
Title 骨芽細胞分化過程における古典的 Wntシグナル伝達経
路の役割の解明

Author(s) 木田, 淳平

Citation 大阪大学, 2016, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/56122

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



- 1 - 

 

 

 

 

 

学位論文 

 

骨芽細胞分化過程における古典的 Wntシグナル伝達経路

の役割の解明 

 

 

 

大阪大学大学院歯学研究科 

口腔科学専攻 

(顎口腔機能再建学) 

 

木田 淳平 



- 2 - 

 

  



- 3 - 

 

 

緒言 

 

骨組織は、運動器および骨格の維持のみならず、造血機能やカルシウム・リン代謝の

恒常性など様々な生命活動に関与することが明らかにされており、臓器としての役割も

注目されている 1, 2。骨組織の恒常性は、骨芽細胞による骨形成と、破骨細胞による骨

吸収の両者のバランスが緻密に保たれることにより維持されている 3。骨粗鬆症をはじ

めとする骨代謝疾患では、骨形成と骨吸収の均衡が崩れ、骨量および骨質の病的変化が

引き起こされる 4。骨形成を担う骨芽細胞は、未分化間葉系細胞を起源としており、そ

の分化および成熟には BMP (bone morphogenetic protein)5、Ihh (Indian hedgehog)6、

Wntなど様々なサイトカインや、その下流で機能する Runx2 (runt-related transcription 

factor 2)7、Osterix8、Msx2 (msh homeobox homolog 2)9などの転写因子により調節さ

れている。 

近年 Wnt シグナルをターゲットとした、骨形成を促進する骨粗鬆症治療薬の開発治

験が進められ、高い骨形成促進効果が報告されている 10, 11, 12。Wntは分子量約 4万の分

泌糖タンパクで、種を超えてよく保存されており、初期発生、形態形成、細胞の増殖・

分化および癌化など様々な生命現象の制御に関与している。Wntシグナル伝達経路には、

β-cateninを介する古典的経路と、β-catenin非依存的にシグナルを伝達する非古典的経

路が存在する。古典的 Wnt の受容体構成分子である LRP5 (low density lipoprotein 
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receptor-related protein 5)の遺伝子変異が骨粗鬆症を伴う偽神経こう腫症候群の原因

であることが明らかにされ、骨形成及び骨芽細胞分化において古典的 Wnt シグナルの

重要性が注目される契機となった 13。その後、古典的 Wnt シグナルが骨形成および骨

芽細胞分化に重要な役割を担うことを示す多くの研究結果が報告されている 14, 15。しか

し、古典的 Wnt シグナルによる骨芽細胞分化および骨形成誘導の分子メカニズムにつ

いてはいまだ不明な点が数多く残されている。 

古典的 Wnt シグナル伝達経路の解明は、分子生物学的解析および発生工学的アプロ

ーチにより、飛躍的に進展している。古典的 Wnt が存在しない状態では、細胞質内の

β-cateninはユビキチン化-プロテオソーム経路により分解され、そのシグナルは伝達さ

れない。一方、古典的Wnt が Frizzledと Lrp5/6の受容体複合体に結合すると、β-catenin

の分解が抑制され、β-catenin が安定化する。その結果、β-catenin は、核内に移行し、

転写因子 LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1)あるいは TCF(T-cell factor)と結合

し、骨芽細胞分化を促すと考えられている 16, 17, 18。β-cateninシグナルの骨形成におけ

る重要性は、骨および軟骨特異的 β-catenin コンディショナルノックアウトマウスが骨

の低形成を示すこと、β-catenin の分解複合体構成分子である Axin2 (axis inhibition 

protein 2)のノックアウトマウスが骨量増加を示すこと、および骨芽細胞分化における

関与に関する報告により示されている 19, 20, 21。LEF1は B細胞前駆細胞で発現している

遺伝子として見出され、LEF1 ヘテロ接合体のメスマウスは、ハプロ不全による骨量の
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低下を示す 22。また LEF1が Runx2を介して FGF18の発現を誘導し、骨芽細胞分化を

促進すると報告されている 23。しかし一方で、LEF1 は骨芽細胞分化に必須である転写

因子 Runx2 と結合して骨芽細胞分化を抑制する実験結果も示されている 24, 25。したが

って、骨形成に対するLEF1の機能については、さらなる検討が必要と考えられている。 

近年、古典的 Wnt シグナルに転写制御因子 TAZ (transcriptional coactivator with 

PDZ-binding motif)が関与しているという報告がある 26, 27。TAZは、14-3-3結合モチー

フ、WW ドメイン、転写活性化部位および PDZ (post synaptic density protein (PSD95), 

Drosophila disc large tumor suppressor (Dlg1), and zonula occludens-1 protein (zo-1))

ドメイン結合モチーフを持ち、Hippoシグナルの標的分子であることが明らかにされて

いる 28。Hippoシグナルは細胞増殖や細胞死などの様々な作用を有し、器官の大きさや

がんの抑制などに関与することが知られている 29, 30。Hippoシグナルが活性化されると、

TAZ はリン酸化され、14-3-3 タンパク質と結合し核内への移行が阻害される。一方、

Hippoシグナルが活性化されていない状態では、TAZは核内に移行し、標的遺伝子の転

写を活性化し、細胞増殖を促進する 31。TAZ は、Runx2 と結合し、その転写活性を促

進することが示されている 27, 32。また TAZ は、骨芽細胞の分化を促進し、脂肪細胞分

化を抑制することにより未分化間葉系細胞の分化方向を制御することも明らかにされ

ている 33。近年、古典的Wntシグナルが作動していない状態では、β-catenin がリン酸

化を受け、β-cateninと結合している TAZが分解されること、Wntシグナルが機能して
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いる状態では β-cateninおよび TAZが安定化し、TAZが核移行して転写活性を促進し 34、

