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研究成果の概要（和文）：Wnt5a を始めとする非古典的 Wnt シグナルの骨および軟骨形成過程

における役割を検討した。その結果、Wnt5a ノックアウトマウスでは、骨格形成が著しく阻害

されており、特に内軟骨性骨形成の初期において強い抑制を認めた。Wnt5a の標的遺伝子を探

索した結果、ホメオボックス型転写因子が Wnt5a シグナルに関与している可能性が示唆され

た。この分子の in vivo での機能を検索したところ、内軟骨性骨形成に重要な役割を果たして

いることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To understand the role of non-canonical Wnt including Wnt5a, we 
investigated the phenotype of Wnt5a null mice. The Wnt5a null mice showed severe 
impairment of skeletal development, especially in cartilage formation. We have attempted 
to identify the target of Wnt5a, and found that homeobox gene would be involved in 
Wnt5a-regulated endochondral ossification.
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１．研究開始当初の背景 

 Wnt ファミリーは、個体の初期発生、形態

形成、幹細胞の自己増殖ならびに癌化に関わ

る分泌性糖タンパク質である。近年、Wnt フ

ァミリーが、骨および軟骨形成に深く関与し

ていることが明らかにされている。Wnt の共

役レセプターLrp5 および Lrp6 は、古典的 Wnt

シグナルを伝達し、その遺伝子異常は、ヒト

やマウスにおいて、骨粗鬆症などの骨および

軟骨疾患を誘発する(Cell 107:303)。さらに、

Lrp5/6 の下流で機能する・-カテニンおよび

転写因子 LEF が、骨芽細胞ならびに軟骨細胞

の分化過程において重要な役割を果たして

いることも示されている。このように、骨お

よび軟骨形成に対する古典的 Wntシグナルの

重要性が確立されつつある。 

 一方、Wnt5a などの特定の Wnt 分子は、チ

ロンシンキナーゼRor2を介して非古典的Wnt
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シグナルを活性化する(J Cell Biol 175:555)。

興味あることに、Wnt5a および Ror2 のノック

アウトマウスが、重篤な骨および軟骨形成不

全を示すことが報告されている。したがって、

非古典的 Wnt シグナルの役割解明は、骨およ

び軟骨形成の制御メカニズムに対する理解

を深め、骨・軟骨疾患の新規治療法の開発に

貢献すると期待される。しかしながら、非古

典的 Wnt シグナルに関しては、G タンパク質

や Ca2+シグナルの活性化が示唆されているも

のの、PCP 経路を介した細胞の運動能や細胞

骨格への役割が示されている程度で、その役

割は明確でない。 

 さらに Wnt5a や Ror2 により活性化される

非古典的 Wnt シグナルがどのようなメカニズ

ムで骨および軟骨の形成を制御しているか

は、全く不明である。研究代表者ら(Mol Cell 
Biol 18:2411)を始め多くの研究者は、Wnt3a

が古典的 Wnt シグナルを活性化し、間葉系幹

細胞から骨芽細胞や軟骨細胞への初期分化

を誘導することを報告している。 

 研究代表者らは、Wnt5a の過剰発現が、骨

芽細胞および軟骨細胞の石灰化を促し、後期

分化を著明に促進することを見出した。これ

らの研究結果は、骨および軟骨形成において

は、古典的 Wnt シグナルと非古典的 Wnt シグ

ナルの役割は、大きく異なっていることを物

語っている。 

２．研究の目的 
（１）Wnt5a の骨および軟骨における役割検
討 
 Wnt5a の骨ならびに軟骨組織における機能
的役割を in vivo において検索する。 
（２）Wnt5a の標的分子の同定 
 Wnt5a の骨あるいは軟骨組織における分子
作用メカニズムを明らかにするために、
Wnt5a の標的遺伝子の同定を実施する。 
（３）Wnt5a の標的分子の機能解析 
 Wnt5a の標的分子の骨および軟骨組織での
機能を明らかにする。 

