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研究成果の概要（和文）： Slitrk1はトゥレット症候群の原因遺伝子の一つである。Slitrk1の骨形成における
役割を検討した。骨芽細胞分化に伴いSlitrk1発現は上昇した。ALP活性はSlitrk1欠損マウスより分離した骨髄
由来間葉系幹細胞では減少した。対照的にC3H10T1/2細胞にRunx2を過剰発現させると、Slitrk1との共発現でALP
とosteocalcinの発現量が有意に増加した。BMP-2誘導性の異所性骨は、ワイルドタイプに比べSlitrk1欠損マウ
スで小さく、Slitrk1欠損マウスの骨量はワイルドタイプより減少傾向にあった。Slitrk1は骨芽細胞に発現し骨
形成に必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Slit and Trk-like protein 1 (Slitrk1) is associated with Tourette syndrome. 
Tourette patients exhibit delayed bone formation and increased bone fracture tendency. However, the 
role of Slitrk1 in bone homeostasis is completely unknown. We examined the role of Slitrk1 in 
osteoblastogenesis.
The expression levels of Slitrk1 increased with osteoblast differentiation in osteoblast lineage 
cells. Alkaline phosphatase (ALP) activity was decreased in BMSCs isolated from Slitrk1 null mice. 
In contrast, overexpression of Slitrk1 in C3H10T1/2 cells led to increased mRNA levels of ALP and 
osteocalcin induced by Runx2. BMP2-induced ectopic bone formed in Slitrk1 null mice was smaller than
 in wild-type littermates. Femoral bone volume of Slitrk1 null mice was decreased compared to 
control mice. These data suggest that Slitrk1 is expressed in osteoblasts where it enhances 
osteoblast differentiation.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 骨芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の研究成果により、矯正歯科治療時に生じる歯槽骨レベルの低下による保定時の後戻りや歯肉退縮等の
歯科領域の問題解決のみならず、骨粗しょう症、変形性関節症などの運動器疾患の病態解明、新たな予防法や新
規治療法の開発にも応用できる可能性がある。これまで骨粗しょう症に対する治療は骨吸収抑制薬の投与といっ
た骨局所に対してアプローチを行う治療法が主流であったが、Slitrk1が神経分化と骨芽細胞分化を促進し、同
時に促進することが解明されれば末梢の骨だけでなく中枢、すなわち脳も同時に活性化することが出来る新たな
画期的な治療法に繋がる道も開かれ大いに期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

矯正歯科治療では、歯槽骨がメカニカルストレス（荷重）を受けた結果、圧迫側で破骨細胞に
よる骨吸収、牽引側で骨芽細胞による骨形成が生じる。すなわち、破骨細胞、骨芽細胞の両方と
も活性化する必要があるが、一般に破骨細胞に比べて骨芽細胞は活性化しにくく、活性化機構に
も不明な点が多い。また、矯正歯科治療の保定時に起こりやすい後戻りや歯肉退縮といった問題
の原因の一つとして、破骨細胞の活性化により歯槽骨が吸収して歯が移動した後、骨芽細胞が活
性化して骨が形成されるのが不十分であるため堅固な骨の支持が得られないことが考えられる。 

トゥレット症候群は、多発性チック、自閉症・強迫性障害、注意欠陥多動性障害（ADHD）を症
状とする症候群であるが、一般的に男性に多く、発症の平均年齢は 7 歳、発症率は 0.03%から
1.6%と言われている。その他の症状として、骨形成の遅延１）・骨折２）等の症状が報告されている
が、その病因の機序が不明で、治療法は確立されていない。Slit and Trk-like protein 1 
(Slitrk1) は SLITRK family の一つで、神経の樹状突起伸長の調整に関与する膜タンパクとし
て知られており、トゥレット症候群の原因遺伝子の一つと報告されている３）。 

そこで、メカニカルストレスとの関連が示唆される新規の骨芽細胞活性化因子、Slitrk1 に着
目した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、Slitrk1 ノックアウトマウスを用いて、骨形成における、Slitrk1 の役割に
ついて検討する。 
 
３．研究の方法 
（1） 動物:Slitrk1 conventional knock out mice(KO)は長崎大学有賀教授に頂いた 4）。 
（2） 細胞:初代培養骨芽細胞（POB）、マウス前骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞、マウス骨髄間

質系 ST-2細胞、骨髄間質細胞(BMSCs)、線維芽細胞株 C3H10T1/2 細胞を用いた。初代培養
骨芽細胞はマウスの頭蓋冠から採取した 5)。 BMSCsはマウス大腿骨から採取した。骨芽細
胞への分化メディウムとして、50 µg/mL アスコルビン酸、5 mmol/Lβ-グリセロフォスフ
ェート、10％ ウシ胎児血清 (FBS)を加えた MEM-αを用いた。 

（3） Western blotting:抗 Slitrk1 抗体(Novus Biologicals)と抗 b-actin 抗体(FUJIFILM 
Wako Pure Chemical Co.)、抗 Cyclin D1 抗体(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)を用い
た。二次抗体として抗ウサギ HRPと抗マウス HRP を使用した。 

（4） 免疫細胞染色:抗 Ki67 抗体(abcam)と抗 Cyclin D1 抗体(Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.)を用いた。二次抗体は Alexa-488標識抗ウサギ IgG抗体と Alexa-594標識抗マウス
IgG抗体を使用した。 

（5） トランスフェクション:C3H10T1/2 細胞に Lipofectamine® 2000 Transfection 
Reagent を用いて Slitrk1 遺伝子、Runx2 遺伝子をトランスフェクションした。 