骨芽細胞分化を誘導することが報告されている 26, 27。この報告に反して、非古典的Wnt

シグナルがHippoシグナルを抑制することにより β-catenin非依存的にTAZを活性化さ

せ、骨芽細胞分化を促進するとの研究成果が報告された 35。したがって、Wntシグナル

ならびに骨芽細胞分化過程における TAZ の活性化機構およびその役割は、未だ混沌と

している。 

そこで本研究においては、古典的 Wnt シグナルによる骨形成作用の分子メカニズム

の理解を深めることを目的とし、骨芽細胞分化過程における TAZ と LEF1 の役割を明

らかにし、古典的Wntシグナルにおける転写制御メカニズムの解明を目指した。 
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方法 

 

1. 細胞培養 

293細胞、マウス未分化間葉系細胞株C3H10T1/2およびマウス間質細胞株ST2は、理

化学研究所 (埼玉)より購入した。293FT細胞は、Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

より購入した。C3H10T1/2細胞およびST2細胞は、10 %ウシ胎仔血清 (Cell Culture 

Bioscience, St. Louis, MO, USA)およびペニシリン-ストレプトマイシン-L-グルタミン

溶液(x100) (和光純薬工業,大阪)を含むα-MEM培地 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)にて37 °C、5 % CO2気相下で培養した。293細胞および293FT細胞は、10 %ウシ

胎仔血清および硫酸カナマイシン125 mg/l (ファルマ株式会社,東京)を含むD-MEM培地 

(Sigma-Aldrich)にて37 °C、5 % CO2気相下で培養した。 

 

2. プラスミドの作製 

LEF1反応性ルシフェラーゼレポーター遺伝子Top-Flash、TAZ反応性ルシフェラーゼ

レポーター遺伝子8xGTIIC、LEF1 発現ベクター、TAZ 発現ベクターは、addgene 

(Cambridge, MA, USA)より供与を受けた。Flag-Dominant-Negative LEF1は、LEF1のC

末端部位 (アミノ酸残基 118-400)をコードする領域を36、Flag-Dominant-Negative TAZ

は、TAZのN末端部位 (アミノ酸残基 2-165)をコードする領域を32PCRで増幅し、これ
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らPCR産物をEcoRIおよびXbaで制限酵素処理し、pcDNA3 (Life Technologies)にライゲ

ーションし作製した。Runx2反応性ルシフェラーゼレポーター遺伝子6xOSE2および

3xFlag-Runx2発現ベクターは、過去の論文と同様に実験に用いた37。Venus cDNAは宮

脇敦博士 (理化学研究所)より恵与を受けた。全てのプラスミドは、NucleoBond Midi Kit 

(Takara, 京都)により精製し、実験に用いた。 

 

3. ウエスタンブロッティング法 

細胞をリン酸緩衝生理的食塩水 (以下 PBS) (和光純薬工業)にて2 回洗浄後、細胞溶

解液 (20 mM Hepes緩衝液 (pH 7.5)、150 mM 塩化ナトリウム (NaCl)、1 mM グリコ

ールエーテルジアミン四酢酸 (EGTA)、1.5 mM 塩化マグネシウム (MgCl2)、10 %グリ

セロール、1 % Triton X-100、0.1 mM オルソバナジン酸ナトリウム、10 μg/ml アプロ

チニン、10 μg/ml ロイペプチン、1 mMベンゼンスルホニルフルオリド塩酸塩)にて溶

解した。この細胞溶解溶液を遠心分離し (15,000 g、4 °C、20 分)、その上清に0.5 M メ

ルカプトエタノール含有ドデシル硫酸ナトリウム (SDS) サンプルバッファーを添加

し熱溶解後 (95 °C、5 分)、サンプルとした。サンプルを10 %もしくは7.5 % SDS-ポ

リアクリルアミドゲルにて電気泳動し、ニトロセルロースメンブレンに転写後、一次抗

体として、抗TAZ抗体 (#8418, Cell Signaling, Danvers, MA, USA)、抗LEF1抗体 (#2286, 

Cell Signaling)あるいは抗Flag抗体  (Sigma)と反応させた。TBS-T (Tris Buffered 
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Saline-Triton X-100)およびTBS (Tris Buffered Saline)にて洗浄後、西洋わさび過酸化酵

素を付与した抗マウス IgG 抗体あるいは抗ウサギ IgG 抗体 (MBL, 名古屋)と反応さ

せた。ImmunoStar LD (和光純薬工業)を用いて発光シグナルを増幅した後、X 線フィル

ム (Kodak, New York, NY, USA)に現像した。 

 

4. アデノウイルスの作製 

アデノウイルスは Saito らの方法に従って作製した 38。IRES2 (Internal Ribosome 

Entry Site)および Venus cDNA を組み込んだアデノウィルスベクタ－pAxCAwt に

Wnt3a、LEF1、TAZ、Flag-Dominant-Negative LEF1、Flag-Dominant-Negative TAZの

cDNAを挿入し、組み換え型アデノウイルスベクターを作製した。組み換え型アデノウ

イルスベクターとAdenovirus genome DNA-TPC (Takara)を 293細胞にトランスフェク

ションし、7～14 日間培養後、アデノウイルスを回収した。目的遺伝子が相同組換え

したアデノウイルスは、ウエスタンブロッティング法による目的遺伝子の発現を指標に

選別した。BMP2 アデノウイルスおよび Runx2 アデノウイルスは、過去の論文と同様

に実験に用いた 39, 40。 

 

