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 研究要旨 

 ３年間全体について 

 骨は、生命維持に必須なカルシウムやリンなどのミネラルの恒常性を確保するための貯

蔵器官として働くだけではなく、常に壊されては新たに造られるリモデリング（改造）サ

イクルを繰り返すことで強度としなやかさが維持され、体の支持体として運動機能を発揮

する。骨粗鬆症に代表される代謝性骨疾患では、この骨のリモデリング制御が破綻するこ

とが原因と考えられる。このサイクルの中の骨吸収から骨形成へのカップリング（共役）

機構は骨の改変を制御する最も大切な仕組みでありながら長らく未解明の研究課題であっ

た。主任研究者らは、骨代謝の新しいメカニズムの一つであるカップリング機構を分子レ

ベルで解明することにより骨粗鬆症の新規診断薬及び治療薬の開発へ応用することを企画

する。すなわち、カップリング因子として Cthrc1を同定し(JCI 2013)、その骨形成促進活

性を利用して骨粗鬆症治療薬の開発へ応用することを目指している。Cthrc1の骨形成促進

に関わるシグナル伝達機構を解明するために Cthrc1の受容体の同定を試み、Wntのシグナ

ルを抑制する膜分子を見出した。Cthrc1はこの分子に直接結合し、骨芽細胞分化を促進す

ることが分かった。そこで、骨芽細胞特異的ノックアウト(cKO)マウスを作成し、骨解析に

より骨形成と骨吸収の両方が共に低下し、低骨代謝回転型で高骨量を発症することが分か

った。また、血中スクレロスチン値が高いことから Cthrc1はWntシグナルとクロストー

クすることにより骨代謝を制御することが示された。従って、この受容体分子に結合する

抗体薬や低分子化合物が新規骨粗鬆症治療薬のシーズとなる可能性が強く示唆された。 

 Cthrc1と同様、破骨細胞が産生する補体成分 C3aがカップリング因子として働くことを

明らかにした(J Bone Miner Res 2014)。また、破骨細胞が産生するカップリング因子とし

て注目されている PDGFに関する詳細な研究結果と破骨細胞の分化に関する研究成果を論

文に発表した(BBRC 2015, Bone 2015)。さらに、カップリング機能に異常があるマウスの

代表例として破骨細胞機能不全Src KOマウスと破骨細胞欠損RANKL KOマウスの骨代謝

マーカー及び骨解析を行い、これまでに報告されていない骨吸収機能や骨芽細胞の活性、

及び異常な骨細胞の存在を明らかにした(JBMM 2017)。 
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 平成２８年度について 

 Cthrc1の受容体として同定した受容体 X の骨芽細胞特異的 cKOマウスの骨における組

織学的解析を行い、骨形成のみならず骨吸収も低下することがわかり、低骨代謝回転型で

骨形成が骨吸収を上回ることで高骨量を発症することを突き止めた。骨形成低下の原因は

骨芽細胞において受容体 X を介した Cthrc1からの刺激が入らないことで PKCδ/ERK経

路が障害されることで骨形成が低下することが示唆された。また、骨吸収の低下は骨芽細

胞において受容体 Xの欠失により破骨細胞分化因子であるRanklの遺伝子発現が低下する

ことが原因であることを突き止めた。可溶性受容体 X を受容体 X sKOマウスに免疫し、

モノクローナル抗体を作成した。ST2細胞を用いて CRISPR/Cas9法により受容体 X KO

細胞、及びレトロウィルスの発現系を用いて受容体 X 過剰発現細胞株を樹立した。それら

の細胞株を用いて FACSにより受容体 X を認識するモノクローナル抗体をスクリーニング

した。大理石骨病マウスモデルである Src KOと RANKL KOマウスの血清、及び大腿骨と

脛骨をサンプリングし、生化学的性状、マイクロ CT解析と骨形態計測により骨解析を行っ

た。 

 

 

 主任研究者 

  竹下 淳 国立長寿医療研究センター 運動器疾患研究部・骨代謝制御研究室（室長） 

 分担研究者 

  池田 恭治 国立長寿医療研究センター 運動器疾患研究部（部長）（平成２６年度と

２７年度のみ） 

  伊東 昌子 長崎大学病院メディカルワークライフバランスセンター（教授） 

 

