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    学位論文題名
Bone morphogenetic protein－2enhances Wnt/,8－catenin
    ●
    signaling―induced osteoprotegerlneXpreSSlon
    （ Wnt/p―cateninと BMPー 2シ グナ ル によ る
    OPG遺伝子の発現調節機構の解析）

学位論文内容の要旨

【緒言】

  Wntは，発生初期における体節・体軸形成や器官形成，出生後の細胞の増殖・分化，造血幹

細胞の維持など多様な生物活性を有する分泌性のシグナル分子である．Wntファミリーは哺乳

類では20種類以上のメンバーが知られ，さらに10種類のFrhzled受容体，アンタゴニストと

してDKK，Sfrp，Wifl，Sostなどが報告されている，近年，低比重リポ蛋白質受容体に構造が

類似した膜貫通タンパク質のひとつであるLRP  (LDL receptor-related protein)‐5の遺伝子異常に

よる疾患や種々のノックアウトマウスの解析などより，このWntシグナルの骨代謝における重

要な役割が明らかになった．特にWntシグナルのなかでもp‾ca1二emnを介する古典的経路

（W州p―catenmシグナル）は，骨形成に必須であることが示されている，しかし，その分子メ

カニズムの詳細はいまだ明らかではなぃ．既に，C2C12細胞においてBMP‐2誘導Id一1の発現

がWhtシグナルにより抑制されることやW酬p‐cateninで誘導される1邯一nashレポーターの転

写活性をm衄｜‐2が促進することからW甜p‐catminシグナルとBMPシグナルが協調して骨芽細

胞の分化を調節していることが報告されている．そこで，骨芽細胞におけるWhリp‐cateninの標

的遺伝子を明らかにし，その発現調節機構を明らかにする目的で本研究を行った．

【方法，結果および考察】

  未分化な筋芽細胞であるC2C12細胞にW州D・catcn血経路を活性化するWhBaもしくは非古

典的経路を活性化させるWb6a発現プラスミドをトランスフェクションし，Sta，bleに発現する

細胞株（WhBかC2C12細胞，Wh西a一C2C12細胞）を作製した．これらの培養上清中の

Osteoprotegenn（OPG）の濃度をEuSA法により測定した．C2C12細胞では検出限界以下であ

ったが，W・nt3alC2C12細胞では高い濃度のOPGが検出された．活性型p‐catc血n発現プラスミ

ドもしくはWh日a発現プラスミドをC2C12細胞にtra皿sientにトランスフェクションしたもので

も，同様に0PG量が増大した．また，骨芽細胞であるMC3T3‐El細胞にWhBaをstableにト

ランスフェクションしたWht3a‐MC3T3・El細胞を樹立し，培養上清中の0PG濃度を測定したと

ころ，OPG量は，Wht3aの導入により増大した，

  これらOPGの産生誘導がW州p‐cateDimシグナルの活性化によるものであることを調べるた
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めに，p-catenin‘の分解と核内移行に関与しているGSK-3pをsiRNAもしくはtRNaseZLによる