（6） Reverse transcription PCR と real-time PCR:初代培養骨芽細胞、MC3T3-E1 細胞、
ST-2細胞、C3H10T1/2 細胞の RNAは TRIzolTM Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc)を
用いて RNAを単離し、ReverTra Ace (Toyobo)を用いて cDNAに逆転写を行った。その cDNA
を PCRによって Slitrk1、ALP、Osteocalcin、Osx、Runx2、β-actin について特異的に増
幅した。PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.)を用いて
real-time PCR を Quant Studio 3 system (Thermo Fisher Scientific Inc.)使用して行
った。発現量は比較 Ct法によりβ-actin を用いて標準化した。 

（7） ALP活性測定:アセトン/エタノール混合物で処理した細胞を、0.1 M ジエタノールア
ミン、1 mM 塩化マグネシウム、1 mg/ml p-ニトロフェニルリン酸溶液で培養した。3 M 
水酸化ナトリウムを加え反応を停止させ、吸光度 405 nm で測定した。 

（8） 異所性骨の誘導:Colla Cote®（Zimmer Biomet）を直径 4㎜の円状に切り、
20µg/100µL の BMP－2を吸収させた後に、凍結乾燥させた。8週齢のマウスに腹腔内麻酔
を行い、下図のように広背筋筋膜下に 4つ BMP-2 ペレットを埋入した。3 週間作用させた
後に形成された異所性骨を摘出し、soft X-ray撮影・体積の計測・脱灰後 HE染色を行
い、組織を観察した。 

（9） アリザリンレッド染色:POBを分化メディウムで 14日間培養し、4％パラホルムアルデ
ヒドで固定。1％アリザリンレッドに室温で 30分間染色し、良く洗浄して観察した。その
後、10％ギ酸で溶解し、その溶液を 405nm の吸光度を計測した。 

（10） フォンコッサ染色:アリザリンレッド染色と同様に固定後、5％銀溶液を加え、太陽光
下に曝した。その後、5％Hypoを加え、反応を止め、良く洗浄を行い、観察した。 

（11） 細胞増殖:細胞数の測定は CCK-8を用いた。吸光度は 450nm で計測した。 
（12） 統計分析:全ての結果で標準偏差 (SD)を求めた。対応のない Student‘s t test を用

いた。有意差は*p<0.05, **p<0.01 とした。 
 



４．研究成果 
 
(1) Slitrk1 は、骨
組織に発現が高く
（Fig1 A）、特に骨
芽細胞で発現が高
かった（Fig1 B）。 

骨芽細胞分化に
伴い、Slitrk1 発現
は上昇した（Fig1 
C-H））。 
 
 
 
(2) Slitrk1 ノッ
ク ア ウ ト マ ウ ス
は、ワイルドタイ
プと比較して、骨密
度、骨梁幅、骨梁間
幅、体重が、減少傾
向にあった（Fig2 
A,B）。 
 
 
 
(3) ワイルドタイ
プと Slitrk1 ノッ
クアウトマウスの
初代培養骨芽細胞
（POB）における、
骨芽細胞分化マー
カ ー 、 Runx2 、
Osterix 、 ALP 、
Osteocalcin 発 現
について調べたと
ころ、ワイルドタイ
プ と 比 較 し て 、
Slitrk1 ノックア
ウトマウスの初代
培養骨芽細胞（POB）
で、それらの発現が
有意に低下してい
た（Fig 3A-D）。 

 
 

(4) BMP-2誘導性の
異所性骨の体積は、
ワイルドタイプに
比べ Slitrk1 ノッ
クアウトマウスで
小 さ か っ た (Fig 
4A,B)。また、骨髄
間質細胞(BMSCs)を
BMP-2 で骨芽細胞
分化を誘導した時
の ALP活性、初代培
養骨芽細胞(POB)の
石灰化度はワイル
ド タ イ プ に 比 べ
Slitrk1 ノックア
ウトマウスで小さ
かった(Fig 4C-E)。 
 



(5) ワイルドタイプ
と Slitrk1 ノックア
ウトマウスの初代培
養骨芽細胞(POB)にお
いて、増殖のマーカー
や細胞数に差を認め
ず、細胞増殖に差を認
めなかった（Fig 5A-
C）。 
 
(6) C3H10T1/2細胞に
Runx2 を過剰発現さ
せると、Slitrk1 との
共 発 現 で ALP と
osteocalcin(OC)の発
現量が有意に増加し
た(Fig 6A,B)。 

TAZ の発現は骨芽
細胞分化に伴ってワ
イルドタイプと、
Slitrk1 ノックアウ
トマウスで差が生じ
た（Fig 6C）。遺伝子
レベルでの TAZ の発
現は、Slitrk1 ノック
アウトマウスで高い
ため（Fig 6D）、TAZ タ
ンパクの分解が示唆
される。Slitrk1 過剰
発現によって、TAZ の
タンパク量は上昇するが、Slitrk1 の 14－3－3 タンパク結合部位に mutation を生じさせると、
TAZのタンパク量は減少した（Fig 6E）。これらのことより、Slitrk1 は TAZを通して骨芽細胞分
化のマスターレギュレーターである Runx2 の作用を増強し、ALP や osteocalcin(OC)の発現を上
昇させることが考えられた。 
 

(7) 以上のことから、Slitrk1 は骨芽細胞に発現を認めること、骨芽細胞分化に伴い Slitrk1 の

発現は上昇すること、Slitrk1 ノックアウトマウスでは骨芽細胞分化能と骨形成が低下すること、

Slitrk1 が Taz を介して Runx2 の作用を増強することが分かった。Slitrk1 と TAZ はそれぞれ

14-3-3タンパクと結合すると報告があり 6，7）、今後 Slitrk1 と TAZが 14-3-3 タンパクを奪い合

うことで骨芽細胞分化を調整するのではないかと考え、今後検討していく必要がある。 
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