5. RT-qPCR (Reverse Transcriptase-quantitative Polymerase Chain Reaction) 

細胞をPBSにて洗浄後、Nucleo Spin RNAII (Macherey Nagel, Düren, Germany)を用
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いて全RNAを精製した。回収した全RNAをReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover (東洋紡, 大阪)により逆転写反応を行い、cDNAを合成した。遺伝子発

現の定量は、Taqman PCR protocolにしたがってFastStart TaqMan Probe Master 

(Roche)ならびにStep One Plus real-time PCR system (Applied Biosystems, Waltham, 

MA, USA)を用いて行った。使用したTaqman プローブおよびプライマーは表1に示す。 

 

6. アルカリフォスファターゼ (ALP)染色  

細胞をPBSにて洗浄後、3.7 %ホルマリン溶液 (和光純薬工業)にて固定し、330 ng/ml 

Nitro blue tetrazolium (Sigma)、165 ng/ml Bromochoroindory phosphate (Sigma)、100 

mM NaClおよび5 mM MgCl2を含む100 mM Tris-HCl緩衝液 (pH 9.5)で37 °Cにて反応さ

せ、染色を行った。 

 

7. トランスフェクション 

培養細胞へのトランスフェクションは、リポフェクション法によって行った。リポフ

ェクションには、X-treme GENE 9 (Roche, Basel, Schweiz)もしくはLongoらの報告に

従って作製したPEI ‘Max’ を用いて行った41。目的遺伝子を組み込んだプラスミド と

X-treme GENE 9 溶液もしくはPEI ‘Max’ 溶液をウシ胎仔血清非含有 D-MEM中で15 

分間室温にて反応させ、DNA-リポソーム複合体の形成後、細胞培養液中にDNA-リポソ
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ーム複合体を添加することによりトランスフェクションを行った。 

 

8. ルシフェラーゼアッセイ 

Top-Flash ルシフェラーゼレポーター遺伝子、8xGTIIC ルシフェラーゼレポーター遺

伝子、または 6xOSE2 ルシフェラーゼレポーター遺伝子を細胞にトランスフェクショ

ンし、48～72 時間培養後に細胞溶解液にて細胞を溶解した。アデノウイルスを用いて

目的遺伝子を過剰発現場合は、レポーターベクターのトランスフェクションの 24 時間

後に培地交換とウイルス添加を行い、さらに 48～72 時間培養した後に細胞を溶解した。

溶解したサンプルをルシフェラーゼ基質液 (Luciferase Assay Substrate) (Promega, 

Madison, WI, USA)と混合した後、Glomax 96 microplate Luminomater (Promega)を用

いて、単位時間当たりの相対発光強度(RLU)を計測した。 

 

9. 免疫沈降 

全細胞タンパク質抽出液に抗体を加え、4 °Cで一晩インキュベートした後、洗浄し

たDynabeads Protein G (Invitrogen, Waltham, MA, USA)と4 °Cで1 時間反応させた。

Dynabeads Protein GをPBSにて5 回洗浄した後、SDSサンプルバッファ―を添加し、

95 °C、5 分間、熱溶解した。11,000 g、1 分間、遠心分離し、その上清をウエスタン

ブロッティング法にて解析した。 
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結果 

 

1. 骨芽細胞分化に対する Wnt3aの効果 

 骨芽細胞分化に対する古典的Wnt の効果を確認するため、代表的な古典的Wnt であ

るWnt3aを 42、アデノウイルスにより、マウス間葉系細胞株 C3H10T1/2ならびにマウ

ス間質細胞株 ST2 に過剰発現させ、骨芽細胞マーカーの発現を検討した。骨芽細胞マ

ーカーの発現は培養細胞から全 RNAを精製し、RT-qPCRにより定量した。骨形成因子

BMP2は、アルカリフォスファターゼ (ALP)、オステオカルシン (Osteocalcin)、Osterix

およびMsx2の発現を強く増加させた。一方、Wnt3aは、C3H10T1/2細胞において ALP

の発現を顕著に増加させたが、他の骨芽細胞マーカーの発現に対して明らかな効果を示

さなかった(図 1A)。また、ST2 細胞においては ALP および骨シアロタンパク質 (Bsp)

の発現を著明に増加させたが、他の骨芽細胞マーカーの発現に対して明らかな効果を示

さなかった (図 1B)。そこで以下の実験においては、C3H10T1/2 細胞および ST2 細胞

ともに発現の増加を認めた ALPを指標に検討していくこととした。 

 

2. TAZの発現および機能に対する Wnt3aの効果 

 古典的Wntシグナルにおける TAZの関与を検証するために、TAZの発現および標的

遺伝子に対する転写活性への Wnt3a の効果を検索した。過去の論文に一致して、
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C3H10T1/2 細胞に BMP2 を作用させると TAZ の mRNA およびタンパク質の発現が増

加した 33。Wnt3aは、TAZの mRNAの発現に対しては効果を示さなかったが TAZのタ

ンパク質の発現を増加させた 26 (図 2)。次に、TAZ特異的 8xGTIICルシフェラーゼレポ

ターを用いて、TAZの転写活性に対するWnt3aの効果を検討した。Wnt3aおよび BMP2

は TAZ 自身の転写活性を上昇させた (図 3)。以上の実験結果から、Wnt3a は、TAZ の

mRNA の発現上昇を介さずに、TAZ のタンパク質の発現ならびに標的遺伝子に対する

転写活性を促進することが確認された。したがって、Wnt3a による TAZ タンパク質の

増加は、過去の報告で提唱されているように TAZ のタンパク質分解を抑制し、安定化

を促進させる結果と考えられた。 

 

