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略 語 一 覧 

 

ALP：alkaline phosphatase 

ANOVA：analysis of variance 

APC：adenomatous polyposis coli 

BMP：bone morphogenetic protein 

CKI：casein kinase I 

COL I：type I collagen 

DEPC：diethyl pyrocarbonate 

Dkk1：Dickkopf1 

Dvl：Dishevelled 

EDTA：ethylenediamine teraacetic acid 

GAPDH：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GSK-3：glycogen synthase kinase 3

LEF：lymphoid enhancer-binding factor 

LRP：low-density lipoprotein receptor-related protein 

mRNA：messenger RNA 

CT：micro-computed tomography 

OCN：osteocalcin 

PBS：phosphate-buffered saline 

PVDF：poly vinilidene difluoride 

qRT-PCR：quantitative real-time PCR 

RANKL：receptor activator of NF-kappaB ligand 

RNAi：RNA interference 

RT-PCR：reverse transcription-polymerase chain reaction 

Runx2：runt-related transcription factor 2  

SD rat：Sprague-Dawley rat 

SEM：standard error of the mean 

SDS：sodium dodecyl sulfate 

siRNA：small interfering RNA 

TCF：T-cell factor 

TCF7L2：T-cell-specific transcriptional factor 7-like 2  

TBS-T：Tris buffered saline with Tween 20  

UV：ultraviolet 
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要  旨 

 

 Wnt/-カテニンシグナル伝達経路は、骨芽細胞の分化に重要なシグナルである。Wnt/-

カテニンシグナル伝達経路の阻害分子の１つに、Dickkopf1 (Dkk1)がある。Dkk1 の発現が

減少すると、骨量が増加することが報告されている。Dkk1 の中和抗体である抗 Dkk1 抗体

が、骨芽細胞の数を増加させると同時に、破骨細胞の数を減少させることで多発性骨髄腫な

どの溶骨性の骨病変の治療に効果的であると前臨床試験において示されている。しかしなが

ら、抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の分化や遺伝子の発現に及ぼす影響については明らかとなって

いない。そこで、本研究では、骨芽細胞様細胞株である MC3T3-E1 細胞および SaOS-2 細

胞を用いて、抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の分化および骨形成に及ぼす影響について、骨芽細胞

分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ（ALP）の発現への影響について、さらにラ

ット脛骨に作製した骨欠損部においての抗 Dkk1 抗体の効果について検討した。 

抗 Dkk1 抗体は、骨芽細胞の増殖には影響しなかったが、ALP の活性、ALP の mRNA・

タンパク質の発現を増加させた。ALP と同じく骨芽細胞の分化マーカーであるオステオカ

ルシン（OCN）、runt-related transcription factor 2 (Runx2)も、Wnt/-カテニンシグナル

伝達経路の標的遺伝子に含まれているが、抗 Dkk1 抗体は、OCN、Runx2 の発現も増加さ

せた。さらに、抗 Dkk1 抗体は骨芽細胞の石灰化を促進させた。また、抗 Dkk1 抗体は、-

カテニンの発現、T-cell-specific transcriptional factor 7-like 2 (TCF7L2)の発現、TCF 転

写活性を増加させた。このことから、抗 Dkk1 抗体の添加により、Wnt/-カテニンシグナ

ル伝達経路が促進されることが示唆された。さらに、抗 Dkk1 抗体は T-cell factor (TCF)結

合部位を介して ALP プロモーター活性を増加させ、ALP の発現を増加させることが明らか

となった。次に、Dkk1 siRNA を導入して Dkk1 の発現を抑制した。Dkk1 siRNA は、抗

Dkk1 抗体と同様、コントロール群の ALP プロモーター活性を増加させた。Dkk1 siRNA

とともに抗 Dkk1 抗体を作用させても、さらなる ALP プロモーター活性の増加は認められ

なかった。以上の結果から、骨芽細胞分化において、Dkk1 の阻害は、Wnt/-カテニンシグ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/860
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ナル伝達経路を促進し、ALP の発現を増加させること、また、Wnt/-カテニンシグナル伝

達経路を介した ALP の発現は、Dkk1 によって抑制され、骨量の恒常性が維持されている

ことが明らかとなった。 

さらに、ラット脛骨に作製した骨欠損部において、局所投与した抗 Dkk1 抗体が、新生骨

の形成を促進させたことから、抗 Dkk1 抗体の骨形成への効果が確認された。したがって、

抗 Dkk1 抗体は、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の活性化薬、すなわち骨再生薬として

の可能性が示唆された。 
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緒  言 

 

