
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 4 月 2 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：本研究では、間葉系前駆細胞の初期分化における Wnt/β-catenin シ

グナルの活性変動とその役割について解析をした。Dexamethasone (Dex) による脂肪細胞分

化誘導時 Wnt アンタゴニストである Dkk1 の発現を誘導し、-catenin タンパク質の発現を抑

制した。β-catenin shRNA を用いて機能を阻害すると、脂肪細胞分化が促進された。これらの

結果から、Wnt/β-catenin シグナルは間葉系前駆細胞の脂肪細胞分化抑制作用を有することが

示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined the expression and activity of Wnt/β-catenin 

signaling pathway molecules in mesenchymal progenitor cells (ROB-C26). Immunocytochemical 

analysis and gene-silencing experiments revealed that the inhibition of β-catenin expression by Dex 

promotes the differentiation of mesenchymal progenitor cells into adipocytes.  
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１．研究開始当初の背景 

間葉系幹細胞は、脂肪細胞、骨芽細胞、軟骨
細胞など間葉系組織を形成する細胞への分
化を遂げる。その分化制御機構に関して、そ
れぞれの細胞系譜への分化に必須な転写因
子が数多く同定されてきた。たとえば、脂肪
細胞分化に関与する転写因子として、PPAR γ, 

CEBPs など、骨芽細胞分化に必須な転写因子
群としてRunx2, Dlx5, Osterixなどが挙げられ
る。これらの転写因子の発現は様々な局所性
液性因子(TGFβ, BMPs, Wnt など)や全身性液
性因子(Glucocorticoid, Insulin など)により発
現や活性制御を受ける。 
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Glucocorticoid (GCs)は骨芽細胞と脂肪細胞分
化を制御することが知られている。GC は、
細胞の種類や、GC の濃度あるいは投与期間
などにより、骨芽細胞分化に促進的な作用と
抑制的な作用を示すことが報告されている。
ヒトまたはげっ歯類の細胞株において、GC

は骨芽細胞特異的マーカー遺伝子の発現を
増加させ、骨芽細胞分化や石灰化を促進する
ことが報告されている。一方、生体において
長期的な GC 投与により、骨粗鬆症を引き起
こすことが報告されている。GC による骨形
成に抑制的な作用として、骨芽細胞の増殖抑
制と間葉系前駆細胞が骨芽細胞の代わりに
脂肪細胞へ分化することが考えられている。 

 

Wnt-β-catenin 経路は、リガンドとレセプター
の結合により、細胞内シグナル伝達分子であ
る β-catenin のリン酸化が抑制され、核内に移
行する。核内に移行した β-catenin は、転写因
子 TCF/LEF と結合し標的遺伝子の発現を制
御する。一方で、Wnt リガンド非存在下また
はアンタゴニスト存在下では、細胞質内の
β-catenin は GSK3β によりリン酸化を受け、
その後分解されるため、この経路が遮断され
る。 

 

近年、常染色体劣性遺伝の骨粗鬆症をともな
う偽神経膠腫症の原因遺伝子として、LRP5

の機能喪失型突然変異が同定された。Wnt10b

のトランスジェニックマウスにおいて、脂肪
細胞の分化抑制と骨芽細胞の分化促進がも
たらされることが報告された。このような報
告から Wnt シグナルは、間葉系幹細胞の分化
運命決定機構に重要な役割を果たしている
ことが推察される。しかしながら、いかにし
て Wnt シグナルの活性制御がなされるのか、
また骨芽細胞と脂肪細胞分化の際にどのよ
うに機能するのか多くのことは明らかにさ
れていない。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、間葉系前駆細胞における
Wnt/β-catenin の活性制御機構と機能を明らか
にすることを目的とし、ラット頭蓋冠由来間
葉系前駆細胞（ROB-C26(C26)）を用いて Wnt

リガンド刺激を与え、骨芽細胞分化と脂肪細
胞分化に及ぼす影響を解析した。また BMP

刺激による骨芽細胞分化 Wnt/β-catenin シグ
ナル経路の活性変動を解析した。 

 

次に、GC による間葉系前駆細胞分化制御に
おける Wnt/β-catenin の役割を明らかにする
ことを目的とし、C26 細胞を GC アナログで
ある Dexamethasone (Dex)による刺激を与え
Wnt/β-catenin シグナル分子の発現と活性変動
を観察した。C26 細胞は Dex 刺激に応じて初

期の骨芽細胞分化と脂肪細胞分化が誘導さ
れることが報告されている。そこで、Dex 誘
導性の脂肪細胞分化と初期の骨芽細胞分化
における β-catenin の機能を明らかにするこ
とを目的とし β-catenin の機能阻害実験を行
った。 

 

３．研究の方法 

 

