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研究成果の概要（和文）：骨や歯の形成には、成長因子BMPとWntが重要である。我々は、BMPによる骨形成に
Wnt7bが重要なことを見出した。本研究では、BMPの2種類の膜貫通型キナーゼ受容体（ALK2とALK3）の細胞外領
域に結合する阻害モノクローナル抗体を作製した。Wnt7bは、内軟骨性骨化と呼ばれる一連の骨形成過程で、最
終分化した肥大軟骨細胞が産生する骨形成因子であった。Wnt7bの活性を促進する化合物を見出し、促進活性に
重要な基本骨格を明らかにした。外傷性に筋組織中に硬組織が形成される病態モデルマウスを樹立し、これが異
所性石灰化であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：BMP and Wnt signaling is important for bone and tooth development. We found 
that Wnt7b is essential for BMP-induced bone formation. We developed blocking antibodies against BMP
 receptors. We identified Wnt7b as the bone-inducing factor produced by hypertrophic chondrocytes 
during endochondral ossification. Furthermore, we found chemical compounds that stimulate Wnt7b 
activity in vitro. We developed a mouse model of trauma-induced mineralization of muscle tissue and 
found that the hard tissue formed is an artificial calcification, but not bone formation.

研究分野：骨代謝学

キーワード： 骨形成　BMP　Wnt　受容体　低中分子化合物　石灰化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、生理的および病的な硬組織形成機序の一端が明らかとなり、その制御分子を開発することに成功
した。成長因子BMPとWntは、共にin vivoにおける骨形成に極めて重要な因子として知られる。我々は、BMPが誘
導する内軟骨性骨化の過程にWnt7bが重要なことを明らかにした。さらに、Wnt7b活性を促進する化合物を探索
し、共通の基本骨格を明らかにした。また、BMP受容体に対する阻害モノクローナル抗体を開発した。骨格筋の
外傷性に誘導される硬組織の病態モデルを開発し、これが骨形成とは異なる異所性石灰化であることを明らかに
した。

※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 
 骨を形成するための骨芽細胞は、その増殖や分化、機能がさまざまなホルモンや成長因子、サ
イトカインによって調節される。骨は、身体を支える重要な支持組織であり、健康な生活を営む
ために欠かすことができない運動器の 1 つである。加齢などによって骨量が減少する骨粗鬆症
では、骨が身体を支えきれずに骨折が起こり、日常生活に大きな支障を来す。骨粗鬆症や骨折に
対する治療法として、骨形成を促して骨量を増加させる方法の確立が望まれている。一方、骨組
織が過剰に形成される疾患も知られており、骨形成の中心をなす制御機構の解明とその制御法
の開発が望まれている。 
 
 ヒトやマウスなどの脊椎動物において、骨形成を促す生理活性物質として、副甲状腺ホルモン
（PTH）や、Wnt シグナルの重要性が明らかにされている。PTH は、連続投与すると骨吸収を促す
作用を有するが、間欠投与すると骨芽細胞を活性化して骨形成を促進する。 
 
 骨密度が増加する硬結性骨化症（sclerosteosis）と呼ばれる遺伝性疾患の原因遺伝子の解析
から、Wnt アンタゴニスト SOST/Sclerostin の機能喪失が同定された。この疾患は Wnt の抑制分
子が変異したことにより、過剰な Wnt シグナルが亢進して骨形成が促されると考えられる。ま
た、骨粗鬆症を伴う偽神経芽腫（Osteoporosis-pseudoglioma; OPPG）と呼ばれる疾患では、Wnt
受容体の LRP5 の遺伝的な機能喪失が同定された。これらの発見から、Wnt は骨形成に重要な成
長因子であることが明らかとなっている。 
 
 骨誘導因子として知られる Bone morphogenetic protein (BMP)は、実験的な骨形成を誘導す
るだけでなく、胎生期における生理的な骨組織の発生や、骨折の再生などに重要な成長因子群で
ある。BMP を含む Transforming growth factor-β (TGF-β)ファミリーの細胞内シグナルは、
標的細胞が膜上に発現する膜貫通キナーゼ受容体によって伝達される。病的な骨形成が起こる
遺伝子疾患として知られる進行性骨化性線維異形成症（Fibrodysplasia ossificans 
progressiva; FOP)は、BMP 受容体である ALK2 の機能獲得型変異で発症することが判明してい
る。研究代表者の片桐らは、FOP 症例における過剰な BMP シグナルによる骨化を抑制するため、
ALK2 の細胞外領域に結合して細胞内シグナルを阻害する抗体を開発した。 
 
 研究代表者らのグループでは、BMP を含む全ての Transforming growth factor-β (TGF-β)
ファミリーの細胞内シグナルに必須と考えられている転写共役因子 Smad4 をノックアウトした
マウスでは、予想に反して骨量が増加することを見出した。この作用は、軟骨細胞における Wnt7b
の発現増加が関与することが判明している。 
 