Wnt タンパクは、分泌型でシステインに富む糖タンパクである[1-3]。現在、Wnt ファミ

リー遺伝子は 19 種類が同定されている[4,5]。Wnt タンパクによって活性化される細胞内シ

グナルカスケードのなかで、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路は古典経路として知られ、

遺伝子発現、細胞の増殖・分化、細胞接着、細胞の極性を制御している[6,7]。Wnt タンパ

クは、受容体 frizzled と協働レセプターで構成される複合受容体に結合する[8]。この複合

受容体は、frizzled の 10 種類のうち 1 つと、協働レセプターである low-density lipoprotein 

receptor-related proteins (LRP)5/6 からなる。 

カテニンは、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路で、中心的な役割を果たしている。通

常、-カテニンは細胞質内で glycogen synthase kinase 3(GSK-3)、Axin、adenomatous 

polyposis coli (APC)、casein kinase I (CKI)と複合体を形成し、GSK-3によりリン酸化

をうける。GSK-3によってリン酸化された-カテニンは、ユビキチン化されて、プロテア

ソームによって分解される。Wnt タンパク質が受容体に結合すると、Dishevelled (Dvl)が

活性化され、Axin を複合体から引き離し、GSK-3が-カテニンをリン酸化するのを阻害す

る。その結果、-カテニンは分解されず、安定化した-カテニンは細胞質内で蓄積され、核

内に移行する。その後、-カテニンは、核内で転写因子である T-cell factor (TCF) / lymphoid 

enhancer-binding factor (LEF)ファミリーと結合し、標的遺伝子の発現を調節する[9-14]。 

Wnt/-カテニンシグナル伝達経路は、骨の形成や恒常性の維持に重要である。したがっ

て、その破綻は骨の病態に影響し、骨芽細胞の増殖・生存の重要な因子と機能的に関係する

[15]。ヒトにおいて LRP5 の機能喪失型変異は骨粗鬆症・偽性神経膠腫症候群

（osteoporosis-pseudoglioma syndrome）を引き起こし[16]、LRP5 の機能獲得型変異は骨

量が多い表現型を呈する[17]。Wnt-3a は、骨芽細胞前駆細胞（C2C12, C3H10T1/2, ST2）

において骨芽細胞の分化マーカーであるアルカリフォスファターゼ（ALP）の活性を増加さ

せることが示されている[18,19]。加えて、ALP の発現はプロモーター領域にある TCF 結合

http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E9%AA%A8%E7%B2%97%E9%AC%86%E7%97%87%E3%83%BB%E5%81%BD%E6%80%A7%E7%A5%9E%E7%B5%8C%E8%86%A0%E8%85%AB%E7%97%87%E5%80%99%E7%BE%A4
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E9%AA%A8%E7%B2%97%E9%AC%86%E7%97%87%E3%83%BB%E5%81%BD%E6%80%A7%E7%A5%9E%E7%B5%8C%E8%86%A0%E8%85%AB%E7%97%87%E5%80%99%E7%BE%A4
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/%E9%AA%A8%E7%B2%97%E9%AC%86%E7%97%87%E3%83%BB%E5%81%BD%E6%80%A7%E7%A5%9E%E7%B5%8C%E8%86%A0%E8%85%AB%E7%97%87%E5%80%99%E7%BE%A4
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/osteoporosis-pseudoglioma%20syndrome
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部位を介して調節されていることが、すでに報告されている[20]。さらに、Wnt/-カテニン

シグナル伝達経路は、骨芽細胞分化の必須の遺伝子である runt-related transcription factor 

2 (Runx2)プロモーター中の TCF 結合部位を介して、Runx2 の発現を直接的に増強すると

いう報告がある[21]。それゆえに、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路は骨芽細胞の分化に必

須であるといえる。 

Dickkopf1 (Dkk1)は、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の阻害分子の１つで、協働受容

体 LRP5/6 に結合する[22-24]。Dkk1 は、胎生期での骨の形成、成人期での骨リモデリング

に重要な役割を果たすとされている[25]。Dkk1 の発現減少の表現型を呈する Doubleridge

マウスでは、骨量は増加し[26,27]、反対に骨芽細胞に Dkk1 を過剰発現させると、骨減少

症になる。また、マウスを使用した研究にて Dkk1 は Wnt シグナル伝達経路を阻害するこ

とで骨折の治癒を遅延させることも確認されている[28]。エストロゲン欠乏性骨粗鬆症を呈

する卵巣摘出ラットにおいて Dkk1 の発現を抑制させると、receptor activator of 

NF-kappaB ligand (RANKL)陽性破骨細胞が減少することで骨粗鬆症が抑制されることが

確認されている[29]。したがって、Dkk1 の制御がエストロゲン欠乏性骨粗鬆症において重

要であるといえる。加えて、Dkk1 は、びらん性関節炎[30]、多発性骨髄腫の溶骨[31,32]、

転移性乳癌[33,34]、前立腺癌の骨転移[35-37]の発生に関係しており、骨芽細胞の分化を抑

制することで溶骨性の骨病変を進行させる重要な分子であることが知られている[31]。多発

性骨髄腫において、Dkk1 は骨髄腫細胞から過剰に分泌されており、Dkk1 タンパク質の発

現が多くの多発性骨髄腫の細胞株や臨床サンプルで検出される[38-42]。前臨床試験におい

て、Dkk1 の中和抗体である抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の数を増加させると同時に、破骨細胞

の数を減少させることで多発性骨髄腫などの溶骨性の骨病変の治療に効果的であると示さ

れている[43,44]。しかしながら、抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の分化や遺伝子の発現に及ぼす

影響については明らかとなっていない。 

この研究では、抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の分化や遺伝子の発現に及ぼす影響について明ら

かにし、骨再生治療薬としての抗 Dkk1 抗体の可能性を探ることを目的とし、抗 Dkk1 抗体

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/860
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/receptor%20activator%20of%20NF-kappaB%20ligand
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/receptor%20activator%20of%20NF-kappaB%20ligand
http://lsd.pharm.kyoto-u.ac.jp/weblsd/c/begin/receptor%20activator%20of%20NF-kappaB%20ligand


5 

 

が骨芽細胞様細胞株である MC3T3-E1 細胞および SaOS-2 細胞の分化および骨形成に及ぼ

す影響について調べた。ALP は、代表的な骨芽細胞の分化マーカーであり、Wnt/-カテニ

ンシグナル伝達経路の標的遺伝子のひとつである。前述したように、骨芽細胞前駆細胞にお

いて、Wnt タンパク質により ALP の活性は増加すること[18,19]、ALP 遺伝子発現は、プ

ロモーター領域にあるWnt/-カテニンシグナル伝達経路の転写因子であるTCF結合部位を

介して調節されることが示されている[20]。このことから、抗 Dkk1 抗体の ALP 発現への

影響について特に着目したところ、抗 Dkk1 抗体は骨芽細胞において Wnt/-カテニンシグ

ナル伝達経路を活性化し、ALP 発現を増加させ、骨芽細胞の分化を促進させることを見出

した。さらに、抗 Dkk1 抗体は分化した骨芽細胞における石灰化を促進させた。また、ラッ

ト脛骨骨欠損部位において新生骨の形成を促進させることも明らかとなった。 
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材 料 と 方 法 

 

１． 細胞培養 

細胞は、37℃、5％CO2濃度のインキュベーター中で培養した。MC3T3-E1 細胞は

10％ウシ胎児血清（Invitrogen 社）、100 U/ml ペニシリン G（明治製菓）、100 g/ml

ストレプトマイシン（明治製菓）存在下の-Minimum Essential Medium Eagle 

(Sigma 社)、SaOS-2 細胞は 10％ウシ胎児血清、100 U/ml ペニシリン G、100 g/ml

ストレプトマイシン存在下の Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma 社)にて

培養した。細胞の培地は、3 日毎に交換した。 

 