3. 骨芽細胞分化に対する LEF1および TAZの役割 

LEF1および TAZの発現ベクターの活性は、LEF1特異的 Top-Flashおよび TAZ特異

的 8xGTIIC ルシフェラーゼレポーターを用いて確認した (図 4)。トランスフェクショ

ン効率の低い細胞においても LEF1 および TAZ を効果的に過剰発現させ、データの再

現性を確保するために、LEF1 および TAZ アデノウイルスを作製した。作製した LEF1

および TAZ アデノウイルスの発現は、ウエスタンブロッティング法にて確認した (図

5)。そこで、作製したアデノウイルスを用いて、骨芽細胞分化に対する LEF1および TAZ

の効果を検討した。C3H10T1/2細胞にWnt3aアデノウイルスを感染させると、ALP活
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性の上昇を認めた。また、TAZ アデノウイルスあるいは LEF1 アデノウイルスを

C3H10T1/2細胞に感染させると弱いながらも ALP活性の上昇が観察された (図 6)。し

たがって、LEF1 および TAZ が Wnt3a の骨芽細胞分化能に関与している可能性が示唆

された。 

古典的 Wnt シグナルにおける LEF1 および TAZ の役割をさらに検討するために、

Dominant-Negative LEF1 (DN-LEF1)および Dominant-Negative TAZ (DN-TAZ)の発現ベ

クターを作製した (図 7)32, 36。DN-LEF1 および DN-TAZ の効果は、β-catenin 誘導性

Top-Flash レポーター活性あるいは TAZ 誘導性 8xGTIIC レポーター活性に対する阻害

作用にて確認した (図 8)。作製したコンストラクトの Dominant-Negative効果を確認で

きたので、DN-LEF1および DN-TAZ アデノウイルスを作製し、各々の発現をウエスタ

ンブロッティング法にて確認した (図 9)。次に、C3H10T1/2細胞に DN-LEF1あるいは

DN-TAZ のアデノウイルスを感染させ、古典的 Wnt の ALP 活性促進効果に対する

DN-LEF1および DN-TAZの効果を検討した。その結果、DN-LEF1および DN-TAZの過

剰発現は、Wnt3a誘導性 ALP活性促進効果を著明に阻害した (図 10)。従って、Wnt3a

による ALP活性誘導効果には、LEF1および TAZが必要であることが示された。 

Wnt3a の骨芽細胞分化誘導過程において LEF1 および TAZ の双方が必要であること

が示されたので、Wnt3aは生物学的作用を発揮する際に、LEF1と TAZが相互関係を有

する可能性が考えらえた。この可能性を検討するために、LEF1および TAZ各々の特異
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的レポーター遺伝子である Top-Flashならびに 8xGTIICを C3H10T1/2細胞にトランス

フェクションし、LEF1 および TAZ アデノウイルスを感染させ、両者の相互関係を検

討した。その結果、LEF1と TAZは、Top-Flashおよび 8xGTIICのレポーター活性を相

乗的に増加させた (図 11)。LEF1 と TAZ が、機能的に相互関係を有することが示され

たので、両者の相互作用をさらに明らかにするために、LEF1と TAZの物理的結合を検

討した。LEF1および TAZを 293FT 細胞に過剰発現させ、抗 LEF1抗体で免疫沈降後、

ウエスタンブロッティング法にて両者の結合を検討した (図 12)。その結果、LEF1 と

TAZ が物理的結合することを見出した。以上の実験結果から Wnt3a の骨芽細胞分化誘

導効果には LEF1 および TAZ が必要であり、両者は物理的結合し協調することにより

その機能を発揮していると示唆された。 

 

4. 骨芽細胞分化における Wnt3aと BMP2の相互作用 

LEF1および TAZは、各々Runx2と結合し、骨形成促進作用を発揮することが報告さ

れている 23, 27, 32。そこで、LEF1、TAZおよび Runx2の三者の相互作用を検討した。ま

ず、Runx2反応性レポーター遺伝子6xOSE2を用いて、Runx2の転写活性に対するLEF1

および TAZの効果を検討した。LEF1単独の過剰発現は、Runx2の転写活性に効果を示

さなかった。一方、TAZ あるいは Runx2 単独の過剰発現は、Runx2 の転写活性を上昇

させた。興味あることに、LEF1 は、TAZ あるいは Runx2 を共発現した際に、Runx2
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の転写活性を促進した (図 13B)。さらに LEF1は、TAZおよび Runx2と共発現すると、

Runx2の転写活性は、著明に促進された (図 13A)。そこで Runx2の骨芽細胞分化誘導

作用に対する LEF1および TAZの関与を明らかにするために、DN-LEF1およびDN-TAZ

のアデノウイルスを用いてその関与を検討した。DN-LEF1 あるいは DN-TAZ を過剰発

現させると、Runx2による ALP活性促進作用は、著しく抑制された (図 14)。 

すでに過去の報告により LEF1あるいはTAZとRunx2との物理的結合が示されている

23, 33。さらに本研究により、LEF1 が TAZ と結合すること、LEF1、TAZ および Runx2

が相乗効果を有することを示した。したがって、LEF1が、直接的あるいは TAZを介し

て間接的に Runx2 に結合する可能性が考えられた。そこで、LEF1 と Runx2 の結合を

免疫共沈降法にて検討した。その結果、LEF1は、TAZを介さずに直接 Runx2と結合す

ることが示された (図 15)。したがって、LEF1-TAZ-Runx2 の複合体形成が、骨芽細胞

分化の誘導に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 

Runx2の骨芽細胞分化誘導能には、BMP2が関与していることが明らかにされている39, 

43, 44ので、骨芽細胞分化における古典的WntシグナルとBMP2の相互作用を検討した。

Wnt3aおよびBMP2アデノウイルスをC3H10T1/2細胞に感染させ、骨芽細胞マーカー

の発現をRT-qPCRにより検討した。Wnt3aとBMP2を過剰発現すると、ALPの発現が

相乗的に促進され、Runx2の発現も有意に促進された。一方で、他の骨芽細胞マーカ

ーの発現に対してBMP2とWnt3aによる協調作用は認められなかった (図16A)。また、
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ST2細胞で同様にWnt3aおよびBMP2を過剰発現させると、ALPそしてOsteocalcinの発

