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研究成果の概要（和文）：Vwc2タンパク質存在下で72時間培養した野生型マウス初代骨芽細胞及びMC3T3-E1細胞
のALP活性能が非存在下でのものと比較して有意に上昇した。また、MC3T3-E1細胞において３週間Vwc2タンパク
質存在下で培養すると、非存在下で培養したものと比較して有意に石灰化の亢進が見られた。さらに、Vwc2タン
パク質存在下に培養したマウス初代細胞から採取したmRNAにおいて骨芽細胞分化マーカーの発現が有意に上昇し
ていた。in vivoの実験においてもNegative Control群と比較してVwc2群での有意な骨形成の亢進が見られ、石
灰化速度の有意な上昇を認めた。

研究成果の概要（英文）：The ALP activity of mouse primary osteoblasts and MC3T3-E1 cells cultured 
for 72 hours in the presence of Vwc2 protein was significantly increased compared with that in the 
absence. In addition, when MC3T3-E1 cells were cultured in the presence of Vwc2 protein for 3 weeks,
 there was a significant increase in mineralization compared with those cultured in the absence. 
Furthermore, expression of osteoblast differentiation marker was significantly increased in mRNA 
collected from primary mouse cells cultured in the presence of Vwc2 protein. Even in the in vivo 
experiments, a significant increase in osteogenesis was observed in the Vwc 2 group as compared with
 the negative control group, and a significant increase in calcification rate was observed.
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１．研究開始当初の背景 