２． 細胞数の計測 

MC3T3-E1 細胞は 3.6×104個/well、SaOS-2 細胞は 1.8×104個/well で、24 穴プ

レートに播種した。翌日、1 g/ml の抗 Dkk1 抗体（R&D Systems 社）、50 ng/ml

の Wnt-3a (R&D Systems 社)、10 ng/ml の BMP-2 (R&D Systems 社)を添加し、こ

の時を time0 とした。培養した細胞は、PBS (Invitrogen 社)にて洗浄後、トリプシ

ン/EDTA (Invitogen 社)処理で回収した。MC3T3-E1 細胞は time0 と 3 日目と 5 日

目に、SaOS-2 細胞は time0 と 3 日目と 7 日目に回収を行った。回収した細胞は、ワ

ンセルカウンター（和研薬株式会社）を用いて計数した。 

 

３． ALP 活性の測定 

 MC3T3-E1 細胞は 3.6×104個/well、SaOS-2 細胞は 1.8×104個/well で、24 穴プ

レートに播種した。翌日、抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)、BMP-2 (10 

ng/ml)、1 g/ml のマウス IgG 抗体（Santa Cruz Biotechnology 社）を添加し、こ

の時を time0 とした。培養した細胞は、PBS にて洗浄後、トリプシン/EDTA 処理で

回収した。MC3T3-E1 細胞は time0 と 3 日目と 5 日目に、SaOS-2 細胞は time0 と
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3 日目と 7 日目に ALP 活性を測定した。ALP 活性の測定には、基質として p-ニトロ

フェニルリン酸（Wako）を用いた[45]。回収した細胞を、0.1 M エタノールアミン

（pH10.5）、150 mM 塩化ナトリウム（Wako）、2 mM 塩化マグネシウム（Wako）、

2.5 mg/ml p-ニトロフェニルリン酸を含む溶液で溶解し、37℃で 30 分保温した後、

波長 414 nm で吸光度を測定した。ALP 活性測定の結果は、各タンパク質濃度で補

正し、グラフ化した。 

 

４． ウエスタンブロッティング法 

 MC3T3-E1 細胞を 1.8×105個/well で、6 穴プレートに播種した。翌日、抗 Dkk1

抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)、BMP-2 (10 ng/ml）、IgG (1 g/ml)を添加し、

この時を time0 とした。培養した細胞は time0 と 3 日目に、PBS にて洗浄後、調製

した lysis buffer で溶解し、サンプルとして用いた。回収したサンプルは、Quick Start 

Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad 社)を用いて濃度測定し、各タンパク質濃度が

一定になるように調整した。2×loading buffer と混合したサンプルは、SDS-ポリア

クリルアミドゲルで分離し、PVDF メンブレンにセミドライ式でトランスファーを行

った（1 時間、16V）。ゲル濃度は、ALP、-カテニン、TCF7L2 の検出時には 10 %、

Dkk1 の検出時には 12 %、OCN の検出時には 15 %にした。モノクローナル抗 ALP

抗体（AbD Serotec 社）、ポリクローナル抗 OCN 抗体（LSL 社）、ポリクローナル抗

Dkk1 抗体（Santa Cruz Biotechnology 社）は 1:500、モノクローナル抗 GAPDH 抗

体（Abcam 社）は 1:1000、モノクローナル抗-カテニン抗体（BD Biosciences 社）、

モノクローナル抗 TCF7L2 抗体（Millipore 社）は 1:2000 の倍率になるように Can 

Get Signal Solution1 で希釈して用いた。モノクローナル抗 ALP 抗体、モノクロー

ナル抗 GAPDH 抗体、モノクローナル抗-カテニン抗体、モノクローナル抗 TCF7L2

抗体にはメンブレンを室温で 1 時間浸漬し、ポリクローナル抗 OCN 抗体、ポリクロ

ーナル抗 Dkk1 抗体には、メンブレンを 4℃で一晩浸漬した。その後、TBS-T で 15

http://www.bio-rad.com/prd/en/US/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=US&lang=en&productID=500-0203
http://www.bio-rad.com/prd/en/US/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=US&lang=en&productID=500-0203
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分のメンブレンの洗浄を 4 回繰り返した後、２次抗体として使用した抗マウス IgG

抗体または抗ラビット IgG 抗体（Cell Signaling 社）を TBS-T で 1:4000 に希釈し、

メンブレンを 1 時間浸漬した。次に TBS-T で 15 分のメンブレンの洗浄を 4 回繰り

返し、メンブレン上の免疫反応タンパク質の検出を検出試薬 LumiGLO (Cell 

Signaling 社)を用いて行った。結果は、バンドをスキャナで読み込み定量化し、グラ

フ化した（ImageJ）。 

 

５． RNA の抽出 

MC3T3-E1 細胞を 10cm の dish に 1.14×106個播種した。翌日、抗 Dkk1 抗体(1 

g/ml)、Wnt-3a (50 ng/ml)、IgG (1 g/ml)を添加し、この時を time0 とした。培養

した細胞は time0 と 3 日目に、トリゾール試薬（Invitrogen 社）を用いてトータル

RNA の抽出を行った。トリゾール 1 ml にて溶解した細胞に 200 l のクロロホルム

を加えて転倒混和し、遠心した（4℃、14000 rpm、15 分）。分離した上清に、500 l

のイソプロピルアルコールを加え、室温に10分置いた後、遠心した（4℃、14000rpm、

10 分）。上清を捨て、エタノール 1 ml を入れて攪拌し、遠心した（4℃、14000rpm、

5 分）。上清を捨て、沈殿を乾燥させた後、DEPC 処理水 20 l を加え、濃度を測定

した。 

 

６． ノーザンブロッティング法 

 ALP の mRNA の発現は、ノーザンブロット法を用いて検出した[46,47]、1.2 ％変

性アガロースゲルで、5 g の RNA を電気泳動し、Turbo Blotter Rapid Dnwnward 

Transfer System (Scleicher&Schuell 社)を使用してナイロントランスファーメンブ

レンである Hybond N+ (GE Healthcare 社)に転写した。転写したメンブレンに

Random Primer DNA Labeling Kit (Takara Bio 社)を用いて、付属プロトコール通

りに 50℃でプローブのハイブリダイゼーションを行った。標識として、[-32P]dCTP



9 

 

（パーキンエルマージャパン社）を使用した。翌日、メンブレンを洗浄後、バンドを

検出した。 

 

７． RT-PCR 法 

 OCN、Runx2、type I collagen (COLI)の mRNA の発現は RT-PCR 法を用いて検

出した。1 g のトータル RNA から 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 社)を用

いて付属プロトコール通りに cDNA を合成した。その後、Go taq Flexi DNA 

Polymerase (Promega 社)を用いて、RT-PCR 法を行った。PCR プライマーは、

GenBank のデータベースに基づいて合成し、Sigma 社から購入した。使用したプラ

イマーの配列と、反応条件は以下に記載の通りである。 

 