現が相乗的に促進され、Runx2、Osterix、Msx2、Bspの発現も増加した (図16B)。し

たがって、Wnt3aがBMP2と協調的に骨芽細胞分化を促進することが明らかになった。

以上の結果をまとめると、Wnt3aは、LEF1、TAZおよびRunx2の結合を介して、BMP2

と協調し、骨芽細胞分化を強力に促進させることが示唆された (図17)。 
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考察 

 

本研究では、古典的 Wnt シグナルの下流で機能するとされている転写因子 LEF1 お

よび転写制御因子 TAZ の骨芽細胞分化過程における役割を検討し、Wnt3a の骨芽細胞

分化誘導作用に LEF1および TAZが必須であることを明らかにした。また LEF1と TAZ

が結合し、転写活性を協調的に促進することを見出した。したがって、LEF1と TAZの

協調作用が、骨芽細胞分化過程において重要な役割を担っていると示唆された。さらに、

LEF1および TAZ は、Runx2 と結合し、その転写活性を促進することを明らかにした。

加えて、DN-LEF1および DN-TAZを用いた実験結果から Runx2の骨芽細胞分化誘導能

には LEF1 および TAZ が関与していることを見出した。Runx2 の発現および機能は、

BMP2 シグナルによって制御されていることが明らかにされている 39, 43, 44。したがっ

てWnt3a と BMP2 が相乗的に骨芽細胞分化を促進する実験結果を併せて考慮すると、

古典的WntとBMP2は、LEF1-TAZ-Runx2の複合体形成を介してクロストークし(図 17)、

骨形成を制御していると示唆された。 

Wntシグナルと TAZの活性化に関しては、相反する報告がされている。Azzolinらは、

古典的Wnt が β-catenin を介して、ユビキチン化-プロテアソーム経路による TAZ の分

解を抑制することにより、TAZ の転写活性と骨芽細胞分化を促進すると報告している

26, 27。これに対し Parkらは、Wnt3aが、非古典的Wntシグナル経路を通じて Hippoシ
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グナルを抑制し、TAZタンパク質を安定化させ、TAZ自身の転写活性を促進すると示し

ている 35。本研究では、Wnt3a が転写を介さず TAZ のタンパク質の発現を増加させる

こと、ならびに TAZの転写活性を促進することを示した。したがってWnt3aは、ユビ

キチン化-プロテアソーム経路によるタンパク質分解から回避することにより、TAZ を

活性化していると考えられた。Wnt3a は、代表的な古典的 Wnt リガンドであることが

知られている 42。また非古典的 Wnt リガンドである Wnt5a が β-catenin を介する古典

的 Wnt シグナルに抑制的に作用することが知られている 45。一方、Park らの報告を支

持する結果として、Wnt3aが非古典的Wntシグナル経路に関わる低分子量 Gタンパク

質の Rhoを活性化する研究が示されている 46。しかしながら β-cateninの活性化が骨形

成を促進することを考慮すると 21、Wnt3a による TAZ の安定化と骨芽細胞分化促進作

用が β-catenin 非依存的であるとする結論は、矛盾するようにも思われる。このように

Wnt シグナルの活性化機構、そして骨芽細胞分化における Wnt シグナルの役割は依然

として不明な点が多い。古典的Wntシグナル経路および非古典的Wntシグナル経路は、

他のシグナル伝達経路と複雑なクロストークを構築していると予想されるが、TAZ と

β-cateninとの関係を詳細に検証することができれば、Wntシグナルによる TAZの活性

化機構に対する適切な理解が得られると考えられる。 

本研究により、骨芽細胞分化過程における LEF1 および TAZ の役割と相互関係の重

要性が明らかになったが、in vivoにおけるその役割は今後の検討課題である。TAZノッ
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クアウトマウスの多くは周産期に致死であり、腎嚢胞の形成と肺気腫様病変を示すとと

もに、骨格系においては胎生 17.5日齢で軽度の低身長を呈する 47, 48, 49。TAZノックア

ウトマウスにおいて重大な骨格系の表現型を示さない一因として、TAZと同様の機能を

有する YAP (yes-associated protein)が相補的に作用している可能性が考えられる。YAP

は、マウスの胚において広く発現し、その発現時期は TAZよりも早い 50。このため YAP

のノックアウトマウスは、胎生期において卵黄嚢に異常を来し致死に至り骨組織の解析

が困難とされている 50。また LEF1ノックアウトマウスは、歯、毛、乳腺および三叉神

経核の形成が障害され、出生前後に死亡すると報告されているが、骨格系に対する言及

はない 51。興味あることに、LEF1 ヘテロ接合体のメスマウスにおいて、ハプロ不全に

よる骨量の低下を認めたとする報告があり 22、LEF1 ノックアウトマウスを詳細に解析

することにより、骨形成に対する LEF1の重要性が明らかになる可能性がある。ただし

LEF1のファミリーとして、TCF1、TCF3および TCF4が相補的に機能を代償している

可能性も考慮して、慎重に検討する必要があると思われる。 

古典的Wntシグナルが、Hippoシグナルにより負に制御されていることが明らかにさ

れている 52, 53。また古典的Wntシグナルが脱リン酸化酵素 PP1Aを介して TAZを活性

化し、骨芽細胞分化を促進すると報告されている 27。興味深いことに、PP1A は Hippo

シグナルによりリン酸化された TAZ を脱リン酸化することにより TAZを安定化すると

示している 27。このように、古典的 Wnt シグナルと Hippo シグナルとの相互関係が示
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されているが、Hippoシグナルによる骨芽細胞分化に関してはあまり報告がない。最近

