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研究成果の概要（和文）： 

Wnt 蛋白は、個体の発生や生体組織の機能維持に至る様々な局面で機能する分泌型の糖タン

パク分子である。Wnt5a を代表とする非古典的経路のシグナルはどのような機能を有するか

どうか未だ不明な点が多く残されている。本研究において、実験動物および培養細胞を用い

て解析を行なったところ、未分化な細胞が骨を作る細胞に分化するにつれて Wnt5a が強く発

現してくることを明らかにした。さらに、その遺伝子の発現を消失させたところ、骨の成長

が抑制されることを証明した。 

研究成果の概要（英文）： 

Wnts are secreted glycoproteins that mediate developmental and post-developmental 

physiology through canonical and noncanonical pathway. Although it appears that 

Wnt5a signaling supports normal bone physiology, the biological significance of 

noncanonical Wnts in osteogenesis is essentially unknown. In this study, we identified 

the expression of Wnt5a in osteoblasts in the tibial growth plate as well as bone 

marrow of rat tibia. Silencing gene expression of Wnt5a in cultured pre-osteoblast cells 

results in suppression of osteoblastic differentiation, suggesting that Wnt5a signaling 

are of substantial importance for osteoblastic differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

Wnt は初期発生や生体組織の機能維持に

至る様々な局面で機能する分子であり、

Canonical Wnt シグナル経路（代表分子：

Wnt3a）と Non-canonical Wnt シグナル経

路（代表分子：Wnt5a）の２種類に大別さ

れる。これまでに Canonical Wnt シグナル

は骨の増生に関与する重要なシグナルであ

ることが多くの研究から明らかとなってい

る。さらに、細胞の種類や分化度に依存し

て分化抑制作用を示すことも知られている。

一方、Non-canonical Wnt シグナルに関す

る解析はあまり進んでいなかったが、同シ

グナル（Wnt5a）が Canonical Wnt シグナ

ルに対して抑制作用を示すことが示唆され、

骨の生物学における Wnt5a の役割に大き

な注目が集まっている。申請者らはこれま

でに、不死化マウスセメント芽細胞におい

て Wnt3a シグナルが骨形成性転写因子の

発現調節を介して細胞分化を抑制し、さら

に細胞増殖を誘導することを明らかにして

きた。また、同細胞は Wnt5a 遺伝子を発現

していることから、Wnt3a シグナルとのク

ロストークが存在しているものと考えられ、

それを解析することはセメント質再生の機

序解明につながると考えられた。 

２．研究の目的 

歯周組織の再生において、セメント質は歯

根と歯周組織の付着に最も重要な役割を

果たす。従って、セメント芽細胞の分化と

機能を規定する因子を明らかにすること

は歯周組織再生医学の発展に大きな意味

を持つと考える。我々は、「Wnt3a シグナル

はセメント芽細胞の分化誘導経路を遮断

し、細胞増殖を促進する。一方、Wnt5a シ

グナルは細胞の分化誘導を促進させる。こ

の２つのWntシグナルはクロストークして

おり、そのバランスと量によりセメント芽

細胞の機能が規定される」という仮説を立

てた。本研究はこの仮説の証明を行い、

Wnt シグナル制御によるセメント質再生

誘導法の基盤を構築することを目的とす

る。 

３．研究の方法 

使用する細胞はマウスセメント芽細胞

（OC-CM30、M. Somerman（NIDCR）より供与）

および、マウス前骨芽細胞株MC3T3-E1 細胞

（ATTC）を用いる。 

(1) 細胞分化過程におけるWnt5aの発現

の解析（免疫組織化学法、リアルタイム

RT-PCR 法） 

(2) Wnt5a シグナルによるセメント芽細

胞および前骨芽細胞の機能調節（in vitro）。 

レコンビナント蛋白による刺激あるいは

Wnt5a 遺伝子ノックダウン（siRNA 法）によ

り分化マーカーの発現を解析（リアルタイ

ム RT-PCR 法） 

(3) 細胞内シグナル伝達の解析 

特に Ror2 経路について Ror2 のリン酸化の

検討（Western blot 法）および、Ror2 遺伝

子ノックダウン法を用いて解析を進める。 

(4) Wnt3aとWnt5aシグナルのクロストーク

作用の解析（in vitro） 

Wnt3a による Wnt5a/Ror2 シグナル伝達に与

える影響を、細胞内シグナル伝達レベル 

（Western blot 法）での解析を行なうとと

もにBMP-2/SmadシグナルとWnt5aシグナル

のクロストークの可能性について解析を広

げる（Western blot 法）。 

 

４．研究成果 

本研究において、Wnt5a がラット脛骨

成長板の石灰化部の骨芽細胞ならびに

ラット脛骨骨髄の骨芽細胞に発現して

いることを免疫組織化学によって証明

し た 。 さ ら に 、 培 養 前 骨 芽 細 胞

（MC3T3-E1 細胞）を用いて、BMP-2

（bone morphogenetic protein-2）刺激によ

り誘導される分化モデルにおいて、細胞

分化に伴い Wnt5a および Ror2 の発現



 

 

が亢進することをリアルタイム PCR 法

によって明らかにした。この BMP-2 刺

激による同細胞の分化モデルを用いて

解析を進めたところ、siRNA 法により

Wnt5a およびその受容体である Ror2

の遺伝子発現をノックダウンすること

により、アルカリホスファターゼおよび

オステオカルシン遺伝子発現、ならびに

アルカリホスファターゼ活性が抑制さ

れることが明らかとなった。これらの知

見は、BMP-2 刺激による骨芽細胞の分

化においては、Wnt5a/Ror2 シグナルが

重要な役割を担っていることが示唆す

るものである。さらに、BMP-2/Smad

シグナルをウェスタンブロット法で解

析したところ、同細胞の Wnt5a 遺伝子

のノックダウンの有無にかかわらず、

Smad1/5/8 のリン酸化が同程度に誘導

された。このことから、Wnt5a シグナ

リングは BMP-2/Smad シグナリングと

は独立して機能していることが示唆さ

れた。 
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