OCN： F 5’-CTTTGGGTAACTACCCTCCT-3’ 

(566 bp)  R 5’-GAGGCTCTGAGAAGCATAAA-3’ 

(熱変性 94℃, 30 秒：アニーリング 55℃, 45 秒：伸長反応 72℃, 30 秒)  

30 サイクル 

Runx2： F 5’-TCCTATCTGAGCCAGATGACATCC-3’  

(480 bp)  R 5’-CCGGTCTCCCCCGGGTACC-3’ 

(熱変性 95℃, 20 秒：アニーリング 52℃, 10 秒：伸長反応 72℃, 30 秒) 

30 サイクル 

COLI： F 5’-CTGACCTTCCTGCGCCTAATGTC-3’  

(300 bp) R 5’-GTCTGGGGCACCAATGTCCAA-3’ 

48℃,30 分→95℃,10 分→ 

(熱変性 94℃, 15 秒：アニーリングおよび伸長反応 60℃, 45 秒) 

30 サイクル 

GAPDH： F 5’-GAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC-3’  

(982 bp)   R 5’-CATGTAGGCATGAGGTCCACCAC-3’ 

(熱変性 94℃, 30 秒：アニーリング 55℃, 45 秒：伸長反応 72℃, 30 秒) 

 30 サイクル 
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８． qRT-PCR 法 

 ALP の mRNA の発現は real-time RT-PCR 法を用いて検出した。1 μg のトータ

ル RNA から 1st Strand cDNA Synthesis Kit を用いて cDNA を合成した後、SYBR 

Green RT-PCR kit (Takara Bio 社)を用いて Thermal Cycler Dice Real Time 

System (Takara Bio 社)にて real-time RT-PCR 法を行った。GAPDH を内部コント

ロールとして使用し、ALP の値はデルタデルタ Ct 法を用いて算出した。PCR プラ

イマーは、GenBank のデータベースに基づいて合成し、Sigma 社から購入した。

使用したプライマーの配列と、反応条件は以下に記載の通りである。 

 

 ALP： F 5’-GTTGCCAAGCTGGGAAGAACAC-3’  

(121 bp)  R 5’-CCCACCCCGCTATTCCAAAC-3’ 

    (熱変性 94 ℃, 5 秒：アニーリング 60 ℃, 30 秒：伸長反応 72 ℃, 30 秒) 

  40 サイクル 

GAPDH： F 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’  

(138 bp)   R 5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ 

       (熱変性 94 ℃, 5 秒：アニーリング 60 ℃, 30 秒：伸長反応 72 ℃, 30 秒) 

 40 サイクル 

 

９． von Kossa 染色 

24 穴プレートに播種した細胞がコンフルエントに達した後、骨芽細胞分化メディ

ウム（-グリセロリン酸 2 mM、アスコルビン酸（50 μg/ml）に抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、 

Wnt-3a (50 ng/ml)、BMP-2 (10 ng/ml)を各々添加して 21 日間培養した。細胞は、

10％パラホルムアルデヒドを用いて室温で 30 分間固定し、5%硝酸銀水溶液を入れて

10 分間 UV 下に曝して銀を黒色化させ、5％チオ硫酸ナトリウム水溶液で 2 分間処理

した。 
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１０． ルシフェラーゼレポーター遺伝子の活性測定 

 MC3T3-E1 細胞を、5.5×104個/well で 24 穴プレートに播種した。翌日、プラス

ミド DNA である TOPflash、FOPflash (Upstate Biotechnology 社)、野生型 ALP 

pGL-3、変異型 ALP pGL-3、および遺伝子導入の効果をみるためのコントロールと

なる海シイタケルシフェラーゼ発現プラスミド pRL-SV40 (Promega 社 )を、

Lipofectamine 試薬および Lipofectamine plus 試薬（Invitrogen 社）を用いて付属

プロトコールに従って導入した。なお、ヒトALP遺伝子のプロモーター領域にはTCF

結合部位（-1023/-1017）が存在しており、野生型 ALP レポータープラスミドの TCF

結合部位（ATCAGAG）に変異を加えたものが、ネガティブコントロールである変異

型 ALP レポータープラスミド（ATGGGAA）である[20]。導入の翌日、抗 Dkk1 抗

体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)、IgG (1 g/ml)を添加し、この時を time0 とした。

細胞は、time0 と 24 時間後に、PBS にて洗浄後、回収した。ルシフェラーゼ活性は、

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega 社 )およびルミノメーター 

（Lumat LB 9507、Berthold Technologies 社）を用いて測定した。ホタルルシフェ

ラーゼ活性測定の結果は、海シイタケルシフェラーゼ活性測定の結果と比較し、補正

した。 

  

１１． RNA 干渉（RNAi） 

MC3T3-E1 細胞 8.0×104個/well に、Dkk1 の StealthTM RNAi および StealthTM 

RNAi のネガティブコントロール（Invitrogen 社）と野生型 ALP pGL-3、変異型

ALP pGL-3 [20]、および遺伝子導入の効果をみるためのコントロールとなる海シイ

タケルシフェラーゼ発現プラスミド pRL-SV40 を同時に導入し、24 穴プレートに

細胞を播種した。導入には LipofectamineTM 2000 試薬または Lipofectamine 

RNAiMAX 試薬（Invitrogen 社）を用いて、付属プロトコール通りに行った。導入

の翌日、抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)、IgG (1 g/ml)を添加し、こ
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の時を time0 とした。細胞は、time0 と 24 時間後に、PBS にて洗浄後、回収した。

ルシフェラーゼ活性は、Dual-Luciferase Reporter Assay System およびルミノメ

ーターを用いて測定した。ホタルルシフェラーゼ活性測定の結果は、海シイタケル

シフェラーゼ活性測定の結果と比較し、補正した。 

 

