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研究成果の概要（和文）： 

加齢に伴い骨髄では、血液細胞が減少し、脂肪細胞が増加する。しかし、この組織変化が骨量に

及ぼす影響は明らかでない。関節炎に伴い破骨細胞形成促進因子であるWnt5aの発現が増加し、

Wnt5aの阻害因子であるSfrp5の発現は減少した。Sfrp5は、Wnt5aによる破骨細胞形成亢進作

用を抑制した。骨髄脂肪細胞は、Sfrp5を発現した。関節炎マウスにおいて、Sfrp5を発現させ

ると、骨破壊が抑制された。以上より、関節炎に伴うSfrp5の減少が、Wnt5aによる骨破壊を増

悪することが示唆された。 

研究成果の概要（英文）： 

Adipose tissues in bone marrow are increased with aging. We therefore explored effects 

of adipose tissues in bone marrow on bone formation and resorption. The expression 

of Wnt5a, which promotes osteoclast formation, was increased in arthritis model mice. 

The expression of Sfrp5, an inhibitor of Wnt5a, was decreased. Treatment with Sfrp5 

inhibited the stimulatory effect of Wnt5a on osteoclast formation. Adipose tissues 

highly expressed Sfrp5. Enforced expression of Sfrp5 in arthritis mice abrogated bone 

destruction associated with arthritis.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 加齢に伴い骨髄組織は変化する。造血幹
細胞や血球系細胞が減少する。また、間葉系
幹細胞から脂肪細胞への分化が優位になる
ため、骨髄は脂肪組織に置換することが知ら
れている。間葉系幹細胞は、骨芽細胞あるい
は脂肪細胞に分化する。このため、加齢など
脂肪髄になり易い環境下では、間葉系幹細胞
から骨芽細胞への分化が阻害され、骨形成が
減少する。その結果、骨量が減少すると考え
られる。しかし、造血細胞がどのように間葉

系幹細胞の分化を調節するか？その結果、ど
のように骨量が変化するかなど、その機構は
明らかではない。 

 

(2) 骨髄間質細胞は、造血幹細胞や前駆細胞
の維持・分化を支持する。一方、骨髄間質細
胞は、骨芽細胞や脂肪細胞に分化する。しか
し、造血系細胞が、骨髄間質細胞の骨芽細胞
と脂肪細胞の分化の振り分けを制御するか
については、明らかでない。 
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図１ II型コラーゲン誘発性関節炎マウス踝関節におけるWntリガンドの発現
(Nat Med 18, 405-412, 2012)

２．研究の目的 

(1) 成人では歯の移動速度が遅いことが知
られる。これは加齢に伴い、骨吸収と骨形成
のサイクルすなわち骨代謝回転が低下する
ためと考えられている。しかし、加齢により
骨代謝回転が低下する分子基盤は明らかで
ない。 

 

(2) 加齢に伴う骨髄環境の変化つまり造血
系細胞の減少が間葉系幹細胞を脂肪細胞へ
分化させ、骨芽細胞前駆細胞を減少させる。
その結果、骨代謝回転が遅くなるという仮説
を本申請課題では明らかにする。また、造血
系前駆細胞に発現する Wntが、間葉系幹細胞
から脂肪細胞への分化を抑制し、骨芽細胞へ
の分化を促進する可能性を分子レベルで明
らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1)関節炎モデルマウスの組織学的検討：ヒ
ト腫瘍壊死因子（TNF-）を全身の組織にお
いて過剰発現するマウス、TNF-トランスジ
ェニックマウスは、加齢に伴い関節炎を発症
することが知られている。関節炎モデルマウ
スとして、このマウスを用いた。20週齢 TNF-
トランスジェニックマウスの踝関節を採取
し、通法に従い組織切片を作製した。切片を
ヘマトキシリン・エオジンで染色後、組織学
的に観察した。 
 
(2)II型コラーゲン誘発関節炎モデルマウス
の踝関節における Wntリガンドおよび Wnt阻
害因子の発現：関節炎マウスあるいは正常マ
ウスの踝関節骨より酸性フェノール法を用
いて、RNAを抽出した。Total RNAより逆転
写酵素を用いて cDNAを合成した。このｃDNA
をテンプレートとして、リアルタイム PCR法
を行い、Wntリガンドおよび Wnt阻害因子の
発現を解析した。 
 
(3)破骨細胞分化における Soluble frizzled 
related protein 5 (Sfrp5)の作用：生後１
日齢のマウス頭蓋冠から骨芽細胞様細胞を
調整した。また。８週齢の脛骨から骨髄細胞
を採取し、前述の骨芽細胞様細胞と共存培養
した。この培養系に、活性型ビタミン D3あ
るいは、インターロイキン１７（IL-17）を
添加し、破骨細胞分化誘導因子である RANKL
発現を誘導した。この共存培養系では、骨芽
細胞から分泌される Wnt5aが破骨細胞形成を
促進することを我々は明らかにしている。そ
こで、この培養系に Wnt5aの阻害因子である
Sfrp5を添加し、破骨細胞形成に及ぼす影響
を解析した。 
 