切断をガイドするsgRNAを用いてC2C12細胞でノックダウンさせると，いずれの細胞におい

てもOPG産生が誘導された．

  次に，OPG mRNAの発現をりアルタイムPCR法で調べた．C2C12細胞ではOPGmRNAの発

現はほとんど見られなかったが，W・nt3a一C2C12細胞では発現が増大していた．一方，破骨細胞

の形成を誘導するRANKLmRNAの発現はOPGとは反対にWhBa＿C2C12細胞で減少していた．

  このW甜D－cateIlmによる0PGの発現誘導についてさらに詳細に調べるため，約1．5kbのマウ

ス0PG遺伝子プロモーターをクローニングし，ルシフェラーゼレポーターコンストラクトを作

成した．C2C12細胞において，1478bpの0PG遺伝子プロモーターを含むpOPG1．5一hlcの転写

活性は，活性型p．cat飢血によって10倍以上上昇した，この領域には4つのLen爪f認識候補

部位（site1｜4）があることから，5っの欠失レポーターおよぴs缸1一4のsingle並ぴにt啣le変

異レポーターを作成し，どの部位が活性型B‐cat閲inの応答に関与するのか調べた，これらの解

析から，OPG遺伝子プロモーターのD‾catemnに対する応答にはsite2およぴ4の領域が関与し

ていることが明らかになった，

  そこで，EMSA（Elecnlophoresismobilitysh近assay）法とクロマチンIP法を用いてsite2お

よび4における転写因子の結合活性を調べた，Site2と4の部位をプローブとして用いたEMSA

法では，Wht3a‐C2C12細胞の核抽出物でC2C12細胞より強い結合活性が見られた．この結合活

性はp－catenin抗体もしくはTcf1抗体を加えることにより減少した．また，クロマチンIP法で

は，W・nt3a‐C2C12細胞のp―catenm抗体もしくはTCfl抗体を用い免疫沈降したDNAにsite2お

よび4を含む部位が検出された．これらの結果より，Wht3alC2C12細胞では，OPG遺伝子プロ

モーターのsite2および4の領域にD‐caten血およびTcf1を含む複合体が結合していることが明

らかと栓り，W甜p‐catcninによる0PGの発現誘導に関与することが考えられた．

  さらに，W州p．caCemnシグナルとBMP＿2シグナルが協調してOPGの発現を調節しているか

どうか調べた．W・nt3alC2C12細胞にBMP12を加えると，OPGの発現はBMP12の濃度ならびに

培養時間依存的に増加した．ルシフェラーゼレポーターを用いた解析で，pOPGl．511ucの活性

型D．c缸emnにより増加した転写活性は，BMP‐2によってさらに増加した。このBMP‐2による

作用は，s缸2または4を変異させたコンストラクトでは認められないことから，これらの領域

がBMP・2の応答にも関与していることが考えられた．BMP一2の細胞内シグナルを伝達する分

子であるSmad1は，BMP‐2と同様に転写活性を増大させた．また，クロマチンIP法による解

析から，BMP‐2を加えたWht3a‐C2C12細胞のSmadl抗体もしくはSmad4抗体を用い免疫沈降

したDNAにsit・e2および4を含む部位が検出された．また，IPニWもstem法により，Smadlと

p．caten血の結合が示された．これらの結果より，BMP一2を添加したW・nt3a‐C2C12細胞では，

OPG遺伝子プロモーターのsite2およぴ4の領域において，BMP‐2シグナルのSmad1，Smad4

とW州p‐cate血シグナルのp‐caten泣を含む複合体が結合し，W甜p―catcn血誘導性の0PGの発

現をさらに増強していることが考えられた．

【結語】

  W耐p‐caten血シグナルの標的遺伝子がOPGであることが明らかとなり，その転写活性化機構

として0PG遺伝子プロモーターの2つの部位がこの発現誘導における応答部位であることが示

― 426 -



された．また，BMP-2がこの発現誘導を増強すること，WntとBMP-2はそれぞれのシグナル

伝達分子であるp-cateninならびにSmadの2つの分子間相互作用によってOPG遺伝子プロモ

ーターの2つの部位で協調してOPGの発現を調節していることが明らかになった．本研究より，

骨芽細胞においてWnt/p-cateninシグナルとBMP-2シグナルが協調してOPGを介した破骨細胞

の分化と機能を調節している可能性が示唆された．
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Bone morphogenetic protein―2enhances Wnt/rB―catenin
    ●  ●
    signaling―induced osteoprotegerlneXpreSS10n