１２． CT を用いた新生骨形成の解析 

    SD rat (12 週齢、♂)に吸入麻酔および静脈内麻酔を施した後、脛骨を露出させた。

下図のように、ラット(12 週齢、♂)の脛骨において、膝関節から 6 mm 下方に、長

さ 5 mm、幅 1 mm、深さ 1 mm の骨欠損部をラウンドバーおよび歯科用ファイルを

用いて作製した。骨欠損部のサイズは、予め同じサイズに作製しておいたレジンのパ

ターンを指標にして一定になるようにした。作製した骨欠損部に、抗 Dkk1 抗体（100 

μg/ml）を染み込ませたテルプラグ（TERUMO 社）を填入して縫合した（day0）。

反対側には、同様に作製した骨欠損部にコントロールとして PBS を染み込ませたテ

ルプラグを填入した。day0、day7 にCT (SKYSCAN)を撮影し、新生骨の形成量を

解析した。 
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結  果 

 

1. 抗 Dkk1 抗体の細胞増殖への影響 

   始めに、マウス頭蓋冠由来の骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 とヒト骨肉腫由来骨芽細

胞様細胞株 SaOS-2 を使用して、抗 Dkk1 抗体が細胞増殖に及ぼす影響について検討し

た。図１に示すとおり、抗 Dkk1 抗体は両細胞において、全ての時点で細胞増殖に影響

を与えなかった。Wnt-3a、BMP-2 も同様の結果であった。 
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図 1 抗 Dkk1 抗体が細胞増殖に与える影響 

抗 Dkk1 抗体の MC3T3-E1 細胞（A）と SaOS-2 細胞（B）の細胞増殖に与える影響。24 穴プレ

ートに MC3T3-E1 細胞は 3.6×104個/well、SaOS-2 細胞は 1.8×104個/well で準備し、抗 Dkk1

抗体（1 μg/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)、BMP-2 (10 ng/ml)を加えて培養した。図に示した日数で

トリプシン/EDTA 処理で細胞を回収し、セルカウンターを用いて計数した。3 回の独立した実験

を行い、データは平均値±SEM で示した。 

B 

 

(10 ng/ml) 

(1 g/ml) 
(50 ng/ml) 
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2. 抗 Dkk1 抗体の ALP 活性への影響 

次に、抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の分化に及ぼす影響について検討した。ALP は、骨芽

細胞の代表的な分化マーカーである。そこで、抗 Dkk1 抗体の ALP 活性に対する影響を

検討した。図 2A に示すように、抗 Dkk1 抗体は、MC3T3-E1 細胞における 3、5 日目

の ALP 活性をコントロールに比べて有意に増加させた。3 日目における抗 Dkk1 抗体の

ALP 活性は、Wnt-3a と比較するとやや低かったものの、5 日目には同程度に及んでい

た。同じく、SaOS-2 細胞において、抗 Dkk1 抗体は、3、7 日目の ALP 活性をコント

ロールに比べて有意に増加させた（図 2B）。抗 Dkk1 抗体を添加した ALP 活性は、3 日

目から増加しており、7 日目で Wnt-3a の ALP活性をわずかに上回っていた。MC3T3-E1

細胞と SaOS-2 細胞とで、抗 Dkk1 抗体と Wnt-3a の結果に違いが生じたのは、

MC3T3-E1細胞と使用したWnt-3aが共にマウス由来のものであること、同じくSaOS-2

細胞と抗 Dkk1 抗体がヒト由来であることが起因であると考えられる。 

以上のことから、抗 Dkk1 抗体は骨芽細胞の増殖には影響せずに、分化を促進するこ

とが示唆された。 
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図 2 抗 Dkk1 抗体の ALP 活性への影響 

抗 Dkk1 抗体の MC3T3-E1 細胞（A）と SaOS-2 細胞（B）の ALP 活性に与える影響。細胞は、抗

Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)、BMP-2 (10 ng/ml)を加えて培養し、ALP 活性を測定した。

ALP 活性は time0 の値と比較したパーセンテージで示した。3 回の独立した実験を行い、データは平

均値±SEM で示した。*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001（one-way ANOVA で検定した。） 
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3. 抗 Dkk1 抗体の ALP 発現（mRNA、タンパク質）への影響 

 抗 Dkk1 抗体が ALP 活性を増加させたので、次に、抗 Dkk1 抗体が ALP 発現に及ぼ

す影響を検討した。まず、抗 Dkk1 抗体の ALP の mRNA 発現に対する影響について検

討した。図 3A、B に示すように、抗 Dkk1 抗体は ALP の mRNA 発現を増加させた。

次に、抗 Dkk1 抗体の ALP のタンパク質発現に及ぼす影響について検討したところ、抗

Dkk1 抗体は ALP のタンパク質発現を Wnt-3a と同様に増加させた（図 3C）。 

以上のことから、抗 Dkk1 抗体は MC3T3-E1 細胞において、ALP の mRNA 発現を増

加させることにより、ALP のタンパク質発現の増加を引き起こし、ALP 活性を増加さ

せることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 抗 Dkk1 抗体の ALP 発現に対する影響 

MC3T3-E1 細胞に抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)を加えて 3 日間培養し、サンプルを回

収した。A：mRNA 発現。トータル RNA を抽出し、ALP に対するプローブを用いてノーザンブロッ

ト法による解析を行った。メンブレンは、GAPDH に対するプローブにてリプローブした。B：ALP

のmRNAの発現は、トータルRNAから cDNAを作製し、qRT-PCRを用いて解析した。3日目のvehicle

の測定値を基準として定量化し、グラフ化した。C：タンパク質発現。タンパク質のサンプルは 10 ％

SDS-ポリアクリルアミドゲルで分離し、抗 ALP 抗体に対してウエスタンブロット法による解析を行っ

た。メンブレンは抗 GAPDH 抗体にてリプローブした。time0 の値を基準として定量化し、グラフ化

した。3 回の独立した実験を行い、データは平均値±SEM で示した。*, p<0.05, **, p<0.01（one-way 

ANOVA で検定した。） 

C 

 

A 

 

B 
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4. 抗 Dkk1 抗体の骨芽細胞分化マーカー（OCN、Runx2）の発現への影響 

