
松本歯科大学・総合歯科医学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３６０２

基盤研究(A)（一般）

2020～2016

Wntシグナルネットワークを基盤とした歯槽骨代謝回転制御法の開発

Development of alveolar bone turnover control method based on Wnt signaling 
network

２０２６４２５２研究者番号：

小林　泰浩（Kobayashi, Yasuhiro）

研究期間：

１６Ｈ０２６９１

年 月 日現在  ３   ５ ２１

円    35,450,000

研究成果の概要（和文）：本課題は歯槽骨を含む骨組織の代謝回転におけるＷｎｔシグナルの役割の解明を目指
した。Sfrp5は、Wnt阻害因子としての作用に加え、未知の受容体に結合し骨芽細胞分化を促進することを明らか
にした。破骨細胞の骨吸収活性を制御するRor2-Rho-Pkn3-c-Srcシグナルを同定した。さらに、Pkn3阻害薬が新
たな骨吸収抑制薬のシーズになる可能を示した。また、破骨細胞が骨細胞のスクレロスチン発現を低下させる因
子としてleukemia inhibitory factor(LIF)を同定した。以上から、Sfrp5、Pkn3やLIFが活性化する骨代謝回転
を調節する新規パスウェイを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study clarified roles of Wnt signals in the turnover of bone tissue 
including alveolar bone. We clarify the possibility that Sfrp5 binds to unknown receptors and 
promotes osteoblast differentiation in addition to its known function as Wnt inhibitors. A new 
Rot2-Rho-Pkn3-c-Src signal was identified as a signal that regulates the bone resorption activity of
 osteoclasts. Furthermore, results have been obtained showing that Pkn3 inhibitors can become seeds 
for new bone resorption inhibitors. We also found that osteoclasts secrete leukemia inhibitory 
factor (LIF) as a factor that reduces sclerostin expression in osteocytes. From the above, it was 
clarified that the turnover of bone metabolism may be regulated by molecules such as Sfrp5, Pkn3, 
and LIF.

研究分野： 生化学

キーワード： Wnt　破骨細胞　骨芽細胞　骨細胞　スクレロスチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪細胞から分泌されるSfrp5が破骨細胞分化を抑制し骨芽細胞を分化することが明らかになった。今まで骨芽
細胞への分化が抑制されると脂肪細胞への分化が逆に促進されると考えられてきたが、脂肪細胞が骨芽細胞の分
化を促進する、新たな可能性が示された。さらに本申請課題で明らかになったPkn3阻害剤は新たな骨吸収抑制薬
のシーズとなりうる。破骨細胞から分泌されるLIFが骨細胞のスクレロスチン発現を抑制することが明らかにな
った。これは全く新規のパスウェイであり、今後骨リモデリングの分子機構を解明する糸口になる可能性があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

歯槽骨代謝回転の速さは、歯科矯正治療期間を決める一因である。骨代謝回転の低い成人では

治療期間は長くなる。歯科矯正治療期間の短縮が望まれているが、実現には至っていない。こ

れは歯槽骨代謝回転を調節する分子基盤が十分に解明されていないためである。Wntは-カテ

ニンを介する古典経路とそれを介さない非古典経路を活性化する。Wnt 古典経路は、骨芽細胞

の分化を促進する。また、破骨細胞分化抑制因子であるosteoprotegerin（OPG）の発現を誘導

し骨吸収を抑制する。骨細胞から分泌されるスクレロスチン はWnt 古典経路を阻害し、骨形成

を抑制する。骨芽細胞から分泌されるWnt5a が破骨前駆細胞のRor2 共受容体に結合し、RANK 

の発現を上昇させる。これにより破骨細胞への分化が亢進する。脂肪細胞から分泌されるWnt 

阻害因子secreted frizzled-related protein 5（Sfrp5）は、破骨細胞の分化を抑制し、骨芽

細胞の分化を促進することを見出している。また、破骨細胞はスクレロスチン の発現を抑制す

る未知の因子を分泌する。以上の知見から、Wnt リガンドやその阻害因子がWnt シグナルネッ

トワークを構築し、骨代謝回転を調節している。Wnt シグナルネットワークの分子基盤が解明

されることで、分子基盤に基づいた歯槽骨代謝回転の制御法が確立できる。 

 

