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研究成果の概要（和文）： 

様々な生物学的過程において重要な役割を持つインスリン／IGF シグナルや古典的 Wnt シグ
ナルに関与する GSK3β に着目し、その骨・軟骨における機能と分子メカニズムの解明を目的と
した。GSK3β遺伝子欠損マウスを用いて生理的条件下、病的条件下での骨・軟骨組織の解析お
よびマウス由来の骨芽細胞、軟骨細胞、各種細胞株を用いた GSK3βの機能解析を行い、骨芽細
胞分化および軟骨細胞分化にかかわる分子シグナルの詳細を明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
GSK3β is known to be involved in insulin/IGF signal and canonical Wnt signal, which 
play important roles in various kinds of biological processes. This study investigated 
the molecular mechanisms of regulation in bone and metabolism by GSK-3β. We performed 
the analyses of skeletal phenotype in GSK3β deficient mice under physiological or 
pathological conditions and functional analyses using mouse primary osteoblasts, 
chondrocytes, and various cell-lines. We elucidated the molecular network around GSK3
β in osteoblast or chondrocyte differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

正常な骨組織は恒常的な骨形成・骨吸収の

バランス調節によって維持されている。骨形

成は主に骨芽細胞により、骨吸収は破骨細胞

により行われているが、近年の分子生物的手

法を駆使した研究により、骨芽細胞分化は

bone morphogenetic proteins (BMPs)、Wnt、

hedgehog (Hh)やインスリン／insulin-like 

growth factor-I (IGF-I)といった多くのシ

グナル伝達系のシグナル分子とRunx2や

osterixといった転写因子により空間的・時

間的に複雑に制御されていることが判明し

てきた。 

インスリンおよびIGF-Iは様々な細胞の増



殖・分化の調節因子であるが、骨・軟骨代謝

においては強力な骨形成促進因子として知

られている。ヒトの疾患の中にも、インスリ

ン、IGF-Iが関与することにより骨代謝に異

常を来すものが多くある。我々は難病に指定

されている脊椎後縦靭帯骨化症 (OPLL) 患

者においてインスリン分泌反応性が亢進し

ていることを報告している（J Bone Joint 
Surg (Am) 83: 1537, 2001）。一方、IGF-I

は骨形成的作用を有するサイトカインとし

て知られており、ヒトの骨中のIGF-I濃度は

加齢とともに減少すること、高齢者において

血中IGF-I濃度と骨量の間に正の相関がある

ことが指摘されている。 

インスリン／IGF-I からのシグナルはイン

スリン受容体基質蛋白 (IRS)-1 および IRS-2

分子を介して PI3K および p38 MAPK 経路など

に伝達され、さらに下流の分子が活性化され

ていく。我々は、IRS-1 ノックアウト (-/-)

マウスの骨芽細胞、軟骨細胞においては MAPK

経路は正常であるが、PI3K 経路下流の Akt の

リン酸化が障害されていることを報告した（J 
Biol Chem 279: 15314, 2004）。このことより

骨・軟骨細胞の機能においては、この経路が

重要な役割を果たしていることが示唆される。 

一方 Wnt は形態形成の誘導因子、細胞の極性

決定因子、増殖・分化の調節因子であり、Wnt

リガンドがその受容体 Frizzled と共役受容

体である low-density lipoprotein 

receptor-related protein 5 (LRP5) や LRP6

に結合し Wnt シグナルが活性化されると、

GSK3β は不活性化される。通常、β-catenin 

は GSK3β によりリン酸化され、その細胞内レ

ベルは負に制御されているが、GSK3βの不活

性化により細胞質に蓄積して核内移行するこ

とで標的遺伝子の転写が活性化される。近年

この古典的 Wnt 経路は、発生段階のみならず、

出生後の骨形成を促進していることが示され

た。まず LRP5 の機能喪失型変異体は、ヒトに

おける骨粗鬆症・偽神経膠腫; 