 

 研究期間 平成２６年４月１日～平成２９年３月３１日 

 

 

Ａ．研究目的 

 骨粗鬆症患者の治療と骨折予防として主にビスホスホネート薬が使われているが、一旦

減少した骨を増やしたり骨質を改善する作用はない。唯一アナボリック効果が期待される

副甲状腺ホルモン(PTH)は薬価が高く副作用の問題があることから使用が制限されている

ために安価で骨を増やすアナボリック薬の開発が求められている。 

 主任研究者らは、これまでに破骨細胞が産生し骨形成を促進するカップリング因子の

探索を行い、Cthrc1 と C3a を同定した。本研究では、Cthrc1 の受容体分子を同定し、

カップリングのシグナル伝達機構を解明することにより、このメカニズムを応用し骨粗
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鬆症をターゲットとした骨形成促進薬の創薬開発の基盤を築くことを目的とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 ３年間全体について 

 Cthrc1の受容体として受容体Xを同定し、Cthrc1刺激により受容体Xを介したシグナ

ルに重要な機能分子を特定することによりCthrc1のシグナル伝達経路を解析した。

Cthrc1の受容体である受容体Xの骨芽細胞特異的cKOマウスを作出し、骨代謝における

機能解析を行った。 

 これまでにCthrc1刺激によるシグナル伝達分子としてPKCδ、ERK、JNK、及びRac1

が重要であることを見出した。これら４つの分子の中から骨芽細胞分化を促進するのに

必須な分子を特定した。Cthrc1の受容体の候補として受容体Xを同定したので、骨代謝

における機能を解明するために受容体Xのfloxマウスを作出し、全身及び骨芽細胞特異的

KOマウスを作成するためにCAG-creマウス、及びOsterix-creマウスと交配し、それぞ

れシステミックノックアウト(sKO)、及び骨芽細胞特異的cKOマウスを大量に増やし、

骨解析を行った。さらに、RANKL投与によるカップリング機能の評価系を用いてcKO

マウスを評価し、受容体Xのカップリング機能における役割を解析した。Cthrc1シグナ

ルをミミックする低分子化合物をスクリーニングするための細胞株を構築するために

sKOマウスの頭頂骨由来初代骨芽細胞から3T3法により細胞株を樹立した。また、

CRISPR/Cas9法を用いてST2細胞で受容体XやRor2をKOした細胞株を樹立し、これら

の細胞株を用いて受容体Xを介したCthrc1のシグナル伝達経路を解析した。Src KO、及

びRANKL KOマウスの血清、大腿骨と脛骨、及びそれらからRNAを抽出し、それぞれ

ELISA法により骨代謝マーカー量の測定、マイクロCT解析と骨形態計測法による骨解析、

及び遺伝子発現解析を行った。 

 受容体Xに対するモノクローナル抗体を作成するためにC末端領域を欠損しHis-タグ

のついた可溶性受容体X-His (s受容体X-His)を強発現するL細胞株を樹立し、培養上清か

らリコンビナントs受容体X-Hisを精製した。s受容体X-Hisをマウスに免疫し、モノクロ

ーナル抗体を作成した。受容体X KO ST2細胞株、及び受容体X過剰発現細胞株を用いて

FACSにより細胞表面で発現する受容体Xを認識するモノクローナル抗体をスクリーニ

ングした。 

 主任および分担研究者が開発したモデルマウスの骨量測定および骨構造・力学特性の

解析はすべて、分担研究者の伊東がマイクロCT装置を使って骨解析を行った。 

 

 平成２８年度について 

 リコンビナント Cthrc1を用いて野生型、受容体 X KO、及び Ror2 KO ST2細胞株を刺

激し、PKCδ、ERK1/2と JNCのリン酸化をWestern法により、また Rac1の活性化によ
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り Cthrc1のシグナル伝達経路を解析した。また、それぞれのシグナル分子の特異的阻害剤

