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論 文 内 容 の 要 ､育

肢芽の骨格形態は軟骨形成のパターンとして表現され,軟骨内骨化によって最終的に骨に置換されるが,軟骨形成開始時

期において間充織凝集が重要な役割を果たしていると考えられている｡これまで軟骨初期分化の解析は主にニワトリ肢芽由

来間充織細胞により行われてきたが,高密度培養を必要とするため間充織凝集のメカニズムの解析には必ずしも適切とはい

えなかった｡ これに対しマウス軟骨前駆EC細胞株ATDC5は,高率に軟骨分化が誘導されるだけでなく,未分化線維芽

細胞様細胞から細胞凝集形成を経て軟骨結節形成に至るまでの軟骨内骨化におけるすべての分化段階を再現することができ

るため,間充織凝集の解析に非常に有用なモデルであるといえる｡

トランスフォーミング増殖因子β (TGF-β)は種々の細胞の増殖,分化において重要な生理活性を有する多機能タンパ

クである｡ これまでの報告によると,TGF-βはinvivoでマウス肱軟骨原基の間充織凝集領域に一過性に発現しており,

invitroでニワトリあるいはマウス肢芽由来間充織細胞に添加することにより軟骨分化を促進する.そこでTGF-βシグナ

ルの問充織凝集過程における機能につき,ATDC5細胞を用いて位相差顕微鏡,アルシアンブルー染色,ノーザンブロット

にて検討した｡

ATDC5細胞を5%ウシ胎仔血清存在下に培養し,インスリンを添加して軟骨分化を誘導した｡TGF-β1遺伝子が経時的

に発現克進するのに対し,TGF-β2遺伝子は細胞凝集期に一致して一過性の発現克進がみられた｡

まず内因性TGFIP2シグナルを抑制するため,未分化ATDC5細胞に抗TGF-β2中和抗体 (2,5pg/ml)を隔日添加し

たところ,軟骨特異的プロテオグリカン産生が容量依存性に抑制された｡次に内因性TGF-βシグナルを抑制するため,莱

分化ATDC5細胞にTGF-βタイプⅡレセプターのドミナントネガティブミュータントをリポフェクチン法にて遺伝子導

入したところ,細胞凝集が著明に抑制された｡これらよりTGF-β2シグナルがATDC5細胞の軟骨初期分化における細胞

凝集形成に重要な因子であることが示唆された｡

また軟骨分化過程において,細胞 一細胞間相互作用あるいは細胞-マトリックス間相互作用が重要であると考えられてい

るが,これらに関わる因子として細胞接着因子であるN-カドヘリン,細胞外マトリックスであるフィブロネクチンに注目

したoATDC5細胞分化過程における経時的遺伝子発現において,N-カドヘリン遺伝子は細胞凝集期前の未分化な時期に

最も強い発現がみられ,以後経時的に低下していた｡これに対してフィブロネクチン遺伝子は細胞凝集期に一致して一過性

の発現克進がみられた｡

未分化ATDC･5細胞にTGF-β2(0.2,2.5mg/ml)(12,24,48h)を添加したところ,N-カドヘリン遺伝子は時間容量依

存性に発現が低下し,フィブロネクチン遺伝子は時間容量依存性に発現が克準した｡ 以上よりTGF-C2シグナルは,

ックス間相互作用への転換により細胞凝集形成を誘導し,分化を促進する可能性が示唆された｡
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論 文 ′審 査 の 結 果 の 要 旨

軟骨初期分化では間充織凝集が重要な過程であると考えられている｡ マウス軟骨前駆EC細胞株ATDC5は,軟骨内骨

化におけるすべての分化段階を再現することができるため,間充織凝集の解析に非常に有用なモデルであるoATDC5細胞

ではトランスフォーミング増殖因子β2イTGE-β2)遺伝子が細胞凝集期に一致して一過性に発現充進しているoそこでその

機能につき,位相差顕微鏡,アルシアンブルー染色,ノーザンブロットにて検討した.

内因性TGF-β2シグナルを抗TGF-C2中和抗体,TGE-βタイプ‡レセプターのドミナントネガティ.ブミュータント遺

伝子導入により抑制したところ,軟骨分化および細胞凝集が著明に抑制草れ,TGF-C2シグナルが細胞凝集形成に重要な

因子であることが示唆された｡

また,ATDC5細胞ではN-カドヘリン遺伝子が細胞凝集期前に,フィブロネクチン遺伝子が細胞凝集期に一致して最も

強く発現している｡TGf㌧β2の添加により,N-カドヘリン遺伝子は時間容量依存性に発現が低下,フィブロネクチン遺伝

子は時間容量依存性に発現が克進した｡

以上よりTGF-β2シグナルは,ATDC5細胞の軟骨初期分化において,N-カドヘリン依存細胞一細胞間相互作用からフ

ィブロネクチン依存細胞-マトリックス間相互作用-の転換により細胞凝集形成を誘導し,分化を促進すると考える｡

以上の研究は軟骨初期分化におけるシグナル分子機能の解明に貢献し,軟骨分化の制御に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成13年2月22日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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