osteoporosis-pseudoglioma（OPPG）の原因遺

伝子であることが解明された。また、LRP5 ノ

ックアウトマウスでも、骨芽細胞の増殖・分

化の障害による骨量低下が示された。逆に、

その機能亢進型変異体はヒト、マウスともに

骨量増加を呈した。以上より、古典的 Wnt シ

グナルは骨形成を正に制御していると考えら

れている。しかしながら一方では、古典的 Wnt

シグナルのターゲットである β-catenin の

骨特異的ノックアウトマウスでは明らかな表

現型はないとの報告もあり、Wnt シグナルが

他のシグナルと相互作用しながら骨・軟骨細

胞の機能を調節していることが示唆される。 

 GSK3β は、糖代謝にかかわるセリン／スレ

オニンキナーゼとして同定されたが、現在で

は腫瘍形成、細胞生存や器官形成といった多

くの異なった生物学的過程に関与しているこ

とが明らかとなっている。なかでもインスリ

ン／IGF シグナル経路と古典的 Wnt 経路との

両者において重要な役割を果たしている分子

であり、これらの骨形成的シグナル経路をい

ずれも抑制的に制御することにより、骨形成

を負に制御している可能性が考えられる。 

骨・軟骨の分化や代謝において実際に

GSK3βが重要な役割を果たしていることを確

認するために、Ontario Cancer Institute / 

Princess Margaret Hospital の James R. 

Woodgett 博士より GSK3β のヘテロノックア

ウト（GSK3β+/-）マウスの供与を受けて骨格

系の解析を既に開始している（ホモノックア

ウト（GSK3β-/-）マウスは胎生致死のため解

析不可能）。また、我々が研究してきた複数の

遺伝子改変マウスと、この GSK3β+/-を交配

してその骨を解析したところ、一部のマウス

との交配によって表現型が著明に変わること

も確認しており、GSK3βが骨・軟骨代謝にお

いて重要な役割を果たしている他の分子と相

互作用してその機能を調節している可能性も

示唆されている。 

 

２．研究の目的 
本研究の目的は、この GSK3β の骨・軟骨

代謝における役割とその分子メカニズムを
解明し、各種骨軟骨病態への関与を検討する
ことである。 
 

３．研究の方法 
GSK3β+/-マウスを用いて骨軟骨組織にお

ける表現型を解析し、その解析に基づいた in 
vitro, ex vivo の実験から GSK3βの骨・軟
骨代謝に関するシグナルネットワークの解
明を行う。具体的には、以下の 3項目につい
て検討した。 

1) 生理的条件下での GSK3β+/-マウスの

骨・軟骨組織の解析 

2) 病的条件下での GSK3β+/-マウスの骨・軟

骨組織の解析 

3) 骨芽細胞、軟骨細胞における GSK3β の上

流および下流のシグナル分子の同定 

 
４．研究成果 
1) 生理的条件下での GSK3β+/-マウスの骨
軟骨組織の解析 
GSK3β+/-マウスおよびそれぞれの同胞野

生型マウス（WT）における長管骨および椎体
について放射線学的解析を行い、その形状、
大きさにおいては明らかな差を認めなかっ
たものの、海綿骨量の有意な上昇を認めた 



3) 骨芽細胞、軟骨細胞における GSK3βの上
流および下流のシグナル分子の同定 

(図 1)。 

組織学的解析では、骨芽細胞、軟骨細胞で
の発現を確認し、特に軟骨細胞では前肥大層
から肥大層にかけての発現が確認された。ま
た、骨形態計測では GSK3β+/-マウスにおい
て静的・動的骨形成マーカーおよび骨吸収マ
ーカーの上昇を認め高代謝回転型の骨量増
加が明らかとなった。成長板軟骨における表
現型についてはGSK3β+/-とWTマウス間で明
らかな差を認めなかった。 

 
 
 

 

 

図 1. GSK3βヘテロ遺伝子欠損マウスにお

ける骨格の表現型解析 (A) 全身レントゲ

ン像 (B) 大腿骨レントゲン像 (C)大腿骨

遠位マイクロ CT 像 

GSK3βの上流シグナルとして知られる、
Insulin, IGF シグナルおよび古典的 Wntシグ
ナルについて GSK3βの転写活性の変化を確
認した。現在のところ明らかな転写活性の変
化は確認できず、GSK3βの転写誘導に関わる
因子とこれらシグナルとの関連については
明とならなかった。 
GSK3βの下流分子として過去に報告のあ

る各種転写因子群の中で、骨軟骨形成に関与
が示唆されている分子について検討を行っ
た。具体的には Runx2 について主に解析を行
い、GSK3βにより Runx2 の発現、細胞内局在
に変化はないものの、Runx2 のオステオカル
シンプロモーターの転写活性が抑制される
ことを明らかとし、EMSA 法により GSK3βに
よる Runx2 のリン酸化が Runx2 の DNA 結合能
を抑制することが明らかとなった。 
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