 骨芽細胞の分化マーカーの中には、OCN、Runx2 のように Wnt/-カテニンシグナル

伝達経路の標的遺伝子に含まれることが知られているものが存在する。抗 Dkk1 抗体の

骨芽細胞分化に対する影響をさらに検討するため、抗 Dkk1 抗体が OCN、Runx2 の発

現に及ぼす影響についても検討した。 

OCN は後期の分化マーカーである。抗 Dkk1 抗体の OCN の mRNA およびタンパク

質発現に対する影響について検討したところ、抗 Dkk1 抗体の添加で OCN の mRNA の

発現は Wnt-3a ほどの増加を示さなかったものの、タンパク質の発現は Wnt-3a と同程

度に増加していた（図 4A、B）。 

 また、初期の分化マーカーである type I collagen (COL I)、骨芽細胞分化の全ての段

階で発現されている必須のマーカーである Runx2 の mRNA 発現に対して、抗 Dkk1 抗

体が及ぼす影響について検討した。抗 Dkk1 抗体を添加して 3 日目に、COL I の mRNA

発現は、vehicle とほとんど変わらなかったが、Runx2 の mRNA 発現は vehicle に比較

して増加していた（図 4C）。Wnt-3a も抗 Dkk1 抗体と同様の結果を示した。 

 以上のことから、抗 Dkk1 抗体は骨芽細胞分化マーカーの発現を増加させることが示

唆された。 
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図 4 抗 Dkk1 の他の骨芽細胞分化マーカーの発現に対する影響 

MC3T3-E1 細胞に抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)を加えて 3 日間培養し、サンプル

を回収した。 

A：OCN の mRNA の発現は、トータル RNA から cDNA を作製し、RT-PCR を用いて解析した。

B：OCN のタンパク質発現レベル。サンプルは 15 ％SDS-ポリアクリルアミドゲルで分離し、抗

OCN 抗体に対してウエスタンブロット法による解析を行った。メンブレンは抗 GAPDH 抗体にて

リプローブした。time0 の値を基準として定量化し、グラフ化した。C：COLⅠ、Runx2 の mRNA

発現は、トータル RNA から cDNA を作製し、RT-PCR を用いて解析した。3 回の独立した実験を

行い、データは平均値±SEM で示した。*, p<0.05, **, p<0.01（one-way ANOVA で検定した。） 

B 
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5. 抗 Dkk1 抗体の骨芽細胞の石灰化への影響 

 抗 Dkk1 抗体が骨芽細胞の石灰化に及ぼす影響について、von Kossa 染色を用いて検

討した。抗 Dkk1 抗体はコントロール（骨芽細胞分化培地のみ）に比べて骨芽細胞の石

灰化を促進した（図 5）。その効果が Wnt-3a および BMP-2 と同等であったことから、 

MC3T3-E1 において抗 Dkk1 抗体は骨芽細胞の石灰化を促進することが示唆された。 
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図 5 抗 Dkk1 抗体の骨芽細胞の石灰化への影響 

von Kossa 染色。24 穴プレートに播種した細胞がコンフルエントに達した後、骨芽細胞分化メデ

ィウム（-グリセロリン酸 2 mM、アスコルビン酸 50 μg/ml）に抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a 

(50 ng/ml)、BMP-2 (10 ng/ml)を各々添加して 21 日間培養した。培養した細胞は、10 ％パラホル

ムアルデヒドを用いて室温で 30 分間固定し、5 %硝酸銀を入れて 10 分間 UV 下に曝して銀を黒色

化させ、5 ％チオ硫酸ナトリウムで 2 分間処理した。 
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6. 抗 Dkk1 抗体の Wnt/-カテニンシグナル伝達経路への影響 

 Wnt/-カテニンシグナル伝達経路は、骨芽細胞の分化を促進することが報告されてい

る。-カテニンは、このシグナルにおいて重要な役割を担っている。シグナルが活性化

されて-カテニンが細胞質内で蓄積されると、核内に移行し、転写因子 TCF/LEF と結

合することで標的遺伝子の発現を促す。そこで、抗 Dkk1 抗体が-カテニンおよび

TCF7L2 (TCF4）のタンパク質発現に及ぼす影響について検討した。図 6 に示す通り、

抗 Dkk1 抗体は、-カテニンおよび TCF7L2 のタンパク質の発現を Wnt-3a と同様に増

加させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 抗 Dkk1 抗体が Wnt-カテニンシグナル伝達経路に及ぼす影響 (１) 

抗 Dkk1 抗体の-カテニン（A）、TCF7L2 (TCF-4)（B）のタンパク質発現。細胞に抗 Dkk1 抗体

(1 g/ml)、Wnt-3a (50 ng/ml)を加えて 3 日間培養し、サンプルを回収した。サンプルは 10 ％SDS-

ポリアクリルアミドゲルで分離し、抗-カテニン抗体および抗 TCF7L2 抗体に対してウエスタンブ

ロット法による解析を行った。メンブレンは抗 GAPDH 抗体にてリプローブした。time0 を基準と

して定量化し、グラフ化した。3 回の独立した実験を行い、データは平均値±SEM で示した。*, 

p<0.05, **, p<0.01（vehicle と比較して one-way ANOVA で検定した。） 

A 

 

B 
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 次に、抗 Dkk1 抗体が TCF/LEF 転写活性に及ぼす影響を検討した。実験には、TCF

結合部位を含むルシフェラーゼレポータープラスミドである TOPflash および、TCF 結

合部位に変異を加えた FOPflash をネガティブコントロールとして使用した。図 7 に示

すように、抗 Dkk1 抗体は TOPflash の活性を有意に増加させた。一方、FOPflash の活

性には影響を及ぼさなかった。 

 以上のことから、抗 Dkk1 抗体は-カテニンおよび TCF7L2 の発現を増加させること

により、TCF/LEF 転写活性を増加させることが示された。すなわち、抗 Dkk1 抗体は

Wnt/-カテニンシグナル伝達経路を活性化させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 抗 Dkk1 抗体が Wnt/-カテニンシグナル伝達経路に及ぼす影響 (２) 

TOPflash、FOPflash を pRL-SV-40 とともに MC3T3-E1 細胞に導入した。24 時間後、抗 Dkk1

抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 ng/ml)を添加し、さらに 24 時間培養した。ルシフェラーゼ活性は、

プラスミドの導入から 48 時間後の vehicle と比較したパーセンテージで示した。3 回の独立した実

験を行い、データは平均値±SEM で示した。*, p<0.05, **, p<0.01（vehicle と比較して one-way 

ANOVA で検定した。） 
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7. 抗 Dkk1 抗体の TCF/LEF 結合部位を介した ALP プロモーター活性に及ぼす影響 