２．研究の目的 

(1) Sfrp5による骨量増加機構の解明：Wnt 阻害因子Sfrp5 は脂肪組織から分泌されるアディポ

カインである。骨芽細胞の培養においてSfrp5 を発現させたところ、石灰化が亢進することを

見出した。そこで、Sfrp5 による骨形成作用、骨吸収作用をSfrp5 遺伝子欠損(KO)マウス、

Sfrp5 トランスジェニック(Tg)マウスの解析からSfrp5 による骨量増加機構を明らかにする。 

(2) Ror2 シグナルによる破骨細胞活性化機構の解明：破骨細胞特異的にRor2 遺伝子を欠損さ

せたマウス（Ror2OC）を解析したところ、Ror2OC は破骨細胞による骨吸収活性が顕著に低

下したことによる骨量増加を呈した。さらに、破骨細胞におけるRor2 シグナルの下流を探索し

た結果、Protein kinase n3(Pkn3)が、骨吸収活性に必要な分子であるc-Src と結合し、破骨細

胞の機能発現に重要であることを見出した。そこで、Pkn3 と相互作用する分子を同定し、

Wnt5a－Ror2 シグナルによる破骨細胞の機能発現機構を解明する。さらに、Pkn3 のキナーゼ活

性を抑制する低分子化合物を同定し、新たな骨吸収抑制薬を歯槽骨代謝回転の制御に応用す

る。 (3) スクレロスチン の発現を抑制する破骨細胞由来因子の同定：破骨細胞の培養上清に

含まれる因子がスクレロスチン の発現を抑制することを見出している。この未知因子を同定す

る。 

 

３．研究の方法 

(1) Sfrp5 に骨代謝調節機構: Sfrp5 欠損マウスの大腿骨を microCT 解析、骨形態計測解析に供

した。マウス頭蓋冠由来細胞を BMP2 で刺激し骨芽細胞分化を誘導した。この培養にリコンビナ

ント Sfrp5 を添加し、アルカリホスファターゼの発現、石灰化結節の形成、遺伝子発現を解析し

た。 

(2) Pkn3による破骨細胞骨吸収活性調節機構:野生型マウス、破骨細胞特異的Ror2欠損マウス、

Pkn3 欠損マウスの大腿骨を microCT 解析、骨形態計測解析に供した。これらマウスから採取し

た骨髄マクロファージを、RANKL と M-CSF で刺激し、破骨細胞を形成した。骨切片上で破骨細胞

を形成し、骨吸収活性を解析した。アデノウィルスを使った恒常活性型 Rac1 及び RhoA, 野生型

Pkn3、変異型 Pkn3 を破骨細胞に強制発現した。これらの破骨細胞を骨切片上で培養し、骨吸収

活性を解析した。 
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(3) 骨リモデリングにおける Sost発現制御機構の解析: 12週令のosteoprotegerin欠損マウス

（OPGKO）および野生型マウスの長管骨を解析に用いた。採取した長管骨は、組織学的な解析と

リアルタイム PCR を用いた遺伝子の発現解析を行った。UMR106 培養細胞を用いてスクレロスチ

ンの発現を抑制する因子を破骨細胞培養上清からの同定を試みた。破骨細胞の培養上清を抗体

アレイに供し、破骨細胞から分泌される因子を同定した。抗 RANKL 抗体を投与し、骨吸収を抑制

したマウスの長管骨を採取し、上記に従い、骨代謝マーカー、スクレロスチンの発現を解析した。 

(4) 海綿骨におけるスクレロスチンの発現制御機構 

スクレロスチン発現細胞を可視化し、かつスクレロスチン遺伝子をノックアウトする為、スクレ

ロスチン遺伝子の翻訳開始部位に ZsGreenｃDNA を挿入したスクレロスチン遺伝子ノックインノ

ックアウトマウス（Sost―Green）を作出した。このマウスと野生型マウスを用いて、組織学的

にスクレロスチン発現骨芽細胞の局在を解析した。また、野生型マウスに抗 RANKL 抗体を投与

し、骨吸収を抑制したときの、スクレロスチン陽性細胞の局在と骨代謝パラメータを形態計測、

リアルタイム PCR を用いた遺伝子発現解析によって解析した。 

 

