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研究成果の概要：細胞株を用いて、活性型ビタミン D、副甲状腺ホルモン(PTH)などのカルシウ

ム調節ホルモンと canonical wnt 経路のクロストークが存在することを証明した。さらに、wnt

の coreceptor の 1 つである low-density lipoprotein receptor-related protein 6 (Lrp6)の

骨代謝における機能を LRP6 の機能が低下した自然発症マウス rs を用い、解析した。その結果、

wntの LRP6を介する効果としては骨芽細胞におけるRANKLの発現を抑制する事によって破骨細

胞形成を抑制し、骨量を増加させることである事を証明し、論文として公表した。 
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１．研究開始当初の背景 

 wnt/LRP/ β -catenin シ グ ナ ル 系

（canonical wnt pathway:β-カテニンシグナ
ルと略す）の骨代謝における重要性が分子

遺伝学の成果より明らかにされている。す

なわち、骨塩量の高い家系を用いた linkage 
analysisから、染色体 11q12-13に責任部位
があることがわかり、この部位にある

LRP5(LDL receptor-related protein 5)遺伝子
が、骨塩量を規定することが判明した

（Boyden LM et al. N Engl J Med, 2002）。

LRP5 遺伝子の活性を失うタイプの変異は
小児期に低骨塩量による易骨折性や骨変

形および眼球における一次硝子体遺残を

示す osteoporosis-pseudoglioma 症候群の原
因となることが判明し、LRP5 遺伝子が骨
塩量規定因子であることは確実となった

（Gong Y et al. Cell, 2001）。すなわち、LRP5
遺伝子の活性型変異で骨量が増加し、不活

性型変異で骨量が低下する。Wntは発生や
癌化に重要な働きを持つ分泌性の活性物

質で LRP5 と Frizzled を介して細胞内にシ
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グナルを送る。細胞内シグナルには複数あ

るが、骨作用を含む主要な作用を及ぼす経

路はβ-カテニンに担われ、wnt はβ-カテ
ニンを安定化させることで核における量

を増加させ、TCF/LEFという転写因子を介
して遺伝子発現の調節を行う（β-カテニン
シグナルの概要）。 
 LRP6 は LRP5 と高い相同性を有し、機
能的にも LRP5 と同じく wntの co-receptor
として働くとされている。Lrp6-/-マウスは
周産期致死であり、骨格形成の異常も高度

であることから LRP6 の方が LRP5 よりも
骨格形成、骨代謝に重要とも推定されるが、

研究は進んでいなかった。申請者らは、自

然発症マウスの rs マウスの責任遺伝子が
Lrp6 であることを発見し、LRP6 も骨格形
成、骨代謝に重要であるとの確証を得た

(Development, 2004)。 
 以上のような研究の流れから、骨量規定

因子であるβ-カテニンシグナルを増強さ
せる方法を検討することには意義があると

考えられる。本研究ではカルシウム調節ホ

ルモンである副甲状腺ホルモン(PTH)と活
性型ビタミンDに焦点を当てることとした。
PTHは間欠投与で骨量を増加させることが
知られ、臨床応用が始まっているがそのメ

カニズムは明らかではない  (Tashjian & 
Gagel J Bone Miner Res, 2006)。また、臨床
上の問題点として骨肉腫の発生の危険性が

あげられる。一方、ビタミン Dは欠乏症で
はくる病となり骨発育に必須の因子である

が、薬理効果としては骨吸収亢進から骨量

減少をもたらすことが知られている。 

 

２．研究の目的 

 骨量増加作用をもつとされるβ-カテニ
ンシグナルに対して、PTHおよび活性型ビ
タミン Dがどのような作用を有するか、細
胞系およびβ-カテニンシグナルに異常の
ある rsマウスを用いて検討する 
 

３．研究の方法 

a.ビタミン D のβ-カテニンシグナルに
対する影響 
ビタミン D のβ-カテニンシグナル全体
に及ぼす影響を、レポーター (Super 

8xTOPFLASH) assay や骨芽細胞機能を
指標として検討する。さらに、β-カテニン
自身およびGSK3βの細胞内量やリン酸化
状態を免疫組織化学法、Western blotting
法などで検討する。 

b.副甲状腺ホルモン(PTH)のβ-カテニ
ンシグナルに対する影響 

PTHあるいは Forskolin (FK) を添加し、
Super 8×TOPFLASH レポ－タ－活性を

検討する。また、PTH の間欠的な処理を

行い、Super 8×TOPFLASH のレポータ
ー活性を測定する。内因性の遺伝子発現に

対する効果をみるため、wntの標的遺伝子
の wisp2、nkd2の発現に対する PTHの効
果を検討する。 
c.Lrp6 変異 rsマウスの骨代謝異常の機序
の検討 
本マウスの骨組織を詳細に検討し、β-カテ
ニン活性化により代償されない LRP6経路
特異的事象を検討する。長期生存 LRP6-/-
に、PTH あるいは活性型ビタミン D を投
与し、β-カテニンシグナルが活性化される
かどうか検討する。 

４．研究成果 

骨 髄 間 質 系 細 胞 株 ST2 細 胞 に 1
α ,25(OH)2D3(1,25D)を添加するとwntの
co-receptorであるlow-density lipoprotein 
receptor-related protein 6 (Lrp6) の発現
は増加しなかったが、Lrp5の発現は増加し
た。さらに、β-cateninシグナルに対する
検討では、wnt3aにより増強されるTCF依
存性転写活性を 1,25Dは抑制した。また、
骨芽細胞系株MG63 細胞に、1,25Dを添加
したところ、ビタミンDレセプター（VDR）
およびLrp5 の遺伝子発現上昇が認められ
sFRP1の発現は低下した。培養上清中のオ
ステオカルシン濃度の著明な産生亢進が認

められた。PTHの間欠的な処理では、Super 
8xTOPFLASHレポーター活性は上昇し、
この効果はH７添加により阻害された。ま
たwisp2、nkd2の発現も、PTHの添加によ
り誘導された。このPTHの効果はGSKβの
阻害効果によることを証明し、論文発表し

た（Suzuki A, et al. J Cell Biochem, 2007）。         



 Lrp6 の機能を Lrp6 機能異常マウス rs
を用い解析した。その結果、wnt の Lrp6
を介する効果としては骨芽細胞における

RANKL の発現を抑制する事によって破骨
細胞形成を抑制し、骨量を増加させること

である事を証明し、論文発表した（Kubota 
T, et al. J Bone Miner Res, 2008）。この結
果は、Lrp5が骨形成の増加作用を介して骨
量を増加させるとの知見と対照的であった。

申請者らの発表後、Karsenty らが、Lrp5
の骨量増加作用はセロトニンを介する事が

発表した（Yadav VK et al. Cell 2008）。骨
におけるWntの作用とLRP5/6の使い分け
については、今後さらに検討されることが

期待される。 
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