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研究成果の概要（和文）：骨は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成により作りかえ

られる。この破骨細胞と骨芽細胞のカップリングにサイトカインの一種である Wnt が関与する

という仮説に基づき研究を行った。 培養細胞を用いた実験系で破骨細胞から分泌される Wnt

による骨芽細胞機能の亢進を証明するという試みは失敗した。マウスの骨を用いた解析により、

週齢の変化に伴い複数の Wnt 関連遺伝子が骨代謝調節に関与することを示唆する結果を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：Bone is remodeled by osteoclastic bone resorption and osteoblastic 
bone formation. I hypothesized that some Wnts were involved in coupling between 
osteoblasts and osteoclasts. At first, I tried to demonstrate an Wnt secreted from 
osteoclasts stimulate bone formation activity of osteoblasts. But this trial was false. 
Second, I analyzed expression level of Wnt related genes in tibia from mice. I revealed 
that expression level of some Wnt related genes were changed age-dependently. 
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１．研究開始当初の背景 

骨は、破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞

による骨形成により常に作りかえられてい

る。この骨代謝のバランスは、ホルモンに

より全身的に制御されるだけでなく骨組織

局所における細胞間情報伝達によっても制

御されていると考えられている。 

 Wnt は、発生段階における形態形成や体軸

決定に関与するサイトカインとして見いだ

されてきた。近年、Wnt シグナルが骨代謝制

御にも関与することが次第に明らかにされ

てきている。これまでに骨芽細胞が Wntを分

泌すること、骨形成の促進に関与することが

報告されている。しかし、破骨細胞が Wnt を

分泌するか、その Wntが骨代謝制御にどのよ

うに関わるか、は不明であった。 
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 当研究室ではこれまでにも骨代謝におけ

る Wnt の役割について研究しており、骨芽

細胞が分泌する Wnt5a が破骨細胞の分化を

促進し、また、機能を亢進させることを明

らかにしている。骨組織における Wnt シグ

ナル関連タンパク質の発現を調べる過程で、

破骨細胞にも Wnt が発現していることを見

いだした。Wnt は、現在までに 20種類近く

報告されている。RT-PCR 法により、破骨細

胞前駆細胞から破骨細胞へ分化するにした

がって発現が上昇する Wntとしては、Wnt2、

2b、5a、9a、10a、11 の６種類であった。

これらを骨芽細胞様の性質を持つ線維芽細

胞系のライン化細胞である ST2 細胞に強制

発現させた。骨芽細胞活性化の指標である

alkaline phosphatase (ALP)活性を誘導す

る作用のあるものは、Wnt2と 10aであった。

Wnt2は骨芽細胞でも強く発現している。従

って、我々は、破骨細胞が分泌し、骨芽細

胞を活性化させる Wntとして Wnt10aを候補

として考えていた。 

 

２．研究の目的 

（１）破骨細胞から実際に Wnt10a が分泌さ

れるのか、また、骨芽細胞の ALP活性の亢進

に関わるのか、を明らかにするために、in 

vitro の実験系において簡便に解析する実験

系を確立することを、第一の目的とした。 

しかしながら、最初の年度において実験系

の確立がうまく行かなかったため、別のアプ

ローチを行うこととした。すなわち、骨代謝

調節に関与する Wnt が Wnt10a 以外にも存在

するかどうかをマウスを使って明らかにす

ることを考えた。Wnt が実際に骨代謝調節に

関与しているのであれば骨代謝速度の変化

に伴って、Wnt、Wnt 受容体及び Wnt 阻害タン

パク質の遺伝子発現パターンも変化するは

ずである。そこで、（２）マウスの骨におい

て、骨代謝速度の変化に伴って発現量が変化

する Wnt 関連遺伝子を明らかにすること、を

第二の目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）In vitro における、破骨細胞から分泌

される Wntによる骨芽細胞機能亢進を証明す 

るための実験系の確立 

①破骨細胞と骨芽細胞様細胞との共存培養 

 骨芽細胞は、ある程度の ALP活性を有して

おり、破骨細胞と共存培養した場合に ALP 活

性が亢進したかどうかを明確に判定するこ

とが困難であった。そこで、骨芽細胞様のラ

イン化細胞であるが、通常の培養条件では

ALP活性を示さない ST2細胞を用いることと

した。 

 マウス脛骨より骨髄を採取し、16時間培養

後、浮遊細胞を回収した。回収した細胞を

Macrophage colony stimulating factor 

(M-CSF)存在下で 3 日間培養した後、M-CSF と

Receptor activator of nuclear factor B 

ligand (RANKL)存在下で 3日間培養し、多核

の破骨細胞を誘導した。前半の 3日間終了

後,ST2を添加し、後半の 3日間培養を行う実

験（①－A）及び後半の 3日間終了後に ST2

を添加し、3日間培養する実験（①－B）を行

った。いずれの場合も、M-CSFのみで培養す

る群をコントロールとした。 

②ST2 細胞への破骨細胞の培養上清添加 

 ①で用いたのと同様の実験系により破骨

細胞を形成し、その培養上清を得た。遠心に

より、細胞成分を除いた上清を原液及び 2 倍

希釈で ST2細胞の培養に用いた。 

③ST2 細胞への破骨細胞破砕物の添加 

 ①で用いたのと同様の実験系により破骨

細胞を形成し、セルスクレイパーでかきとり、

超音波処理により細胞を破砕した。細胞破砕

物を懸濁した培養液で ST2 を培養した。 

 
（２）マウス骨代謝速度の変化と Wnt関連遺
伝子発現パターンの変化 
 実験の材料として、C57/Bl6J のオスを用い
た。週齢は、1、4、8 及び 18週齢（1W, 4W, 8W, 
18W）のものを用い、血液及び脛骨を採取し
た。血液を遠心分離し、血清を得た。 
①マウスの骨代謝速度の測定 