Transforming growth factor-β（TGF-β）

スーパーファミリーは、BMP、TGF-β、GDF お

よびアクチビンを含むサイトカインの総称

であり、哺乳類において約 40 種類が報告さ

れている。細胞増殖、細胞死、細胞分化、胎

児期の体軸の形成および種々の組織の形成

は、TGF-βスーパーファミリーのサイトカイ

ンによって制御される。 これら TGF-βスー

パーファミリーのタンパク質は、細胞表面上

の特異的な受容体に結合し、Smad などのタン

パク質のリン酸化を介してシグナルを伝達

する。 

 Bone morphogenetic protein-2（BMP-2）は、

in vivo において骨形成誘導する TGF-βスー

パーファミリーのよく知られた成長因子で

ある。ヒト組換え BMP-2 の臨床使用は、米国

食品医薬品局（FDA）によって 2002 年に承認

されて以来、頭蓋顔面再建や骨修復、骨再生

手術に使用されている。 BMP-2 は侵襲を伴う

自家骨移植なしに骨形成を誘導する分子で

あり、その臨床応用は、画期的な治療として

注目されている。しかしながら、大量の BMP-2

の必要性に起因する経済的負担、BMP-2 の適

切な保持・徐放の困難さおよび BMP により誘

導される炎症反応をはじめとした副作用な

どの問題によって有効活用されていないの

が現状である。 

TGF-β スーパーファミリーのタンパク質の

作用は、Noggin、Chordin、および Follistatin

（FS）などのアンタゴニストによって細胞外

で制御される。これらのアンタゴニストであ

るシステインノットプロテイン（CKP）は、

TGF-β スーパーファミリーに結合するため

の機構であるシステインリッチドメインを

有する。 

我々の以前の研究で、2 つの新たな CKP であ

る VWC2 および VWC2-like を、バイオインフ

ォマティクス解析を介して同定した。VWC2 と

VWC2-like は構造が類似しており、構造的同

一性は、ヒトで 60％、マウスで 55％である。 

VWC2-like は 222 アミノ酸から、VWC2 は 325

アミノ酸から成り、どちらも 2つのシステイ

ンリッチドメインを有する。以前の研究では、

我々は、VWC2-like が MC3T3-E1 細胞での

Osterix 発現を調節することによって石灰化

結節形成を促進することを示した。 

２．研究の目的 

本研究を開始するにあたり、2 つの分子間の

構造に類似性が見られるために、VWC2 にも骨

形成促進作用があると仮定した。したがって、

本研究では、in vitro および in vivo での基

質石灰化に対する VWC2 の単剤使用における

作用を解析することを目的とした。 

３．研究の方法 

マウス頭蓋骨由来の cell line である、

MC3T3-E1 細胞を骨芽細胞へ分化誘導し VWC2

を作用させ、アリザリンレッド Sによる石灰

化小塊の染色、アルカリホスファターゼ活性

能試験を行った。 

また、生体内での VWC2 による骨形成への関

与を確認するために、5 週齢の ICR マウスの

頭頂骨に直径 3.5mm の円形の欠損を作り、コ

ラーゲンスポンジに VWC2 を含ませて移植し

た。欠損部はマイクロ CT にて経時的に観察

を行った。さらに、新生骨が形成され始めて

から6日間ごとに骨に沈着する蛍光物質を注

射し、そのラベル間距離を測定して新生骨の

石灰化速度を測定した。さらに、マウス新生

児頭蓋骨より細胞を酵素処理により抽出し、

この細胞に VWC2 を作用させ、real-time PCR

にて骨芽細胞分化マーカーの発現を測定、対

照群と比較した。 

 
４．研究成果 

MC3T3-E1 細胞での石灰化試験では、VWC2 処

理後 3 週間で、対照群と比較して VWC2 処理

群で有意な石灰化結節形成の増加が見られ

た。 



 
MC3T3-E1 細胞でのアルカリホスファターゼ

(ALP)活性能の解析では、VWC2 処理後 3 日で

の ALP活性が対照群と比較して有意に上昇し

ていることが判明した。 

 

マウス頭蓋骨欠損モデルへの VWC2 の移植実

験では、マイクロ CT 解析により欠損部への

新生骨添加が観察された。対照群と比較して、

VWC2 処理群で欠損部への骨添加面積が有意

に大きいことが示された。 

 

蛍光ラベリングによる骨石灰化速度の測定

では、VWC2 処理後 13-19 日での骨石灰化速度

が対照群と比較して有意に速かった。 

 

mouse primary calvaria cell を用いた、

real-time PCR による骨芽細胞分化マーカー

の発現解析では、VWC2 作用後 24 時間で、初

期マーカーである Osterix, Runx2、VWC2 作

用後 14 日で、後期マーカーである骨シアロ

タンパク質(BSP)の発現が対照群と比較して

有意差を持って上昇していた。 

 

本研究では、CKP のメンバーである VWC2 が

Osterix および Runx2 の発現の上方制御に関

与し、in vitroでの基質石灰化およびin vivo

での骨形成を促進することを発見した。 

以前、VWC2 は中枢神経系において発現され、

「Brorin」の名称でニューロン分化を促進し、



BMP-2 および 6 によって誘導される ALP 活性

ならびに BMP特異的 Smad1/5/8 のリン酸化を

阻害することが報告された。本研究では、ALP

活性および骨形成マーカーの発現が、VWC2 単

剤での処理で促進されることを示した。BMP

の活性を下げるとの以前の研究ではBMP存在

下で、さらに 10％FBS 含有の培地を用いてい

たが、我々は 1％FBS 含有の培地で BMP 非存

在下に MC3T3-E1 細胞を培養した。これらの

結果は、VWC2 が、豊富な増殖因子を含む高濃

度の FBS の存在下で、BMP による強力な骨分

化誘導に対しては抑制的に作用するが、正常

条件下では骨形成に促進的に作用すること

が示唆された。 

VWC2が骨形成の促進に働くメカニズムを2

つ考察した。1つ目は、VWC2 が BMP の阻害剤

を抑制することにより、骨形成に促進的に働

く機序である。Crossvinless 2（CV2）は VWC2

同様システインリッチドメインを有する

Chordin ファミリーの一員であり 、BMP の阻

害剤の一つであるChordinに結合し、Chordin

の BMP2 阻害作用を阻害すると報告されてい

る。VWC2 が CV2 と同様な機序で骨形成を促進

する可能性が考えられる。2つ目は、VWC2 が

骨形成を抑制する成長因子の活性を阻害す

ることである。 TGF-βおよびアクチビンは、

TGF-β スーパーファミリーのメンバーであ

り、骨形成を阻害することが報告されている。

FS や性腺ホルモンとして定義されているイ

ンヒビンはシステインリッチドメイン様の

構造を有しており、アクチビンの機能を抑制

し、また骨芽細胞分化を調節することが報告

されている。VWC2 も同様に抗骨形成作用を有

する TGF-β およびアクチビンのようなタン

パク質の活性を阻害する可能性が考えられ

る。これらの仮説は、今後の研究で詳細に検

討する必要がある。 
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