 筋組織では、交通事故などの外傷性に硬組織の形成が起こることが知られている。しかし、こ
の病態を反映したモデル実験系は確立されておらず、その発症機序や病態は不明な点が多い。研
究代表者のグループでは、マウス筋組織を損傷させることで、再現性良く筋組織内に硬組織形成
を誘導できる病態モデルを確立した。 
 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景の下、本研究では骨形成の制御機構を解明し、骨代謝関連の疾患に応用する
ことを目的とした。 
（1）ヒト型 BMP受容体 ALK2を有するマウスモデルの確立と解析 
（2）BMP受容体に対する機能性抗体の確立 
（3）Smad4シグナル依存的な内軟骨性骨化の制御機構の解析 
（4）筋損傷による異所性硬組織形成モデルマウスの確立と解析 
 
 
３．研究の方法 
（1）マウス ALK2 の 330 番セリン残基を、ヒト型のプロリン残基のコドンに変異させた遺伝子改
変マウスラインを樹立した。取得したヘテロ接合体マウスの雌雄を自然交配し、生まれたマウス
のジェノタイピングを行い、最終的に目的とするホモマウスを同定した。 
 
（2）BMP 受容体の ALK2 と ALK3 を抗原としてラットを免疫し、脾臓とミエローマ細胞と融合し
てハイブリドーマを樹立した。ハイブリドーマの培養上清を試料として、ALK2 と ALK3 に結合す
る抗体を産生するクローンをスクリーニングした。取得したクローンを無血清培地に純化・培養
し、培養上清に分泌された抗体を Protein G カラムを用いて精製した。BMP シグナルを特異的に
検出するルシフェラーゼアッセイで、抗体の作用を検討した。 



 
（3）全身の Smad4 遺伝子を薬剤投与誘導性にノックアウトできるコンディショナルノックアウ
ト（cKO）マウスの骨形成を、マイクロ CT撮影や、パラフィン切片を用いて組織学的に解析した。
同様に Wnt7b 遺伝子を誘導性にノックアウトできる KO マウスを用いて、骨形成における役割を
解析した。さらに、「大村天然化合物ライブラリー」の化合物を用いて、独自に確立した Wnt 特
異的な細胞内シグナル定量系で、Wnt 活性促進化合物をスクリーニングした。 
 
（4）マウスの後肢にヘビ毒を局所投与し、マイクロ CT撮影で石灰化した硬組織形成を経時的に
解析した。また、摘出した筋組織のパラフィン切片を作製し、形成された硬組織を組織学的に解
析した。さらに、硬組織が形成された筋組織を走査電子顕微鏡や FTIR 分析し、硬組織の性状を
解析した。 
 
 
４．研究成果 
（1）マウスの ALK2 遺伝子に変異を導入し、330 番セリン残基をヒト型のプロリン残基に置換し
たマウスを樹立した。この ALK2 変異体を有するマウスは、BMP の移植によって誘導される異所
性骨が小さくなった。これは、BMP の骨誘導活性が齧歯類で高く、ヒトでは低いことを反映した
結果と考えられた。今回樹立したマウスは、ヒトにおける BMP 活性を解析する有用なモデルとな
ることが期待されるため、特許を出願した。 
 
（2）それぞれ、ALK2 と ALK3 に結合する抗体を産生するハイブリドーマを樹立した。アフィニ
ティー精製した抗体の一部は、用量依存的に培養細胞における BMP シグナルを阻害した。 
 
（3）Smad4 cKO マウスは、特に、成長板軟骨近傍の骨髄における海綿骨量が増加した。これは、
骨形成の亢進によるものであり、成長板軟骨中の最終分化した肥大軟骨細胞において Wnt7b の
発現が増加するためと考えられた。実際、Smad4 と Wnt7b を同時に cKO したマウスでは、Smad4 
cKO で認められた骨量増加は認められなかった。さらに、Wnt7b 単独の cKO マウスは、著しく内
軟骨性骨化が抑制されることを見出した。培養軟骨細胞の分化に伴い Wnt7b の発現が増加し、
BMP を添加すると Wnt7b の発現は抑制された。従って、BMP の Smad4 を介した細胞内シグナルが、
Wnt7b の発現を抑制すると考えられた。これらの成果は、論文として投稿中である（Tsukamoto 
et al.）。 
 
4）マウス筋組織にヘビ毒を局所投与すると、マイクロ CT で長期間にわたり不透過像を示す硬組
織が誘導された。この硬組織は、骨組織と同様のヒドロキシアパタイト結晶であった。しかし、
形成された硬組織は骨組織とは異なり骨髄等は確認できなかった。従って、この硬組織は骨形成
ではなく、異所性石灰化と考えられた。このモデルは、筋組織における外傷性の異所性硬組織の
発症機序や治療法などの研究に応用が期待されるため、特許を出願した。 
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