（１）骨芽細胞分化過程の Wnt/β-catenin シグ
ナルの発現および活性変動 

 

① Wnt リガンドによる骨芽細胞分化制御機
構を明らかにするため、Wnt3a(100ng/ml)存在
下または非存在下でC26細胞を培養し初期の
骨芽細胞マーカーであるアルカリフォスフ
ァターゼ(ALP)染色を行った。また
p-nitrophenyl-phosphate 基質を用いて ALP 活
性変化を解析した。RT-PCR 法により骨芽細
胞分化に関与する転写因子 (Runx2, Msx2, 

Osterix, Dlx5)と脂肪細胞分化に関与する転写
因子（C/EBPα, C/EBPβ,PPARγ）の mRNA 発
現レベルの変化を解析した。 

 

② 骨芽細胞分化過程の Wnt/β-catenin シグ
ナル経路の変動を解析するため、C26 細胞を
BMP-6 (100ng/ml)存在下あるいは非存在下で
１８日間培養を行った。骨芽細胞分化の評価
は、初期の骨芽細胞の分化マーカーであるア
ルカリフォスファターゼ(ALP)染色を行った。
免疫染色により、β-catenin の発現および局在
変化を解析した。TCF/LEF 転写活性の変化を
解析するため、TCF/LEF 配列制御下でレポー
ター遺伝子（GFP）が発現するシステム
（TOPGFP レポータープラスミドベクター）
を C26 細胞に導入した。これらの細胞を
BMP-6 存在下または非存在下で培養し GFP

の発現を免疫染色により解析することで、
TCF/LEF 転写活性の変化を評価した。 

 

（２）脂肪細胞分化過程の Wnt/β-catenin シグ
ナルの発現および活性変動 

 

① C26 細胞を Dexamethasone (Dex) (10
-7

M)

存在下あるいは非存在下で１８日間培養を
行った。解析は RT-PCR 法により Wnt アンタ
ゴニスト(Dkk1, WIF1), β-catenin, Axin2, Wnt

リガンド(Wnt3a, Wnt10b) の mRNA の発現変
化を解析した。Cycloheximide (CHX)の前処理
を行い、Dex 刺激を 24 時間与え RT-PCR 法に
より Dkk1 遺伝子の発現を解析した。Dex 刺
激を 24 時間与え DNA を回収し、GC Receptor 

(GR)抗体を用いてChIP解析を行った。次に、
Western blotting 法により GSK3β と β-catenin

のリン酸化と発現量を解析した。免疫染色に
より、脂肪細胞特異的転写因子 PPAR gamma

の発現と β-catenin の発現および局在変化を



 

 

解析した。 

 

② TCF/LEF 転写活性を調べるため、
TOPGFPプラスミドベクターを C26細胞に導
入し、GFP 抗体を用いた免疫染色を行い解析
した。また GSK3β による制御機構を検討す
るため、Dex (10

-7
M)に GSK3β 阻害剤(LiCl 

10mM)を培地に添加し 18 日間培養した。脂
肪細胞分化の評価は Oil Red O による脂肪染
色と、PPARγ 抗体を用いた免疫染色を行った。 

 

③ β-catenin と Axin2 の short hairpin 

RNA(shRNA)を C26 細胞に導入し、Dex 

(10
-7

M)存在下あるいは非存在下で１８日間
培養を行った。初期の骨芽細胞分化の指標と
して ALP 染色を、脂肪細胞分化の指標として
Oil Red O 脂肪染色を行った。次に、RT-PCR

法による脂肪細胞マーカーの遺伝子発現解
析と免疫染色によるタンパク発現解析を行
った。 

 

４．研究成果 

（１）骨芽細胞分化過程の Wnt/β-catenin シグ
ナルの発現および活性変動 

 

Wnt リガンドによる間葉系前駆細胞の分化
制御機構を解析するため、 C26 細胞を
Wnt3a(100ng/ml)存在下または非存在下で３
日間培養した。その結果 ALP 陽性細胞および
活性に有意な増加が認められた。また GSK3β

阻害剤(LiCl 10mM)を用いて同様に解析した
ところ、ALP 活性に有意な増加が認められた。 

RT-PCR 解析により、Wnt3a は骨芽細胞分化
に関与する転写因子 (Runx2, Dlx5, Msx2, 

Osterix)の発現に変化は認められなかった。ま
た、脂肪細胞分化に関与する転写因子
（C/EBPα, C/EBPβ）の発現は、C26 細胞で低
いレベルで確認されたが、Wnt3a による発現
変化は認められなかった。PPARγ の発現はい
ずれも検出できなかった。これらの結果から、
上記転写因子の発現変化をともなわず ALP