の報告では、哺乳類における Hippo のホモログである MST2 ノックアウトマウスが骨

量の低下、骨芽細胞分化抑制および破骨細胞分化促進を示す 54。しかしながら、Hippo

シグナルと TAZとの関係を考えると、この報告は本研究の結果および TAZ の骨芽細胞

に対する報告 26, 27, 35と合致しない。したがって、骨芽細胞分化および骨形成過程にお

ける Hippoシグナルと TAZの統合的な検討が必要であると思われる。 

古典的 Wnt は、強い骨形成作用を有しているので 15、骨芽細胞の分化に対しても多

様な作用を有していると考えられる。しかしながら意外なことに、今回の研究では、

Wnt3a は、ALP の活性と発現のみを促進し、他の骨芽細胞マーカーには効果を示さな

かった。古典的Wntシグナルが、in vivoにおいて Runx2の発現を促進するとの報告が

ある 55。しかし古典的Wntシグナルによる Runx2の転写活性の促進効果は顕著であっ

たが、Runx2 の発現には効果を認めなかった。したがって、古典的 Wnt は、骨形成に

重要な未知の遺伝子の発現を制御している可能性が推測される。この点を明らかにする

ためには、LEF1あるいは TAZの新たな転写標的遺伝子の探索が、重要な鍵になると思

われる。 

現在、Wntアンタゴニストであるスクレロスチンに対する特異的なヒト型モノクロー

ナル抗体が開発され、骨粗鬆症治療薬として臨床試験が進められている 11。スクレロス

チンは、骨細胞に特異的に発現しており、LRP5/6に結合することによりWntの受容体
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への結合を阻害する 56。またスクレロスチンをコードする SOST 遺伝子の異常が、全

身性進行性骨格過成長や高骨量を呈する硬結性骨化症や van Buchem 病を引き起こす

ことが知られている 57, 58。抗スクレロスチン抗体は、動物実験ならびにヒトで強い骨形

成作用を発揮することが報告されており 12, 59、歯周疾患への有効性も示唆されているが

60、変形性関節症のリスク因子である古典的Wntシグナルの抑制を解除することにより、

変形性関節症を惹起する可能性が指摘されている 61。また古典的 Wnt シグナルは、腫

瘍の発生や悪性化に関与しているので 62、腫瘍に対する抗スクレロスチン抗体の作用も

懸念される。また抗スクレロスチン抗体は生物学的製剤であるため、医療経済的な観点

においても課題を有している。本研究により、古典的 Wnt シグナルと BMP2 シグナル

がクロストークする作用点が明らかになったので、この知見を標的とした特異的な創薬

開発が期待され、より有害事象が少なく、より安価な低分子化合物による骨粗鬆症治療

薬の開発に貢献すると期待される。また歯周組織再生療法に BMP2 などのサイトカイ

ンが応用されているが 63、本研究の知見に基づいた骨形成促進薬が開発されれば、歯周

組織に局所投与することにより歯槽骨の形成あるいは再生を促し、義歯およびインプラ

ント治療が困難な症例および歯周疾患に対しても新たな治療戦略を創出できる可能性

が見込まれる。骨形成および骨芽細胞分化に対する古典的 Wnt シグナルの理解をさら

に深め、骨粗鬆症に対する創薬および補綴前処置などへの応用に寄与したいと考えてい

る。 
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表 1. RT-qPCRに用いた Taqman プローブおよびプライマー 

  

Target cDNA Probe and primer sequence (5'-3') 

β-Actin 

probe: 5’- TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT -3’ 

sense primer: 5’- ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG -3’ 

anti-sense primer: 5’- CCTGGCTGCCTCAACACCTCAACCC -3’ 

ALP 

probe: 5’- ATCTTTGGTCTGGCTCCCATG -3’ 

sense primer: 5’- TTTCCCGTTCACCGTCCAC -3’ 

anti-sense primer: 5’- TGAGCGACACGGACAAGAAGCCCTT -3’ 

Runx2 

probe: 5’- CTCCTTCCAGGATGGTCCCA -3’ 

sense primer: 5’- CTTCCGTCAGCGTCAACACC -3’ 

anti-sense primer: 5’- CACCACCTCGAATGGCAGCACGCT -3’ 

Osx 

probe: 5’- AGCGACCACTTGAGCAAACAT -3’ 

sense primer: 5’- GCGGCTGATTGGCTTCTTCT -3’ 

anti-sense primer: 5’- CCCGACGCTGCGACCCTCCC -3’ 

Msx2 

probe: 5’- CCATATACGGCGCATCCTACC -3’ 

sense primer: 5’- CAACCGGCGTGGCATAGAG -3’ 

anti-sense primer: 5’- AGACCTGTGCTCCCCATCCCGCC -3’ 

Ocn 

probe: 5’- GCAATAAGGTAGTGAACAGACTCC -3’ 

sense primer: 5’- GTTTGTAGGCGGTCTTCAAGC -3’ 

anti-sense primer: 5’- TGGAGCCTCAGTCCCCAGCCCA -3’ 

