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研究成果の概要（和文）：骨系統疾患治療薬の開発に向けsFRP1およびb-cateninの機能解析をマウスを用いて行った。
その結果、sFRP1およびb-cateninが脳室下帯(VZ)に特に発現しており、sFRP1がb-cateninと神経幹細胞を制御している
ことが示唆された。さらに、in vivoにおける①機能獲得、②機能喪失における検討においてsFRP1は神経細胞の遊走能
に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied the functional analysis of sFRP1 and b-catenin in mice brain for 
development of therapeutic agents on skeletal dysplasia. In the results, sFRP1 and b-catenin were highly 
expression in the VZ of embryonic and postnatal cortices suggesting that sFRP1 may regulate b-catenin and 
neural stem cell development. Moreover, sFRP1 may promote neuronal migration by stimulating neurite 
growth.
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１．研究開始当初の背景 
 日常診療において、骨形成不全症、先天性
脊椎骨端異形成症、軟骨無形成症などの骨系
統疾患患者に遭遇し、根治的治療法が未だ無
いためにその治療に難渋する。いくつかの疾
患に対しては、対症療法により症状を緩和で
きるが完治ができないためにその根本的治
療法の開発に期待が大きい。Ducy らは、食
欲を調節する神経ペプチド（交感神経系）が
骨形成や骨吸収を制御していることを報告
し（Cell, 100:197-207, 2000）、中枢神経系が
骨代謝調節機構に関与しているという骨代
謝機構のパラダイムシフトをもたらした。そ
の後、Sato らはレプチン同様に食欲を抑制す
る働きがある脳内物質ニューロメジン U が
骨密度の増減もコントロールしていること
をノックアウトマウスの研究で明らかにし、
骨と中枢神経系の関連を裏付けた（Nat 
Med.13:1234-1240, 2007）。そこで、研究代
表者は中枢神経系でも万能な細胞である神
経幹細胞に着目し、神経幹細胞を制御する因
子、Wnt/b-catenin シグナル伝達経路とその
拮抗タンパク質である sFRP1 が骨系統疾患
の新たな治療薬となり得ると考え、本研究の
着想に至った。研究代表者はこれまでの研究
で、神経幹細胞が豊富に存在するマウス大脳
皮質の胎生 14.5 日目の脳室下帯（VZ）と出
生後 1日目の側脳室下帯(SVZ)に sFRP1が発
現していることを in situ ハイブリダイゼー
ション法で確認している(図 1)。 

２．研究の目的 
  中枢神経系の胚発生の段階で重要な役割
を果たす Wnt/b-catenin シグナル伝達経路
とその拮抗タンパク質である sFRP1 との関
連を明らかにするとともに、骨における
b-catenin と SFRP1 の作用機序の解明を行
うことを目的とした。 
I.マウス大脳皮質の発生段階における sFRP1
および b-cateni の発現パターンの解析 
II. in vitro における神経幹細胞の増殖・分化
に対する sFRP1およびb-cateninの制御機構
の解析 
III.大脳皮質および骨における sFRP1および
b-catenin の in vivo での機能解析 
1. sFRP1 および b-catenin の gain of 
function(機能獲得)の検討 
2. sFRP1 および b-catenin の loss of 
function(機能喪失)の検討 

３．研究の方法 
I.マウス大脳皮質の発生段階における sFRP1
および b-catenin の発現パターンの解析 
sFRP1および b-cateninが大脳皮質のどの部
分に発現が強く、その発現パターンをステー
ジが進むにつれてどう変化していくのかを
観察し、正常の発生過程におけるそれぞれの
発現パターンを確認した。解析方法は、胎生
期 11.5 日(E11.5)、E14.5、出生後 1 日（P1）、
P5 のマウス大脳の組織切片を作製し、それ
ぞれの発生ステージにおける sFRP1 および
b-cateninの発現の解析をRNAプローブを用
いて in situ ハイブリダイゼーション法にて
行った。 
II. in vitro における神経幹細胞の増殖・分化
に対する sFRP1およびb-cateninの制御機構
の解析 
図 2 に示すように b-catenin は Wnt シグナ
ルの下流に位置し、LEF1 と核内で複合体を
形成し、転写因子として働く。Wnt シグナル
が働いていない場合は Axin を含む細胞内タ
ン パ ク 質 複 合 体 は リ ン 酸 化 を 介 し て
b-catenin を分解する。 

これまでの報告では、神経幹細胞に Wnt3a
が関与し b-catenin が幹細胞の増殖維持に働
くという説（Nat Med. 10:55-63, 2004）や神
経 分 化 に 働 く と い う 説 (FASEB J. 
19:252-254, 2005）があり未だ明らかでない。
そこで、E12.5 日のマウス大脳皮質を分離し、
神経幹細胞を形成させる増殖系（ニューロス
フェア法）と接着培養させる分化系の 2 種類