４．研究成果 

 (1)Sfrp5 による骨代謝調節機構の解析 

Secreted Frizzled-related protein 5 は Sfrp ファミ

リーに属する Wnt シグナル阻害因子である。脂肪細胞か

ら分泌されることが報告されているが、骨代謝における

その役割は明らかではない。Sfrp5KO マウスの骨組織を

解析した結果、Sfrp5KO マウスは海綿骨の著しい減少を

呈した。骨形態計測の結果、Sfrp5KO マウスの骨組織で

は、破骨細胞が増加し骨吸収が亢進するものの、骨形成

バラメーターは低下していた。つまり、Sfrp5KO マウス

は、骨吸収が亢進するものの、骨形成が低下する骨代謝

回転を示した。破骨細胞の培養系にリコンビナント

Sfrp5 を添加すると、破骨細胞分化が抑制された。我々

は、Wnt5a が破骨細胞前駆細胞の RANK 発現を亢進するこ

とを報告している。Sfrp５の添加は、Wnt5a による RANK 陽性細胞数の増加を抑制した。次に、

骨芽細胞分化における Sfrp5 の役割を培養実験で検討した。リコンビナント Sfrp5 は BMP2 誘導

性の骨芽細胞の分化を促進した。骨芽細胞分化培養系において、Sfrp5 の添加によって、発現が

上がる転写因子が 5つ見出された。今後、この 5つ転写因子の骨芽細胞分化における役割をさら

に解析する。 

(2) Wnt5a-Ror2-PKN3-cSrc シグナル軸による破骨細胞骨吸収活性調節機構 

破骨細胞分化に伴って Wnt5a 発現が増加することを見出した。さらに、Wnt5a 欠損マウスの骨髄

マクロファージから分化させた破骨細胞は、骨吸収活性が著しく低下していた。そこで、カテプ

シン K―Cre マウスと Ror2-floxed マウスを交配し、成熟破骨細胞で Wnt5a の共受容体である

Ror2 を欠損したマウス（Ror2Ocl）の大腿骨を解析した。Ror2Ocl は骨吸収不全を伴う高骨量

を呈した。骨形態計測解析の結果、Ror2Ocl の骨組織では、破骨細胞数の減少は認められず、

吸収活性が低下していることが明らかになった。Ror2 の下流で低分子量 Gタンパク質である Rac

Ror2

Wnt5a

DIX PDZ DEP

Daam2 

Rho

Pkn3

骨吸収

c-Src

Dvl

Uehara et al. Science Signaling, 2017

図1 破骨細胞の骨吸収活性を制御する
Wnt5a-Ror2-Pkn3シグナル
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および Rho が活性化されることから、恒常活性型の RhoA および Rac1 を Ror2Ocl から調整した