血清中の骨代謝マーカーである ALP (骨形
成マーカー)と TRACP5b (骨吸収マーカー)を
測定した。 
②Wnt 関連遺伝子の発現パターンの変化 
脛骨から通法に従い、mRNA を得、逆転写反

応により cDNAを調製した。リアルタイム PCR
法により遺伝子発現量を測定した。 
 

４．研究成果 

（１）In vitro における、破骨細胞から分泌

される Wntによる骨芽細胞機能亢進を証明す 

るための実験系の確立 

①破骨細胞と骨芽細胞様細胞との共存培養 

 実験①-Aに関しては、ST2 を添加すること

によって M-CSFと RANKLが存在するにもかか

わらず、多核の破骨細胞が形成されなかった。



 

 

また、ST2 細胞に ALP 活性は誘導されなかっ

た。実験①-Bに関して、多核の破骨細胞出現

後に ST2 を添加したが、ALP 陽性の細胞は出

現しなかった。ST2 を添加していない群にお

いて ALP 陽性の細胞が出現した。これは、骨

髄中の間質系細胞が混入していたためと考

えられる。興味深いことに、ST2 細胞添加群

では、ALP 陽性細胞が全く見られず、ST2 が

間質系細胞の ALP活性を抑制するような作用

を持っているのかもしれない。 

 いずれの実験においても、コントロールで

ある、M-CSF のみで培養した細胞と ST2 の共

存培養では ALP 活性は誘導されなかった。ポ

ジティブコントロール実験として、Wnt の下

流の分子を活性化する LiCl の添加を行った

ところ、ST2に ALP 活性が誘導された。 

②ST2 細胞への破骨細胞の培養上清添加 

 ①の結果より、破骨細胞と ST2の共存培養

では、骨髄由来の間質系細胞の混入があり、

ALP 陽性の細胞が出ても ST2 の ALP 活性であ

るとは断定できないと考えた。そこで、破骨

細胞の培養上清を用いて ST2を培養すること

を試みた。しかし、ST2 に ALP 活性は誘導さ

れなかった。このことは、培養上清中には十

分量の Wntが分泌されていないことを示唆す

る。培養上清の濃縮を行うことにより、解決

する可能性がある。 

③ST2 細胞への破骨細胞破砕物の添加 

 ②の結果より、培養上清中には、十分量の

Wnt が分泌されていないことが考えられたの

で、破骨細胞を破砕し、その破砕物を培養液

に混ぜることで、より、高い Wnt濃度にでき

るのではないかと考えた。しかし、ST2 に ALP

活性を誘導することはできなかった。 

 ①から③の結果より、破骨細胞から分泌さ

れる Wnt による骨芽細胞機能亢進を証明す 

るための実験系の確立は失敗に終わった。一

つの要因として、培養系においては、破骨細

胞からの Wnt分泌量が低い可能性が考えられ

る。生体内においては、何らかのメカニズム

により、破骨細胞の Wnt 産生能と分泌能が亢

進しているのではないか。 

 

（２）マウス骨代謝速度の変化と Wnt関連遺

伝子発現パターンの変化 

①マウスの骨代謝速度の測定 

 図１に結果を示す。骨形成マーカーとして

血清 ALP 活性(上段)、骨吸収マーカーとして

血清 TRACP5b 活性(下段)を測定した。 

 ALP活性、TRACP5b 活性とも 1Wで最も高く、

週齢が経過するにしたがってほぼ同様のパ

ターンで有意に低下した。 

②Wnt 関連遺伝子の発現パターンの変化 

 脛骨より調製した cDNA を用いてのリアル

タイム PCRを行った。4W において、発現量が

相対的に高かった Wntは、Wnt4, Wnt5a, Wnt16 

であり、Wnt10a の発現は、全ての週齢におい

て低値であった。 

 

 Wnt 受容体の遺伝子発現も調べたところ、

発現が高かったのは、Lrp5、Lrp6 と Ror2 で

あった。 

 Wnt シグナルを阻害する作用のあるタンパ

ク質についても、その遺伝子発現を調べたと

ころ、発現が高かったのは、Sost と Dkk1 で

あった。 

 このうち、Wnt5a と Ror2 に関しては、現在

更なる解析を進めており、ここでは、データ

を示さない。 

 Wnt4(図２上段)、Wnt16(図２下段)、Lrp5

（図３上段）、Lrp6(図３下段)、Sost(図４上

段)、Dkk1(図４下段)の各週齢における遺伝



 

 

子発現量を示す。 

 Wnt4, Lrp5, Sost, Dkk1 の遺伝子発現パタ

ーンは、いずれも、1Wで低く、4Wで上昇し、

8W で低下するというパターンであった。 

 また、Wnt16 及び Lrp6 に関しては、1W と

4W の発現量に大きな差が無く、8W で低下す

るというパターンであった。 

Wnt 及び Wnt 受容体の遺伝子発現パターン

は、4W から 8W にかけての骨代謝速度の低下

とはよく一致した。1W から 4W にかけての骨

代謝速度の低下については、Wnt シグナル阻

害タンパク質である Sost及び Dkk1の発現が

1W から 4W にかけて上昇することが一つの原

因ではないかと考えられる。 

興味深いことに、Wnt2 は、1W でのみ非常に

高発現しており（図５）、1W における非常に



 

 

速い骨代謝速度の要因であるかもしれない。 

以上の結果から、マウスの骨代謝調節には、

複数の Wnt、Wnt 受容体及び Wnt 阻害タンパ

ク質が関与している可能性が考えられる。 
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