を用いて各細胞株を培養し ALP活性を測定することにより Cthrc1刺激で誘導される骨芽

細胞分化過程を解析した。受容体 X cKOマウスの脛骨を組織学的に解析するために骨形態

計測法により骨解析を行い、骨量増加の原因を解析した。各マウスの血清をサンプリング

し、血清中の骨代謝マーカーを測定した。また、受容体 X KO及び野生型マウスの骨から

RNAを抽出し、RT-PCR法により骨代謝に関連する遺伝子発現解析を行った。さらに、受

容体 X 欠損 ST2細胞株を用いて骨量増加の原因を解析した。大理石骨病マウスである Src 

KOと RANKL KOマウスの骨解析を行った。 

 一方、受容体 X に対するモノクローナル抗体を作成し、種々の細胞株を用いて細胞表面

に発現する受容体 X を認識し、Cthrc1刺激をミミックするモノクローナル抗体をスクリー

ニングした。 

 

（倫理面への配慮） 

 ３年間全体について 

 ヒト DNAや ES細胞を用いた研究は含まれない。動物実験計画は、所属機関の遺伝子組

換え実験安全委員会と動物実験倫理委員会において動物数、麻酔の方法、安楽死の方法、

ストレスを和らげる方法など倫理的な側面からの審査を受け、実験は動物愛護の精神に則

って実施した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 ３年間全体について 

 ST2細胞の膜タンパク画分からリコンビナント Cthrc1に結合するタンパクを分離・精製

し、マススペクトル解析により Cthrc1結合分子として受容体 X を同定した。shRNAを用

いて ST2細胞で受容体 X の遺伝子発現を阻害すると Cthrc1による PKCδと ERKのリン

酸化が阻害され骨芽細胞分化が抑制されたことから、受容体 X は Cthrc1の受容機構の一

部であることが分かった。ところが、受容体 X の発現を阻害しても ST2に対する Cthrc1

の結合能は低下するが、完全には消失しないことから受容体 X 以外に Cthrc1の受容体が

あることが示唆された。そこで、Cthrc1と結合することが知られている Ror2の発現を

shRNAを用いて阻害したところ、Cthrc1に対する応答性は保持されるが Cthrc1に対する

結合能は消失しないことから、Ror2は Cthrc1の受容体として結合するがシグナルは伝達

しないことが示唆された。 

 受容体 X sKOマウスは水頭症を発症することが知られているが、その他の表現型につい

ては報告されていない。そこで、受容体 X sKOマウスの骨を解析したところ、水頭症を発

症したグループは野生型に比べ低骨量を示したが、発症しないグループは逆に高骨量を発

症することが分かった。受容体 X cKOマウスは、雌雄ともに３ヶ月齢と６ヶ月齢ともに野
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生型に比べ有意に高骨量を示した。また、骨形態計測の結果、雌雄ともに骨形成と骨吸収