破骨細胞に発現させ、骨吸収活性を解析した。Ror2Ocl から調整した破骨細胞は、骨吸収活性

が著しく低下したが、恒常活性型 RhoA を発現すると低下した骨吸収活性が回復した。恒常活性

型 Rac1 では、そのような効果は認められなかった。破骨細胞は、Rho 下流で働く 13種類の Rho

エフェクターの中で、Pkn3 を強く発現した。そこで、Pkn3 欠損マウス（Pkn3KO）の骨組織を解

析した。Pkn3KO は、骨吸収不全を伴う高骨量を示した。In vitro の実験系において、Pkn3KO か

ら形成した破骨細胞は、骨吸収活性の著しい低下が認められた。免疫沈降によって Pkn3 は破骨

細胞の骨吸収活性に重要である c-Src および Pyk2 と会合することを明らかにした。さらに、野

生型 Pkn3 と c-Src との会合に必要なプロリンリッチ領域（PPR）あるいはキナーゼドメインを欠

失した変異体 Pkn3 を作製し、Pkn3KO 由来破骨細胞に発現させた。野生型 Pkn3 を発現した Pkn3KO

由来破骨細胞は、骨吸収活性の顕著な回復が認められたものの、変異 Pkn3 の発現では、骨吸収

活性の回復は認められなかった。以上から、成熟破骨細胞において Wnt5a-Ror2-Rho-Pkn3-c-Src

シグナルが骨吸収活性に重要であることが明らかになった（図１）(引用文献 1, 2)。 

 Pkn3 の阻害剤を探索する過程で、p38MAPK 阻害剤である SB202190 が Pkn3 活性を阻害するこ

とが報告されていることを見出した。そこで、SB202190 と構造が類似した p38MAPK 阻害剤であ

る SB203580 の骨吸収に対する効果を検討した。培養系において、0.1 M SB202190 は破骨細胞

の骨吸収活性を抑制したが、SB203580 は、骨吸収を抑制しなかった。閉経後骨粗鬆症モデルで

ある卵巣摘出マウスに両薬剤を投与した。SB203580 ではなく、SB202190 の投与は卵巣摘出によ

る骨量減少を阻害した。以上から、骨減少を呈する骨代謝疾患に SB202190 の投与は有効である。 

(3) 骨リモデリングにおける Sost 発現制御機構の解析  

骨リモデリング過程における骨吸収から骨形成への移行に、いくつかの骨代謝共役因子が作用

することが報告されている。しかし、骨代謝共役における骨細胞の役割は明らかではない。骨吸

収阻害因子である Osteoprotegerin (OPG)を欠損したマウス（OPG-KO）は、骨吸収と骨形成がと

もに増加した高回転型の骨代謝を示す。OPG-KO の骨組織における Wnt/-カテニンシグナルおよ

びスクレロスチンの発現をリアルタイムＰＣＲ法と免疫組織学的方法を用いて解析した。OPG-

KO マウス皮質骨では、野生型マウスの皮質骨に比べて、Wnt-カテニンシグナルが活性化されて

いた。しかし、OPG-KO の骨組織で顕著に発現する Wnt リガンドはなかったものの、スクレロス

チンの発現が著しく低下していることを見出した。次に OPG-KO と同様に、骨吸収が亢進する

RANKL-Tg マウスの皮質骨におけるスクレロスチンの発現を解析した。RANKL-Tg マウスにおいて

も、スクレロスチンの発現が有意に減少し、骨形成パラメータの値は亢進した。細胞培養実験に

おいて、破骨細胞がスクレロスチンの発現を抑制するかを解析した。UMR106 細胞はスクレロス

チンを発現することがしられている。この細胞の培養に、破骨細胞の培養から採取した培地を添

加し、スクレロスチンの発現をウェスタンブロッティング法で解析した。破骨細胞の培養から調

節した培地を添加すると、UMR106 細胞におけるスクレロスチンの発現は顕著に抑制された。プ

ロテインアレイを用いて、破骨細胞から分泌される因子を解析した結果、破骨細胞は leukemia 

inhibitory factor (LIF)を発現することが明らかになった。UMR106 細胞の培養に LIF を添加す

ると、スクレロスチンの発現は顕著に抑制された。さらに、破骨細胞の培養上清をあらかじめ LIF

の中和抗体で処理すると、スクレロスチンの発現抑制効果は消失した。この結果は、破骨細胞は

LIF を分泌し、骨細胞のスクレロスチンの発現を抑制する可能性を示唆する。最後に、OPG-KO に

抗 RANKL 抗体を投与し、骨吸収を抑制した際の、スクレロスチンと LIF の発現を免疫組織化学的



4 
 

手法とリアルタイム PCR 法で解析した。OPG―KO マウスの骨組織では、破骨細胞と思われる LIF

陽性の大型の細胞が多数観察された。しかし、抗 RANKL 抗体を投与すると、LIF 陽性細胞は顕著

