受容体Lrp5 

およびLrp6 の発現が著しく低下するこ

とを見出している。この結果は、Wnt5a が

Lrp5 およびLrp6 の発現を介してWnt 古

典経路を活性化する結果、骨芽細胞分化

を促進することを示唆する。 

(9) Sclerostin発現抑制因子の解析：

Sclerostin は骨細胞から分泌され、Wnt 

とLrp5 あるいはLrp6 との結合を阻害し、

骨形成を阻害する。我々は、OPG 遺伝子

欠損マウス（OPG-KO）は骨吸収と骨形成

が共に高い骨代謝回転を示すことを報告

した（Endocrinology 144: 

5441-5449,2003）。骨組織における

Sclerostin 発現を免疫組織学的に解析

したところ、OPG-KO マウスでは

Sclerostin の発現が著しく低下してい

ることを見出している。この所見は、骨

吸収に伴い骨基質より遊離される因子あ

るいは破骨細胞自身から分泌される因子

によりSclerostin の発現が抑制されて

いることを示唆する。 OPG-KO および野

生型マウスに抗RANKL 抗体を投与した際

のSclerostin の発現解析:抗RANKL 抗体

を投与すると破骨細胞の分化が抑制され、

破骨細胞が観察されなくなる。このとき

のSclerostin の発現と骨形成を解析す

る。さらに、OPG-KO および野生型マウス

にビスホスフォネートを投与した際の

Sclerostin の発現解析：ビスホスフォネ

ートは骨吸収活性を著しく抑制するが、

破骨細胞の分化は抑制しない。

Sclerostin の発現と骨形成を解析する。 

 
４．研究成果 
 

上記の研究計画を遂行し以下の新たな知見

を得た。 

(1) Wnt5aはLrp5/6の発現を亢進し、Wnt

古典経路による骨芽細胞分化を促進する

（図１）。 

(2) Wnt5a は Wnt16 による破骨細胞分化抑

制作用を解除する（図２）。 

 



(3) ダイナミン阻害剤 dynasore はアクチン

リングを破壊し、骨吸収を抑制する。 

(4) Arctigenin は NFATc1 シグナルを抑制し、

破骨細胞分化を抑制する。 

(5) 破骨細胞の分化において、エネルギー代

謝と共役した DNA のメチル化が必要で

ある。 

(6) 破骨細胞は sclerostin の発現を抑制する

因子を分泌し、骨形成を促進する。OPG-KO

マウスは破骨細胞分化が亢進するため、

骨吸収が亢進する。OPG－KO マウスに抗

RANKL 抗体を投与し、破骨細胞形成を抑

制すると、骨吸収マーカーが低下した（図

３、左）。抗 RANKL 抗体を投与した際の骨

組織における Sost の発現をリアルタイ

ム PCR 法で解析したところ、Sost の発

現が増加した（図３、右）。これらの結果

は、破骨細胞が Sost の発現を抑制する因

子を分泌することを示唆した。 
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図３ OPG欠損マウスに抗RANKL抗体を投与した際の
骨吸収マーカー（左）とSostの発現（右）
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