の両方が低下するが、相対的に形成が吸収を上回ることにより高骨量を発症することが分

かった。骨代謝マーカーである血清中の RANKL、OPG、オステオカルシン及び CTXには

差異は認められず、スクレロスチン量のみが cKOマウスで高値を示したことからWntシグ

ナルを抑制するスクレロスチンとの相互作用が示唆された。 

 CRISPR/Cas9法を用いて受容体 X 欠損 ST2細胞株を樹立し、同様に ST2の野生株及び

受容体 X KO株を用いて Ror2欠損株を樹立した。２日齢の受容体 X sKOマウス頭頂骨由

来骨芽細胞を 3T3法により株化し、限界希釈培養法によりクローナルな細胞株を樹立した。

受容体 X cKOマウスの骨から抽出した RNAを用いて RT-PCR法により骨代謝に関連する

遺伝子発現解析により cKOマウスの骨で破骨細胞マーカーである Acp5や Calcrのみなら

ず破骨細胞分化因子である RANKLが低下していることがわかった。そこで、受容体 X KO 

ST2をビタミン D3存在下で培養し RANKLの発現を解析したところ野生型の ST2に比べ

RANKLの発現が低く、レトロウィルスにより受容体 X を再発現すると RANKLの発現が

回復することから骨芽細胞において受容体 Xの発現は RANKL発現を転写レベルで制御し

ていることがわかった。以上のことから、受容体 X は Cthrc1の受容体として骨カップリ

ング機能に重要であることが実証された。 

 大理石骨病モデルマウスであるSrc KOとRANKL KOマウスのマイクロCT解析を行い、

脛骨幹端部の骨量はともにほぼ 100%であり、典型的な同程度の大理石骨病であることがわ

かった。Src KOマウスは破骨細胞の骨吸収機能不全により in vitroでは骨吸収活性が全く

検出されないにも関わらず骨吸収活性をの指標となる血中CTXは正常値を示したことから

Src欠損により増加した破骨細胞は骨吸収に寄与する酵素群の活性により CTX値が高いこ

とが予想された。また、Src KOマウスには骨芽細胞数も野生型とほぼ同程度存在するのに

対し、RANKL KOマウス破骨細胞と骨芽細胞の両方が欠如していた。しかしながら、Src KO

マウスでは骨細胞はほとんど存在しないのに対し、RANKL KOマウスにおいては骨細胞は

逆に増加していることが判明した。 

 次に、受容体 X の中和抗体、及び刺激抗体を作成するために His-tag付き分泌型受容体

X タンパクを精製し、常法に従ってモノクローナル抗体を作成した。s受容体 X-Hisを用い

た ELISA法による１次スクリーニングを行った。次に受容体 X 強制発現細胞を用いた

FACS法による２次スクリーニングを行い、細胞膜表面に発現する受容体 X を認識するモ

ノクローナル抗体を選出した。さらに、現在、各ハイブリドーマ細胞の培養上清を調整し、

ST2細胞の ALP活性を促進するクローンのスクリーニングを行っている。今後、スクリー

ニングした抗体をマウスに投与し、骨代謝に及ぼす影響を解析する。さらに、種々の細胞

株を用いて受容体 X を介した Cthrc1刺激をミミックする低分子化合物スクリーニング系

を確立する予定である。 

 

 平成２８年度について 
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 骨形態計測法により受容体 X cKOマウスの高骨量の原因が骨形成と骨吸収の両方が低下

した低骨代謝回転型で骨形成が骨吸収を上回ることで発症することを突き止めた。さらに、

骨形成低下の原因が受容体 X 欠損による Cthrc1刺激からの PKCδ/ERK/Rac1シグナルの

活性化が障害されること、さらに骨吸収低下は受容体 X 欠損による RANKL 遺伝子発現低

下が原因であることが明らかとなった。 

 大理石骨病マウスの代表として破骨細胞機能不全である Src KOマウスと破骨細胞が欠

損した RANKL KOマウスのマイクロ CT解析を行い、ともに骨髄腔が骨で満たされた同程

度の大理石骨病を発症することがわかり、互いにカップリング機能が異なることが示唆さ

れた。 

 受容体 X を認識するモノクローナル抗体を複数取得することに成功した。今後、それら

の中から Cthrc1シグナルをミミックし骨形成を促進する抗体をスクリーニングする。 

 

 