に消失した。この結果と並行して、スクレロスチンの発現も顕著に増加した。また、Wnt/-カテ

ニンシグナルの標的遺伝子である Axin2 の発現も顕著に低下した。以上から、破骨細胞は LIF を

分泌し、骨細胞におけるスクレロスチンの発現を抑制する。その結果、Wnt/-カテニンシグナル

が亢進し、骨芽細胞による骨形成が促進されるシグナル軸が存在する可能性示唆された (図２, 

引用文献 3)。 

(4) 破骨細胞は海綿骨におけるスクレロスチンの発現を抑制する(引用文献 4) 

皮質骨と比べて海綿骨では骨代謝回転が速いことが知られている。我々は、皮質骨に比べて海綿

骨ではスクレロスチンの発現が低下しているかを免疫組織学的とマウスジェネティックを用い

て解析した。マウスの Sost 遺伝子に ZsGreen cDNA を挿入したノックインノックアウトマウス

（Sost-Green）を作出した。海綿骨では、スクレロスチン陽性骨細胞が顕著に減少した。また、

海綿骨では皮質骨に比べ、骨表面長さあたりの破骨細胞数が有意に多いこと、破骨細胞に近接し

た骨細胞のスクレロスチン発現は弱いことが明らかになった。骨吸収を抑制するため、野生型マ

ウスに抗 RANKL 抗体を投与した。その結果、海綿骨の破骨細胞は著しく消失し、LIF 陽性細胞も

消失した。この時のスクレロスチン発現、-カテニン発現、骨形成パラメータを組織学的に解析

した。抗 RANKL 抗体の投与は、スクレロスチンの発現を増加し、骨表面の骨芽細胞と思われる細

胞の b-カテニン蓄積を減少させた。さらに、石灰化速度などの骨形成パラメータを顕著に抑制

した。この結果は、海綿骨において破骨細胞は LIF を分泌し骨細胞のスクレロスチン発現を抑制

することで、骨形成を促進し、高骨代謝回転状態に維持することが示唆された。 
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Wntシグナルによる骨吸収制御

Wnt5-Ror2シグナルによって活性化されるRho-PKN3経路はc-Srcを介して骨吸収を調節す

Wnt5-Ror2シグナルはRho-PKN3-c-Src経路を介して破骨細胞の骨吸収活性を制御する

Wntシグナルによる骨吸収制御と関節炎
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破骨細胞由来のLIFは骨細胞におけるsclerostinの発現を低下させ、骨形成を促進する

破骨細胞におけるRor2シグナルは炎症性骨破壊を増悪する

Wnt5a-Ror2-Rho-Pkn3シグナルによる破骨細胞の骨吸収機能制御

Wnt5a-Ror2シグナルによる骨吸収活性調節の病態モデルにおける役割
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The American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) 2017

第3回日本骨免疫学会ウインターセミナー

Koide M, Kobayashi Y, Yamashita T, Uehara S, Nakamura M, Hiraoka BY, Ozaki Y, Iimura T, Yasuda H, Takahashi N and Udagawa N

小出雅則, 小林泰浩, 山下照仁，上原俊介，村上康平，高橋直之，宇田川信之

上原俊介，村上康平，山下照仁，小出雅則，高橋直之，宇田川信之，小林泰浩

上原俊介，山下照仁，小出雅則，村上康平，中村　貴，加藤茂明，宇田川信之，高橋直之，小林泰浩

第3回日本骨免疫学会ウインターセミナー

第4回日本骨免疫学会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Osteoclast-derived LIF promotes bone formation through suppression of sclerostin expression

スクレロスチン発現の抑制を介する破骨細胞による海綿骨の骨形成促進

Wnt5a-Ror2シグナルによるPkn3を介した破骨細胞機能促進

Pkn3阻害薬による破骨細胞の骨吸収制御
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Pkn3阻害剤による骨吸収抑制
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Sost遺伝子レポーターマウスの骨における解析

OVXマウスの骨量減少に対するPkn3阻害剤の効果
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