 ヒト ALP 遺伝子のプロモーター領域に存在する TCF 結合部位（-1023/-1017）が、

ALP の発現に重要であるという知見がある[20]。本研究において、図 2、3 の結果から、

抗 Dkk1 抗体が ALP 発現を増加させることが確認された。そこで、Wnt/-カテニンシ

グナル伝達経路の活性化因子としての抗 Dkk1 抗体が、Wnt/-カテニンシグナル伝達経

路に及ぼす影響をさらに検討するため、ALP の TCF 結合部位を含んだレポーター遺伝

子を用いてその転写活性を解析した。図 8A に使用した ALP レポータープラスミド[20]

の構造を示した。図 8B に示すように、Wnt-3a と同様、抗 Dkk1 抗体により野生型 ALP

プロモーター活性は、コントロールに比べて増加した。また、Wnt-3a と抗 Dkk1 抗体

を同時に添加しても、野生型 ALP プロモーター活性の値は Wnt-3a を単独で添加したも

のとほぼ同程度であった。このことから、Wnt-3a と共に抗 Dkk1 抗体を加えても、相

加または相乗作用を示さないことが示唆された。 

一方、ALP プロモーター領域に含まれる TCF 結合部位に変異を加えた変異型

（ATCAGAG→ATGGGAA）ALP プロモーター活性は抗 Dkk1 抗体の添加により増加し

なかった。Wnt-3a の添加でも同様の結果であった。 

 以上の結果から、抗 Dkk1 抗体は TCF/LEF 結合部位を介して ALP プロモーター活性

を増加させることが示唆された。すなわち、図 3 に示した抗 Dkk1 抗体による ALP 遺

伝子発現の増加は、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の活性化によるものであることが

明らかとなった。また、ALP が Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の標的遺伝子である

ことも再確認された。 
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図 8 抗 Dkk1 抗体の ALP プロモーター活性に及ぼす影響 

A：野生型および変異型 ALP プロモーターを組み込んだ pGL-3 ベーシック・ベクターの構造。 

B：抗 Dkk1 抗体の ALP プロモーター活性に対する影響。野生型 ALP プロモーターまたは変異型

ALP プロモーターと pRL-SV40 を MC3T3-E1細胞に導入した。24時間後、抗 Dkk1抗体（1 g/ml）、

Wnt-3a (50 ng/ml)を添加し、さらに 24 時間培養した。ルシフェラーゼ活性は、プラスミドの導入

から 48 時間後の vehicle と比較したパーセンテージで示した。3 回の独立した実験を行い、データ

は平均値±SEM で示した。*, p<0.05, **,p<0.01（vehicleと比較して one-way ANOVA で検定した。） 

A 
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8. Dkk1 siRNA を導入した細胞における Dkk1 抗体の ALP プロモーター活性への影響 

 次に、抗Dkk1抗体の効果をさらに検討するために、MC3T3-E1細胞へのDkk1 siRNA

の導入により内在性の Dkk1 の発現を抑制した。siDkk1 を導入した骨芽細胞が、ALP

プロモーター活性に及ぼす影響を検討した。siDkk1 の導入により、MC3T3-E1 細胞の

Dkk1 のタンパク質発現が約 70 ％に減少した（図 9A）。次に、siDkk1 と ALP レポー

ターベクターを、MC3T3-E1 細胞に同時導入し、抗 Dkk1 抗体が ALP プロモーター活

性に及ぼす影響を検討した。図 8B に示すように、MC3T3-E1 細胞において抗 Dkk1 抗

体は野生型 ALP プロモーター活性を増加させたが、siDkk1 の導入により、コントロー

ルである vehicle および IgG、抗 Dkk1 抗体を添加した野生型 ALP プロモーター活性は

同程度となった（図 9B）。 

 さらに、MC3T3-E1 細胞に siDkk1 と ALP レポーターベクターを同時導入し、Wnt-3a

単独または Wnt-3a と抗 Dkk1 抗体の両方を添加し、ALP プロモーター活性を検討した

（図 10）。図 8B の結果と同様、MC3T3-E1 細胞において Wnt-3a は野生型 ALP プロモ

ーター活性を増加させた。しかしながら、Wnt-3a と抗 Dkk1 抗体を同時に添加しても、

野生型 ALP プロモーター活性は Wnt-3a を単独で添加したものと同程度であった。

siDkk1 を導入した野生型 ALP プロモーター活性は vehicle において増加し、Wnt-3a ま

たは、Wnt-3a と抗 Dkk1 抗体を同時に添加した野生型 ALP プロモーター活性はさらに

増加した（図 10A）。一方、変異型 ALP プロモーター活性はどの条件においても増加し

なかった（図 9C、図 10B）。 

以上の結果から、siDkk1 の導入は、抗 Dkk1 抗体を添加したものと同様に ALP プロ

モーター活性を増加させる作用を示すこと、すなわち、抗 Dkk1 抗体は Wnt/-カテニン

シグナル伝達経路を介して、ALP プロモーター活性を増加させることがわかった。また、

siDkk1 の導入と共に抗 Dkk1 抗体を加えても、相加または相乗作用を示さなかった。し

たがって、抗 Dkk1 抗体の作用は内在性の Dkk1 に特異的に作用していることが示唆さ

れた。 
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図 9 siDkk1 を導入した細胞における抗 Dkk1 抗体の ALP プロモーター活性への影響 

A：Dkk1 タンパク質発現。siDkk1 を導入した細胞を 3 日後にサンプルとして回収した。サンプルは

12 ％SDS-ポリアクリルアミドゲルで分離し、抗 Dkk1 抗体に対してウエスタンブロット法による解析

を行った。メンブレンは抗 GAPDH 抗体にてリプローブした。B、C：ALP プロモーター活性。野生型

ALP プロモーター（B）  または変異型 ALP プロモーター（C）と pRL-SV40 および siDkk1 または

scramble を MC3T3-E1 細胞に同時導入した。24 時間後、細胞に抗 Dkk1 抗体（1 g/ml）、Wnt-3a (50 

ng/ml)を添加し、さらに 24 時間培養した。ルシフェラーゼ活性は、プラスミドの導入から 48 時間後の

vehicle と比較したパーセンテージで示した。3 回の独立した実験を行い、データは平均値±SEM で示

した。*, p<0.05, **, p<0.01（one-way ANOVA で検定した。） 

C 

 

A 
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図 10 siDkk1 を導入した細胞における Wnt-3aおよび抗 Dkk1抗体の ALP プロモーター活性へ