Bsp 

probe: 5’- AAGCAGCACCGTTGAGTATGG -3’ 

sense primer: 5’- CCTTGTAGTAGCTGTATTCGTCCTC -3’ 

anti-sense primer: 5’- CGGTAAGTGTCGCCACGAGGCTCCC -3’ 

TAZ 

probe: 5’- CCTCCATGTGAAGTGGCCATTC -3’ 

sense primer: 5’- GTGGTTCATGTACTTGGTCCAGA -3’ 

anti-sense primer: 5’- ACCTGGACTCTAGCCAGCAGCGTCG -3’ 
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図 1. 骨芽細胞分化マーカーに対するWnt3aの効果 

C3H10T1/2細胞 (A)または ST2細胞 (B)に Venusアデノウイルス (Cont)、BMP2アデ

ノウイルスあるいはWnt3aアデノウイルスを感染させ 4日間培養した後、全 RNAを精

製し、RT-qPCR により ALP、Runx2、Osteocalcin、Osterix、Msx2、および Bsp の発

現を定量し、β-actinの発現で標準化した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 

(n=3) 
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図 2. TAZの発現に対するWnt3aの効果 

(A) C3H10T1/2細胞に Venusアデノウイルス (Cont)、BMP2アデノウイルスあるいは

Wnt3aアデノウイルスを感染させ、4日培養した後、全 RNAを精製し、RT-qPCRによ

り TAZ mRNAの発現を定量した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 (n=3) 

(B) C3H10T1/2細胞に Venusアデノウイルス (Cont)、BMP2アデノウイルスあるいは

Wnt3aアデノウイルスを感染させ、4日後に細胞溶解し、細胞内のタンパク質を回収し

た。回収したタンパク質は SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 TAZ

抗体を用いたウエスタンブロッティング法により解析した。 
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図 3. TAZの転写活性に対するWnt3aの効果 

C3H10T1/2 細胞に 8xGTIIC ルシフェラーゼ遺伝子を遺伝子導入し、24 時間後に

α-MEMを培地交換した。その後、Venusアデノウイルス (Cont)、BMP2アデノウイル

スまたはWnt3aアデノウイルスを添加し、72 時間後にルシフェラーゼアッセイを行っ

た。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 (n=4) 
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図 4. LEF1および TAZ発現ベクターの確認 

(A) Top-Flashルシフェラーゼレポーターに対する LEF1の効果 

293FT 細胞に Top-Flashルシフェラーゼレポーター遺伝子とともに、コントロールベク

ター (Cont)あるいは LEF1発現ベクターを遺伝子導入し、72 時間後にルシフェラーゼ

アッセイを行った。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 (n=4) 

(B) 8xGTIICルシフェラーゼレポーターに対する TAZの効果 

293FT 細胞に 8xGTIIC ルシフェラーゼレポーター遺伝子とともに、コントロールベク

ター (Cont)あるいは TAZ 発現ベクターを遺伝子導入し、72 時間後にルシフェラーゼ

アッセイを行った。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 (n=4) 
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図 5. LEF1および TAZアデノウイルスによるタンパク質発現 

(A) LEF1アデノウイルスによる LEF1タンパク質の発現 

C3H10T1/2細胞に Venusアデノウイルス (Cont)あるいは LEF1アデノウイルスを感染

させ、4 日後に細胞溶解し、細胞内のタンパク質を回収した。回収したタンパク質は

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 LEF1 抗体を用いたウエスタ

ンブロッティング法により確認した。 

(B) TAZアデノウイルスによる TAZタンパク質の発現 

C3H10T1/2 細胞に Venus アデノウイルス (Cont)あるいは TAZ アデノウイルスを感染

させ、4 日後に細胞溶解し、細胞内のタンパク質を回収した。回収したタンパク質は

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 TAZ抗体を用いたウエスタン

ブロッティング法により確認した。 
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図 6. LEF1および TAZの ALP活性に対する効果 

C3H10T1/2細胞に Venusアデノウイルス (Cont)、Wnt3aアデノウイルス、LEF1アデ

ノウイルスあるいは TAZ アデノウイルスを感染させ、7 日間培養後、3.7%中性ホルマ

リン-PBS溶液で細胞を固定し、アルカリフォスファターゼ染色を行った。 
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図 7. Dominant-Negative (DN)-LEF1および Dominant-Negative (DN)-TAZの一次構造 

(A) DN-LEF1の一次構造 

DN-LEF1は、C末端部位 (アミノ酸残基 118-400)の β-catenin結合部位を欠失する。 

(B) DN-TAZの一次構造 

DN-TAZ は、N 末端部位 (アミノ酸残基 2-165)の転写活性部位および PDZ 結合モチー

フを欠失する。 
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図 8. DN-LEF1および DN-TAZの Dominant-Negative効果 

(A) β-catenin 誘 導 性 Top-Flash レ ポ ー タ ー 活 性 に 対 す る DN-LEF1 の

Dominant-Negative効果 

293FT 細胞に Top-Flash ルシフェラーゼレポーター遺伝子とともに、β-catenin 発現ベ

クターあるいは β-catenin 発現ベクターおよび DN-LEF1 発現ベクターを図のように遺

伝子導入し、72 時間後にルシフェラーゼアッセイを行った。グラフの値は平均値およ

び標準偏差を示す。 (n=4) 

(B) TAZ誘導性 8xGTIICレポーター活性に対する DN-TAZの Dominant-Negative効果 

293FT 細胞に 8xGTIIC ルシフェラーゼレポーター遺伝子とともに、TAZ 発現ベクター

あるいは TAZ 発現ベクターおよび DN-TAZ 発現ベクターを図のように遺伝子導入し、

72 時間後にルシフェラーゼアッセイを行った。グラフの値は平均値および標準偏差を

示す。(n=4) 
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図 9. DN-LEF1および DN-TAZアデノウイルスによるタンパク質発現 