３．研究の方法 
（１）Wnt5a の骨および軟骨における役割検
討 
 Wnt5a 遺伝子ノックアウトマウスの四肢を
病理組織学的に解析した。 
（２）Wnt5a の標的分子の同定 
 胎生 12.5 日齢のマウスより、肢芽細胞を
採取し、Wnt5a、BMP2、Runx2 あるいはインデ
ィアンヘッジホッグの各アデノウイルスを
感染させ、各細胞群より total RNA を採取し、
マイクロアレイ解析を実施して、Wnt5a の標
的遺伝子の同定を試みた。 
（３）Zfhx4 遺伝子ノックアウトマウスの作

製と解析 
 ①Zfhx4 は、10kb を超える大きな cDNA か
らなるため、過剰発現系などのアプローチに
よる検討は、非常に困難であると予想された
ので、遺伝子ノックアウトマウスを作製した。
Zfhx4 は、比較的遍在性に発現しているので、
Zfhx4 遺伝子ノックアウトマウスが、早期の
胎生致死で、骨および軟骨組織の解析ができ
ないことも考慮して、Cre-loxP システムを用
いた flox マウスを作製することとした。 
② ターゲティングベクターにより相同組換
えを行った ES 細胞を用いて Zfhx4 flox キメ
ラマウスを作製後、C57/BL マウスと交配し、
Germ transmission を PCR ならびにサザンブ
ロット解析によって確認し、Zfhx4 flox ヘテ
ロマウスを樹立した。 
③ Zfhx4 flox ヘテロマウスを CAG-Cre トラ
ンスジェニックマウスと交配し、Zhfx4 欠損
ヘテロマウスを作製した。このヘテロマウス
同士を交配し、Zfhx4 ノックアウトマウスを
作出した。 
④ Zfhx4 flox ヘテロマウス同士を交配し、
Zfhx4 flox ホモマウスを作製した。また
Zfhx4 flox ヘテロマウスと Prx-Cre トランス
ジェニックマウスを交配し、Zfhx4 
flox/+;Prx1-Cre トランスジェニックマウス
を作成後、このマウスと Zfhx4 flox ホモマ
ウスを交配し、Zfhx4 コンディショナルノッ
クアウトマウスを作出した。 
⑤ Zfhx4 ノックアウトマウスあるいは Zfhx4
コンディショナルノックアウトマウスを胎
生 14.5～16.5 日齢で、病理組織学的ならび
にアリザリンレッド-アルシアンブルーの二
重染色による骨格標本にて解析した。 

４．研究成果 
（１）Wnt5a の骨および軟骨における役割検
討 

 Wnt5a 遺伝子ノックアウトマウスは、既報
のとおり、非常に重篤な Dwarf であり、その



四肢を病理組織学的解析すると、軟骨組織は
観察されるものの、増殖軟骨で分化が停止し
ており、軟骨の肥大化、骨化ならびに骨形成
作用は、全く認められなかった（上図）。 
さらに、軟骨組織の大きさも野生型マウスに
比較して非常に小さかった。したがって
Wnt5a は、内軟骨性骨化の非常に初期に必須
的役割を果たしていると考えられた。 
（２）Wnt5a の標的分子の同定 
 マイクロアレイ解析の結果、BMP2、Runx2、
あるいはインディアンヘッジホッグを過剰
発現した肢芽細胞では、遺伝子発現パターン
に相関関係を認めた。しかしながら、Wnt5a
を作用させたマウス肢芽細胞の遺伝子発現
パターンは、BMP2、Runx2、あるいはインデ
ィアンヘッジホッグを過剰発現した肢芽細
胞のものとは大きく異なることが明らかと
なった。 
 マイクロアレイ解析の結果に基づいて、
RT-qPCR にて、Wnt5a の標的候補遺伝子を探
索したところ、転写因子 Zfhx4 が Wnt5a シグ
ナルに関与している可能性が示唆された。 
（３）Zfhx4 の in vivo での役割 
 Zfhx4 ノックアウトマウスおよびコンディ
ショナルノックアウトマウスは、同腹の野生
型あるいはコントロールマウスに比較して、
骨格形成が遅延しており、中等度の Dwarf 様
症状を呈していた。 
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