の影響 

A、B：ALP プロモーター活性。野生型 ALP プロモーター（A）または変異型 ALP プロモーター

（B）と pRL-SV40 および siDkk1 または scramble を MC3T3-E1 細胞に同時導入した。24 時間

後、細胞に Wnt-3a (50 ng/ml)のみ、または Wnt-3a (50 ng/ml)と抗 Dkk1 抗体(1 g/ml)の両方を

添加し、さらに 24 時間培養した。ルシフェラーゼ活性は、プラスミドの導入から 48 時間後の

vehicle と比較したパーセンテージで示した。3 回の独立した実験を行い、データは平均値±SEM

で示した。*, p<0.05, **,p<0.01（one-way ANOVA で検定した。） 

B 
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9. ラット脛骨骨欠損部における抗 Dkk1 抗体の骨形成への影響 

 骨芽細胞において、抗 Dkk1 抗体は、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路を活性化して、

骨芽細胞分化・石灰化を促進することが見出された。したがって、次に in vivo において

抗 Dkk1 抗体が骨形成に及ぼす影響について検討した。本実験では、抗 Dkk1 抗体の局

所投与を行うこととした。ラット脛骨に作製した骨欠損部に抗 Dkk1 抗体を添加し、新

生骨の形成をCT で解析した。図 11 に示すように、抗 Dkk1 抗体はコントロールに比

べて新生骨の骨形成を促進させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 ラット脛骨骨欠損部における抗 Dkk1 抗体の骨形成への影響 

SD ラットの脛骨に作製した骨欠損部に、抗 Dkk1 抗体（100 μg/ml）を染み込ませたテルプラ

グを填入して縫合した（day0）。day0、day7 に μCT を撮影し、新生骨の形成量を解析した。 

↓は骨添加部位 
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考  察 

 

 この研究において、抗 Dkk1 抗体が Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の活性化により

ALP 発現を増加させることを見出した。その結果、骨芽細胞の分化と石灰化が促進される

ことが明らかとなった。さらに、in vivo において、抗 Dkk1 抗体が新生骨の形成を促進さ

せることも確認された。 

Wnt/-カテニンシグナル伝達経路が ALP 発現を増加させることはすでに知られている

[18,19]。Matsuzaki らは、ALP プロモーター領域にある TCF 結合部位が、ALP の発現を

調節していることを見出している[20]。それゆえ、抗 Dkk1 抗体の Wnt/-カテニンシグナ

ル伝達経路に及ぼす影響を検討するため、TCF 結合部位を含む ALP レポーター遺伝子を用

いて実験を行った。その結果、MC3T3-E1 細胞において、抗 Dkk1 抗体による ALP プロモ

ーター活性の増加に TCF 結合部位が重要な役割を果たしていることを見出した。つまり、

抗 Dkk1 抗体が Wnt/-カテニンシグナル伝達経路を活性化し、ALP 発現が増加した。 

また、抗 Dkk1 抗体の作用機序をより明らかにするため、抗 Dkk1 抗体と同様の作用、す

なわち Dkk1 siRNA を用いた内在的な Dkk1 の発現抑制を試みた。Dkk1 の抑制は、抗 Dkk1

抗体と同様に、ALP プロモーター活性を増加させる作用を示した。また、抗 Dkk1 抗体は、

Dkk1 siRNA の導入に影響を及ぼさなかった。以上の結果から、Dkk1 の阻害は、Wnt/-

カテニンシグナル伝達経路を介して ALP の発現を増加させること、また、抗 Dkk1 抗体が

Dkk1 に特異的に作用することが明らかとなった。 

また、抗 Dkk1 抗体は、MC3T3-E1 細胞において、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の

標的遺伝子である骨芽細胞分化マーカー（Runx2、OCN）の発現も増加させ、骨芽細胞の

石灰化結節形成を促進した。今回の結果と異なり、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路は、

COLI、OCN、Runx2 を含む骨芽細胞の分化マーカーの発現に影響しないとする報告も存

在する[18,19,48,49]。しかしながら、Hongling らは、C3H10T1/2 細胞において Wnt/-カ

テニンシグナル伝達経路のアゴニストである Wnt-3a が ALP と同様に COLI と OCN の
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mRNA 発現を増加させると報告している[50]。さらに、Gaur らも、Wnt/-カテニンシグ

ナル伝達経路が TCF 構造を介して Runx2 のプロモーターを活性化すると報告した[21]。加

えて、Matsuzaki らの報告から、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路の抑制により、COLI、

OCN、Runx2 の発現レベルが抑制されることが確認されている[20]。以上の報告は、今回

の結果を支持するものである。したがって、抗 Dkk1 抗体は Wnt/-カテニンシグナル伝達

経路を介して、Runx2 と OCN の発現を増加させる可能性があると考えられる。 

抗 Dkk1 抗体は、前臨床研究において、多発性骨髄腫における溶骨性骨病変の骨破壊の抑

制に効果的であることが示されており[43,44]、抗 Dkk1 抗体は骨再生薬としての可能性を

秘めているといえる。しかしながら、Dkk1 は骨組織以外にも発現があり、Wnt/-カテニン

シグナル伝達経路の活性化は同時にがんの成長への影響もある。したがって、抗 Dkk1 抗体

の臨床応用は、局所投与が望ましいと考えられる[46,47]。骨再生薬は骨組織特異的に Wnt/-

カテニンシグナル伝達経路を活性化するものが理想的である。現在、骨細胞によって分泌さ

れ、主に骨組織に発現している Wnt 阻害因子スクレロスチンの中和抗体や低分子阻害剤の

開発も行われており、抗 Dkk1 抗体と同じく前臨床治験の結果も得られている。今回の実験

において、7 日間の抗 Dkk1 抗体の局所投与により、新生骨の形成が促進されることが確認

された。しかしながら、抗 Dkk1 抗体を長期的に局所投与したときの新生骨の形成への影響

は検討できていない。抗 Dkk1 抗体の安全性と骨形成効果をより確かにするようなさらなる

研究が必要である。 

抗 Dkk1 抗体は、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路を介して ALP 遺伝子の発現を増加さ

せた。また、抗 Dkk1 抗体は、Wnt/-カテニンシグナル伝達経路を活性化することで骨芽

細胞の分化、分化した骨芽細胞の石灰化を促進させた。さらに、抗 Dkk1 抗体は、in vivo

における新生骨の形成を促進させた。今後、歯周疾患等で生じた骨欠損に対して、抗 Dkk1

抗体を骨再生治療薬として臨床応用するために、さらなる研究が必要である。 
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