の条件を用いた(図 3)。 



神経幹細胞および神経分化における sFRP1
および b-catenin の発現レベルを検討した。 
神経幹細胞マーカーには Nestin、Pax6、神
経系分化マーカーには Tuj1, GFAP を用いた。 
III.大脳皮質および骨における sFRP1および
b-catenin の in vivo での機能解析 
1.  sFRP1 および b-catenin の gain of 
function(機能獲得)の検討 
①遺伝子導入：マウス大脳皮質の神経上皮の
発生段階における sFRP1 および b-catenin
を強制発現させた際の骨の変化を in vivo で
検討した。sFRP1 および b-catenin の遺伝子
発現にはそれぞれ GFPおよび RFPを用いて
コンストラクトを作製した(図 4A)。 

それらのプラスミドを妊娠 12.5 日目のマウ
スの胎仔脳にエレクトロポレーション法（図
5）を用いて遺伝子導入を行った。 

 
 
②大脳皮質の解析：E15.5 日目および E17.5
日目の sFRP1およびb-cateninの発現を確認
した。 
③骨組織の解析：E18.5、P2 および P10 の長
官骨および椎体について、まず X 線撮影を行
い、全体の骨密度を測定した。長管骨につい
てはその長軸方向に近位から遠位まで 20 分
割して各分画における骨密度を測定するこ
とによって、骨幹端部・骨幹部における海綿
骨・皮質骨それぞれについての比較検討を行
った。組織学的解析としては、骨芽細胞、破
骨細胞に特異的な組織染色法（ALP 染色、
TRAP染色等）、更にはカルセイン二重標識、

Villanueva-Goldner 染色を用いた骨組織形
態計測を行い、骨代謝動態の定量化を試みた。
同時に、組織学的検討においては、骨芽細胞
の分化マーカーを用いて各々免疫組織染色、
in situ ハイブリダイゼーションの手法を用
いて、骨芽細胞の分化の程度の検討を行い、
sFRP1および b-cateninの骨代謝への影響を
in vivo で調べた。 
2. sFRP1 お よ び b-catenin の loss of 
function(機能喪失)の検討 
①遺伝子導入：sFRP1 および b-catenin の遺
伝子抑制には RNAiコンストラクトを用いる
(図 4B)。遺伝子導入は、前述のⅢ-1-①と同様
に行った。 
②大脳皮質の解析：前述のⅢ-1-②と同様に
E15.5 日目および E17.5 日目のマウスを用い
て行った。 
③骨組織の解析：前述のⅢ-1-③と同様に、
E18.5、P2 および P10 のマウスを用いて
sFRP1および b-cateninの骨代謝への影響を
in vivo で調べた。 
 
４．研究成果 
I.マウス大脳皮質の発生段階における sFRP1
および b-catenin の発現パターンの解析 
sFRP1 は、E11.5、E14.5、P1 の脳室下帯（VZ）
に発現し、特に P1の側脳室下帯(SVZ)に発現
していることが確認できた。また、b-catenin

も同様に E11.5～P1 の VZ に発現し、その発
現パターンは発生過程で減少していた。これ
らの結果より、sFRP1 が b-catenin を制御し
ていることが示唆された。 
 
II. in vitro における神経幹細胞の増殖・分化
に対する sFRP1およびb-cateninの制御機構
の解析 
ニューロスフェア法を用いてE12.5の大脳皮
質から神経幹細胞（ニューロスフェア）の取
得に成功した。また、分化条件下において
sFRP1 陽性細胞が神経幹細胞マーカーであ
る Nestin および Pax6 を発現し、さらに神経
系分化マーカーである Tuj1 および GFAP を
発現することが確認できた。 



さらに、sFRP1 と Nestin 陽性細胞が VZ に
発現していることが明らかとなった。 

これらの結果より、sFRP1 が神経細胞を制御
していることが示唆された。しかし、
B-catenine に制御については明らかな結果
が得られなかった。 
 
III.大脳皮質および骨における sFRP1および
b-catenin の in vivo での機能解析 
1.  sFRP1 および b-catenin の gain of 
function(機能獲得)の検討 
①遺伝子導入：前述の方法で述べたように
sFRP1 および b-catenin のコンストラクトの
作製を行い、それらのプラスミドを妊娠 12.5
日目のマウスの胎仔脳にエレクトロポレー
ション法にて遺伝子導入を行い、その発現を
確認できた。 

 
②大脳皮質の解析：E15.5 日目、E17.5 日目
に解析を行い、GFP 陽性細胞（sFRP1 陽性
細胞）がコントロール群と比較して VZ から
pial に向かいより migration していることが
確認できた。 

 
③骨組織の解析：骨組織における検討は試み
るも十分な解析が行えなかった。 
 
2. sFRP1 お よ び b-catenin の loss of 
function(機能喪失)の検討 
①遺伝子導入：前述の III-1と同様に行った。
コンストラクトは、最も knockdown してい
たプラスミドを用いた。 

 
②大脳皮質の解析：E15.5 日目、E17.5 日目
に解析を行い、GFP 陽性細胞（sFRP1 陽性
細胞）がコントロール群と比較して VZ から
pialの方向に反するかのように極性を欠いた
GFP 陽性細胞(sFRP1 陽性細胞)が確認でき
た。 

 
③骨組織の解析：III-1 と同様に骨組織におけ
る検討は試みるも十分な解析が行えなかっ
た。 
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