(A) DN-LEF1アデノウイルスによる Flag-DN-LEF1タンパク質の発現 

C3H10T1/2 細胞に Venus アデノウイルス (Cont)あるいは DN-LEF1 アデノウイルスを

感染させ、4日後に細胞溶解し、細胞内のタンパク質を回収した。回収したタンパク質

は SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 Flag 抗体を用いたウエスタ

ンブロッティング法により検索した。 

(B) DN-TAZアデノウイルスによる Flag-DN-TAZタンパク質の発現 

C3H10T1/2細胞にVenusアデノウイルス (Cont)あるいはDN-TAZアデノウイルスを感

染させ、4日後に細胞溶解し、細胞内のタンパク質を回収した。回収したタンパク質は

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 Flag 抗体を用いたウエスタン

ブロッティング法により検索した。 
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図 10. Wnt3a誘導性 ALP活性に対する DN-LEF1および DN-TAZの効果 

C3H10T1/2 細胞に Venus アデノウイルス (Cont)、Wnt3a アデノウイルス、Wnt3a ア

デノウイルスおよび DN-LEF1アデノウイルス、あるいはWnt3aアデノウイルスおよび

DN-TAZ アデノウイルスを感染させ、7 日間培養後、3.7%中性ホルマリン-PBS 溶液で

細胞を固定し、アルカリフォスファターゼ染色を行った。 
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図 11. LEF1および TAZ協調的な転写活性 

C3H10T1/2細胞に Top-Falsh (A)または 8xGTIICルシフェラーゼレポーター遺伝子 (B)

を遺伝子導入し、24 時間後に α-MEM 培地交換した。その後、Venus アデノウイルス 

(Cont)および LEF1アデノウイルス、TAZアデノウイルスあるいは LEF1アデノウイル

スおよび TAZアデノウイルスを感染させ、72 時間後にルシフェラーゼアッセイを行っ

た。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 (n=4) 
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図 12. LEF1と TAZの物理的結合 

293FT 細胞に LEF1発現ベクター、TAZ発現ベクター、あるいは LEF1発現ベクターお

よび TAZ発現ベクターを遺伝子導入し、72 時間後に細胞溶解し、細胞内のタンパク質

を回収した。細胞溶解液を抗 LEF1 抗体により免疫沈降後、抗 TAZ 抗体を用いたウエ

スタンブロッティング法により検索した (最上段)。また、回収したタンパク質は SDS-

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 LEF1抗体 (2段目)ならびに抗 TAZ

抗体 (3 段目)を用いたウエスタンブロッティング法によりそれぞれのタンパク質の発

現を確認した。 
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図 13. LEF1、TAZおよび Runx2の協調的な転写活性 

(A) 293FT 細胞に 6xOSE2ルシフェラーゼレポーター遺伝子とともに、LEF1発現ベク

ター、TAZ 発現ベクターあるいは Runx2 発現ベクターを図のように遺伝子導入し、72 

時間後にルシフェラーゼアッセイを行った。グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 

(n=4) 

(B) LEF1、TAZおよび Runx2の協調的な転写活性 

(A)の赤枠内の拡大を示す。 



- 51 - 

 

 

 

図 14. Runx2誘導性 ALP活性に対する DN-LEF1および DN-TAZの効果 

C3H10T1/2 細胞に Venus アデノウイルス (Cont)、Runx2 アデノウイルス、Runx2 ア

デノウイルスおよび DN-LEF1アデノウイルス、あるいは Runx2アデノウイルスおよび

DN-TAZ アデノウイルスを感染させ、7 日間培養後、3.7%中性ホルマリン-PBS 溶液で

細胞を固定し、アルカリフォスファターゼ染色を行った。 
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図 15. LEF1、TAZおよび Runx2の物理的結合 

293FT 細胞に LEF1 発現ベクター、TAZ 発現ベクター、LEF1 発現ベクターおよび

3xFlag-Runx2、あるいは LEF1発現ベクター、TAZ発現ベクターおよび 3xFlag-Runx2

発現ベクターを遺伝子導入し、遺伝子導入後 72 時間後に細胞溶解し、細胞内のタンパ

ク質を回収した。細胞溶解液を抗 LEF1 抗体により免疫沈降後、抗 Flag 抗体を用いた

ウエスタンブロッティング法により検索した (最上段)。また、回収したタンパク質は

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法にて分離し、抗 LEF1 抗体 (2 段目)、抗 Flag

抗体 (3 段目)ならびに抗 TAZ 抗体 (4 段目)を用いたウエスタンブロッティング法によ

りそれぞれのタンパク質の発現を確認した。 
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図 16. 骨芽細胞分化に対するWnt3aおよび BMP2の協調作用 

C3H10T1/2細胞 (A)または ST2細胞 (B)に Venusアデノウイルス (Cont)、BMP2アデ

ノウイルス、Wnt3aアデノウイルス、あるいは BMP2アデノウイルスおよびWnt3aア

デノウイルスを感染させ 4日間培養した後、全 RNAを精製し、RT-qPCRにより ALP、

Runx2、Osteocalcin、Osterix、Msx2、Bsp の発現を定量し、β-actin にて標準化した。

グラフの値は平均値および標準偏差を示す。 (n=3) 
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図 17. 古典的Wntによる骨芽細胞分化促進作用の分子メカニズム 

古典的Wntは、LEF1とTAZを介して骨芽細胞分化を制御する。さらにWnt3aは、LEF1、

TAZ および Runx2 の結合を介して、BMP2 と協調し、骨芽細胞分化を強力に促進させ

ることが示唆された。 

 