(Wnt/B―cateninとBMPー2シグナルによる

  OPG遺伝子の発現調節機構の解析）

  審査は、審査担当者全員の出席の下に行われた。最初に申請者に提出論文の概要の説明を求め、

次いでその内容および関連分野にっいて試問を行った。

  審査論文の概要は以下のとおりである。

  Wntファミリーは哺乳類では20種類以上のメンバーが知られ、さらに10種類のFrizzled受容

体、アンタゴニストとしてDKK、Sfrp、Wifl、Sostなどが報告されている。近年、LRP (LDL

receptor-related protein)-5の遺伝子異常による疾患や種々のノックアウトマウスの解析から、Wnt

シグナルの骨代謝における重要な役割が明らかとなった。しかし、その分子メカニズムの詳細は

いまだ明らかではない。そこで、．骨芽細胞におけるWnt/p-cateninの標的遺伝子を明らかにし、そ

の発現調節機構を明らかにする目的で本研究を行った。

  未分化な筋芽細胞であるC2C12細胞にWnt/p-catenin経路を活性化するWnt3aもしくは非古典

的経路を活性化させるWnt5a発現プラスミドをトランスフェクションし、stableに発現する細胞

株（Wnt3かC2C12細胞、Wnt5aIC2C12細胞）を作製した。これらの培養上清中のOsteoprotegedn

（OPG）の濃度はWnt3alC2C12細胞で増加していた。活性型p‾catenin発現プラスミドもしくは

Wnt3a発現プラスミドをtransientにトランスフェクションしたものでも、同様にOPG量が増大し

た。また、骨芽細胞であるMC3T3―E1細胞にW・nt3aをstableにトランスフェクションした

Wnt3かMC3T3‐E1細胞を樹立し、培養上清中の0pG濃度を測定したところ、OPG量は、Wnt3a

の導入により増大した。

  p―cateninの分解と核内移行に関与しているGSK・3Dをsi恥uもしくはtRNaSeZLによる切断を

ガイドするs蕾汎丶を用いてC2C12細胞でノックダウンさせると、いずれの細胞においてもOPG

産生が誘導された。

  次に、OPGmRNAの発現をりアルタイムPCR法で調べた。C2C12細胞ではOPGmRNAの発現

は ほ と ん ど 見 ら れな か っ た が 、 Wnt3か C2C12細胞 で は 発 現 が 増 大し てい た。

  さらに約1．5kbのマウスOPG遺伝子プロモーターをクローニングし、ルシフェラーゼレポータ

ーコンストラクトを作成した。C2C12細胞において、pOPG1．5―1ucの転写活性は、活性型p‐catenin
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によって10倍以上上昇した。この領域には4つのLefl/Tcf認識候補部位(sitel-4)があることか

ら、5つの欠失レポーターおよぴsite l-4のsingle並ぴにtriple変異レポーターを作成し、どの部

位が活性型p-cateninの応答に関与するのか調べた。これらの解析から、OPG遺伝子プロモーター

のp-cateninに対する応答にはsite2および4の領域が関与していることが明らかになった。

  そこで、EMSA   (Electr・OphoresismobiliぢsmRassり）法とクロマチンIP法を用いてsite2および

4における転写因子の結合活性を調べたところ、Wnt3alC2C12細胞では、OPG遺伝子プロモータ

ーのsite2および4の領域にp―catenmおよびTcnを含む複合体が結合していることが明らかとな

り、W刪p－catenmによるOPGの発現誘導に関与することが考えられた。

  さらに、W州plcatenmシグナルとBMP‥シグナルが協調してOPGの発現を調節しているかど

うか調べた。Wnt3かC2C12細胞にBMP‐2を加えると、OPGの発現はBMP―2の濃度ならぴに培養

時間依存的に増加した。ルシフェラーゼレポーターを用いた解析で、pOPG1．5－1ucの活性型

p－catenjnにより増加した転写活性は、BMP―2によってさらに増加した。このBMP‐2による作用は、

site2または4を変異させたコンストラクトでは認められないことから、これらの領域がBMP‐2

の応答にも関与していることが考えられた。BMP―2の細胞内シグナルを伝達する分子である

Smad1は、BMP‐2と同様に転写活性を増大させた。また、クロマチンIP法とm‐Wbstem法により、

BMP‐2を添加したWnt3a一C2C12細胞では、OPG遺伝子プロモーターのsite2および4の領域にお

いて、BMP―2シグナルのSmad1、Smad4とWrn/p‐cateninシグナルのp‐catenmを含む複合体が結

合し、W州p‐catenm誘導性の（）PGの発現をさらに増強していることが考えられた。

  本研究より、WhtとBMP‐2はそれぞれのシグナル伝達分子であるp‐catenmならぴにSmadの2

つの分子間相互作用によってOPG遺伝子プロモーターの2つの部位で協調してOPGの発現を調

節していることが明らかになった。

  口頭試問では、本論文の内容とそれに関連した学問分野について質疑応答がなされた。

  主な質問事項は、

◎LDLレセプターであるLRPの種類と機能について

◎Wntシグナルによる骨関連遺伝子の発現変化について

◎ 使用 した 活性型 p-catenin発 現プ ラス ミドの 構造 と作 用機序について

＠p-catenin応答におけるsite3の役割について

◎WntシグナルにおけるLefl/Tcf遺伝子の働きについて

◎生体内でのWntとBMPのバランス調節機構について

◎クロマチンIP法について

◎アルカリフオスファターゼの変化との関連について

◎ 実 験 系 に お け る 筋 芽 細 胞 と骨 芽 細 胞 の ち が い に よ る 影 響に つ い て

◎最新のWntの研究動向について

など多岐にわたる内容であった。これらの質問に対し、申請者からいずれの質問に対しても適切

かつ明快な回答が得られた。さらに実験手技を含めた詳細な内容についても熟知していることが

示され、申請者が関連する分野について幅広い知識を有しており、研究の立案と進行、結果の解

析について十分な能カを有していることが明らかになった。さらに、今後の研究の方向性につい

ても明確な将来の展望が申請者から示された。

  本研究は、骨芽細胞分化におけるBMP-2シグナルとWntシグナルの相互作用を解明し、これら

の制御により骨形成を調節する可能性を明らかにした点が評価され、この業績は、今後の研究の

発展に大きく寄与するものと考えられた。
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  以上のことから、審査担当者全員が、本研究が学位論文に十分に値し、申請者は博士（歯学）

の 学 位 を 授 与 す る の に 十 分 な 学 識 ・ 資 質 を 有 し て い る も の と 認 め た 。
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