の発現を誘導することが考えられた。また、
Wnt3a(100ng/ml)存在下または非存在下で
C26 細胞を 18 日間培養しても ALP 染色性の
増加は認められるが石灰化など骨芽細胞の
最終分化を示す特徴は観察されなかったこ
とから、初期の骨芽細胞分化に関与すること
が考えられた。 

一方、BMP-6 刺激を C26 細胞に与えると、
ALP 陽性骨芽細胞分化と、β-catenin の染色性
を亢進させた。TOP-GFP レポーターシステム
によって、BMP-6 は TCF/LEF 転写活性を促
進することが観察された。これらのことから、
BMP シグナルによる骨芽細胞分化過程にお
いて、Wnt/β-catenin シグナルが活性化され分
化に関与していることが示唆された。 

 

（２）Dex 誘導性脂肪細胞分化における Wnt/ 

β-catenin シグナルの発現および活性変動 

 

Dex は Wnt アンタゴニストである Dkk1 と
WIF1 の発現を誘導することが観察された。
細胞内シグナル分子であるAxin2 mRNAの発
現は Dex 刺激後初期に発現が誘導される。一
方 Wnt リガンドや β-catenin mRNA の発現レ
ベルに変化は認められなかった。CHX 処理を
行うことで新規におけるタンパク質合成を
阻害しても Dex により Dkk1 の発現誘導が維
持されていることから、Dex は新規のタンパ
ク質合成をともなわずに Dkk1 の発現を誘導
することが考えられた。ChIP アッセイの結果、
GR は、Dex 刺激依存的に Dkk1 のプロモータ
ーに結合することが明らかになり、直接発現
を誘導していることが示唆された。 

Western blotting と免疫染色による解析によ
り、Dex 刺激による GSK3β(Ser9)のリン酸化
の抑制と、核内と細胞質内の β-catenin タンパ
ク質の発現量の低下が観察された。TOP-GFP

レポーターアッセイにより、Dex は脂肪細胞
分化にともない TCF/LEF 転写活性を抑制し
た。PPARγ と GFP 抗体を用いて二重染色を行
ったところ、Dex 未処理の細胞では、GFP 強
陽性細胞が観察され、PPARγ の発現は認めら
れなかった。一方、Dex 処理細胞では GFP 陰
性または弱陽性細胞が多く観察され、それら
の細胞で PPARγ を発現していた。また、Dex

に GSK3β 阻害剤を加えることで、Dex による
β-catenin タンパクの発現抑制と TCF/LEF 転
写活性の抑制は回復し、PPARγ 陽性細胞の出
現や脂肪細胞分化が抑制された。このことか
ら、Wnt/β-catenin シグナルと PPARγ の発現に
負の相関があることが観察された。 

β-catenin shRNA により機能阻害実験を行
ったところ、ALP 活性が有意に減少した。し
かしながらこれらの細胞で骨芽細胞転写因
子の発現に変動が認められなかったことか
ら、上記の研究同様に骨芽細胞転写因子の発
現変動をともなわずに ALP の発現を制御す
ることが考えられた。また、β-catenin shRNA

を導入した細胞ではDexにより誘導される脂
肪細胞分化が亢進した。これらの細胞では
PPARγ や aP2 など脂肪細胞マーカー遺伝子の
発現が亢進していた。β-catenin shRNA を導入
した細胞では、PPARγ 陽性細胞の数が多く観
察された（論文投稿中）。逆に、Dex に刺激に
より分化の初期に発現が誘導され、β-catenin

の分解に関与する Axin2 shRNA を導入し機
能を阻害したところ、ALP 染色性と活性が増
加し、骨芽細胞分化が促進することが観察さ
れた。これらの細胞では Dex 誘導性脂肪細胞
分化が有意に減少することが観察された。 

 

総 括 ： 間 葉 系 前 駆 細 胞 分 化 に お い て
Wnt/β-catenin シグナルは骨芽細胞分化に促進



 

 

的な作用を有する。また BMP 刺激により、
β-catenin タンパク発現レベルの増加や
TCF/LEF 転写活性を促進されたことから、
BMP シグナルの下流で間葉系前駆細胞の分
化を制御していることが示唆された。GC シ
グナルによる間葉系前駆細胞の脂肪細胞と
初期の骨芽細胞分化が誘導される際、Wnt ア
ンタゴニストの発現を亢進し、GSK3β 依存的
に β-catenin のタンパク発現レベルを抑制し、
TCF/LEF 転写活性を抑制する。β-catenin の発
現量の減少は ALP 陽性細胞を減少させ、脂肪
細胞分化を促進することから GC シグナルに
よる β-catenin タンパク質の発現調節が間葉
系前駆細胞分化に重要な役割を果たすこと
が推察され、GC 誘導性の骨粗鬆症の病態機
構の解明の一役を担うことが期待された。 
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