(4)Sfrp5発現アデノウィルスの作製：Sfrp5 
cDNAクローンより、PCR法で full length の

Sfrp5 cDNAを増幅した。増幅したｃDNA断片
を、アデノウィルスベクターに挿入した。作
製した Sfrp5アデノウィルスベクターを
Human Kidney Epithelial 293T 
Cells(HEK293)にリポフェクタミン法を用い
て遺伝子導入した。アデノウィルスを産生さ
せた後、回収したアデノウィルスを HEK293
細胞にさらに感染させ、高タイターの Sfrp5
アデノウィルスを調整した。 
 
(5)関節破壊における Sfrp5発現の効果：
Sfrp5発現アデノウィルスを関節炎モデルで
ある TNF- TGマウスに尾静脈から投与した。
マイクロ CTを用いて、関節骨の状態を観察
した。さらに、通法に従い組織切片を作製し
し、組織学的観察を行った。 
 
４．研究成果 
(1)関節炎モデルマウスの組織学的検討： 
20週齢の正常マウスの踝関節骨の骨髄は、脂
肪組織で占められており、いわゆる脂肪髄を
呈していた。一方、関節炎マウスの踝関節骨
では、炎症細胞の浸潤が顕著に認められた。
正常マウスとは異なり、顕著に脂肪組織が減
少していた。免疫組織学的手法を用い、骨髄
腔における Sfrp5の発現を検討した。その結
果、脂肪細胞は、Sfrp5 を強く発現すること
が明らかになった。 
 
(2)II型コラーゲン誘発関節炎モデルマウス
(Type II collagen-induced arthritis, CIA)
の踝関節における Wntリガンドおよび Wnt阻
害因子の発現：関節炎マウスの踝関節骨にお
ける Wntリガンドの発現を検討したところ、
Wnt3, Wnt3a, Wnt4,Wnt5a, Wnt7bおよび 
Wnt10aの発現が、有為に増加した。その中で



 

 

図２ 破骨細胞形成におけるWnt5a阻害剤
GST-ｓRor2の効果(Nat Med 18, 405-412, 2012)

Wnt5aの発現増加が顕著に認められた（図１）。 
また、関節炎マウスでは、Wnt/-カテニンシ
グナルの阻害因子である Dkk1および Sfrp４
の発現が増加した。一方、Wnt5aの阻害因子
である Sfrp5の発現は有意に減少した。 
Wnt5aが骨吸収を促進することを考え合わせ
ると、関節炎において Wnt5a阻害因子である
Sfrp5の発現減少は、骨吸収を増加させる可
能性が示唆された。 
 
(3)破骨細胞分化における Sfrp5 の作用：骨
芽細胞と骨髄細胞を共存培養した。この培養
系に Wnt5a 阻害剤である GST-ｓRor2 を添加
すると、活性型ビタミン D3 で誘導される破
骨細胞形成が顕著に抑制された（図２）。こ
の結果は、共存培養において、骨芽細胞が
Wnt5a を分泌し、破骨細胞形成を促進するこ
とを示唆する。次に、この共存培養系に IL-17
を添加すると骨芽細胞において RANKL発現が
誘導され、破骨細胞が形成された。しかし、
IL-17 と同時に Wnt5a の阻害因子である
Sfrp5 を添加した培養では、破骨細胞形成が
有意に抑制された。つまり、Sfrp5は、Wnt5a
の活性を抑制し、破骨細胞形成を抑制するこ
とが示唆された。 
 

(4)Sfrp5 発現アデノウィルスの作製：Sfrp5
を過剰発現させるためのアデノウィルスを
作製した。Sfrp5 アデノウィルスを感染させ
た骨芽細胞の細胞溶解液をウェスタンブロ
ット法に供した。Sfrp5 発現アデノウィルス
を感染させた骨芽細胞において、Sfrp5 の強
い発現が確認された。また、前述の骨芽細胞

と骨髄細胞の培養系に Sfrp5アデノウィルス
を感染させたところ、活性型ビタミン D3 で
誘導される破骨細胞形成が有為に抑制され
た。 
 
(5)関節破壊における Sfrp5発現の効果： 
TNF-トランスジェニックマウスに、Sfrp5
発現アデノウィルスあるいは対照である
LacZアデノウィルスを静脈内投与した。これ
らのアデノウィルスに感染した細胞は、蛍光
タンパク質である ZsGreenを発現する。そこ
で、アデノウィルスを投与したマウスの肝臓、
脾臓、脛骨を採取し、凍結切片を作製した。
アデノウィルスの感染を組織学的に検討し
たところ、これらの臓器においてアデノウィ
ルスの感染が確認された。 
マイクロ CT を用いて、アデノウィルスを

投与した関節炎マウスの踝関節を観察した
ところ、対照である LacZ アデノウィルスを
投与したマウスでは、関節骨の著しい骨破壊
が認められた。一方、Sfrp5 発現アデノウィ
ルスを投与した群では、骨破壊が顕著に抑制
された。さらに、組織切片を作製し組織学的
検討を行った。その結果、LacZアデノウィル
スを投与した群と比較して、Sfrp5 発現アデ
ノウィルスを投与した群では、破骨細胞の出
現が有意に減少した。 
 
以上より、関節炎に伴い脂肪組織から分泌

される Sfrp5 は減少する。Sfrp5 の減少に伴
い、Wnt5a の活性が上昇し、骨破壊を増悪す
る可能性が示唆された。 
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