Ｄ．考察と結論 

 ３年間全体について 

 骨代謝制御メカニズムの基本原理の一つであるカップリング機構は、骨吸収から骨形成

へのリレーを制御する仕組みであり、この機能により骨の代謝が正常に行われることで一

定の骨量及び強度を保証する健全な骨質が維持される。主任研究者らは、骨粗鬆症などの

代謝性骨疾患は、カップリング機構の破綻が原因であるとの仮説のもとに、カップリング

因子の探索とその作用メカニズムの解明が骨粗鬆症治療薬の開発に重要であると考えてい

る。 

 主任研究者らが独自にカップリング因子として同定した Cthrc1は、破骨細胞が産生し骨

芽細胞に作用し骨形成を促進することをマウスの遺伝学の手法と新たに確立したカップリ

ング機能を評価する in vivoアッセー系を組み合わせることにより世界で初めて破骨細胞由

来のカップリング因子であることを実証した分泌性タンパクである(JCI 2013)。Cthrc1 破

骨細胞特異的 cKOマウスは低骨量を発症し、全身で Cthrc1を発現するトランスジェニッ

クマウスは高骨量を示した。また、京都大学の秋山（現・岐阜大学）らは軟骨細胞を BMP-2

処理して発現上昇する遺伝子として Cthrc1を同定し、sKOマウスでは発達異常が見られな

いものの低骨量を示すのに対して、Ⅰ型コラーゲンプロモーターを用いて骨芽細胞系で

Cthrc1を過剰発現するトランスジェニックマウスは高骨量を示すことを報告した(PLOS 

ONE 2008)。これらのことは我々の結果とも合致し、破骨細胞由来の Cthrc1がアナボリッ

ク薬として働くとの我々のコンセプトを支持するものである。 

 理化学研究所の佐々木らは、脊索動物の初期発生において脊索特異的に発現する分子と

して Cthrc1を同定し、Cthrc1が多様なWnt経路のうち平面内極性に関与するWnt/PCP

経路を選択的に活性化し、内耳の有毛細胞の配向パターンを始めとする組織形成に関与す

ることを明らかにした(Dev Cell 2008)。彼らは、Cthrc1が Ror2のみならずWnt、及びそ
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の受容体である Frizzledと結合することを示した。主任研究者らは、本研究により新たに

Cthrc1が骨芽細胞系列の受容体 X と結合することを見出した。受容体 X は、腫瘍抗原と

して知られている 5T4と同一分子であり、Wnt/βカテニン経路を阻害する膜分子であるこ

とが報告されている。申請者らの実験結果から shRNAを用いて ST2細胞で受容体 X の遺

伝子発現を抑制すると、Cthrc1の結合能も低下し、Cthrc1による骨芽細胞の分化マーカー

である ALP活性の上昇が消失した。ところが、Ror2の遺伝子発現を抑制しても Cthrc1に

よる ALP活性の上昇は保持された。これらのことから、Cthrc1は受容体 X と Ror2の両

方に結合するが、骨形成促進活性には受容体 X が関与することが示めされた。ST2細胞で

受容体 XとRor2の両方の発現を抑制してもCthrc1に対する結合能は完全には消失しない

ことから Frizzled などの他の分子が結合に関与している可能性が示唆された。 

 Cthrc1シグナルをミミックする化合物のスクリーニング系を確立する目的で受容体 X 

sKOマウスの頭頂骨由来骨芽細胞から細胞株の樹立を試みた。２匹の受容体 X sKOマウス

由来の骨芽細胞株を１６世代培養後に限界希釈培養法によりクローニングを行い、約２０

株の樹立に成功した。今後、それぞれ樹立した細胞株の解析を行いスクリーニングに適し

た細胞株を選択する予定である。さらに、CRISPR/Cas9法を用いて ST2細胞の受容体 X

と Ror2、及びその両方を欠損した細胞株の樹立を行った。今後、上記の細胞株と同様に

Cthrc1によるシグナル伝達を解析し、スクリーニングに適した細胞株を選択する。 

 受容体 X sKOマウスは水頭症を発症する低骨量と発症しない高骨量の２相性を示したが、

骨芽細胞特異的受容体 X cKOマウスは雌雄ともに野生型と比較して有意に高骨量を示した。

また、cKOマウスに水頭症は認められなかった。このことから水頭症は骨芽細胞以外の、

主に脳で発現する受容体 X が欠損することが原因であると考えられた。骨芽細胞特異的受

容体X欠損によりCthrc1の刺激が消失すると骨形成が低下し低骨量を発症することが予想

されたが、予想と反して有意な骨量増加を引き起こすことから Cthrc1シグナルの複雑さが

明らかとなった。Wntアンタゴニストの一つであるスクレロスチンは、古典的Wntシグナ

ルの阻害物質として同定された分子であるが、我々が作製した cKOマウスの血清スクレロ

スチン量が有意に高いことから、受容体 X がないことで骨芽細胞系列でのWntシグナルに

異常をきたし、その結果として骨形成が低下したと予想される。現在、受容体 X cKOマウ

スに RANKLを投与しカップリング機能を評価する解析を行っており、同時に血清オステ

オカルシンや P1NPなど骨形成マーカーの測定を試みている。Cthrc1はWntと協調し骨

芽細胞の遊走活性を促進することが分かっているので、樹立した受容体 X 欠損細胞株を用

いてWntとの協調性が上昇しているかどうかを確認する予定である。今後、Cthrc1シグナ

ルを解明するには、Wnt、受容体 X、及びスクレロスチンとの関連性を明らかにすること

が重要である。骨芽細胞特異的受容体 X cKO マウスが高骨量を発症することから、受容体

X に作用し骨形成を促進する抗体薬や化合物が骨粗鬆症治療薬のターゲットとして有望で

あることが再確認された。 
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