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論  文  内  容  の  要  旨  

FGF（fibroblastgrowth factor）は分泌性シグナル因子の一つであり，発生・発達段階における種々の細胞の増殖・分化  

をはじめ，成体における創傷治癒・神経保護など，様々な生命現象に関わることが知られている。一方で，創傷治癒，骨折  

治癒あるいは心疾患治癒等をターゲットとした治療薬としての有用性が検討されている。FGFは当初，10種類が報告され  

ていたが，申請者はさらなる未知FGFの存在を期待し，新規なFGFを探索することにより生体システムの一端の解明や  

創薬科学への貢献につながると考えた。   

申請者はFGFの構造の相同性に着目した遺伝子探索法により新規なFgf，Fgf18を同定した。そして，その機能を解析  

するために雛β遺伝子欠損マウスを作製した。種々の骨・軟骨疾患がFGF受容体（ダGダR）の変異により引き起こさ  

れることから，骨・軟骨形成におけるFGFシグナリングの重要性が示唆されてきたが，Fgf18がFGFとしては初めて骨  

・軟骨形成に関与するFGFであることを見い出した。以下二幸にわたって，Fgf18について得られた知見を論述する。  

第一章 新規なFgf，Fgf18の同定と発現パターン，およびその生物活性   

FGFは，構造の相同性から種々のサブファミリーに分類することができる。しかし，FGF8には相同性の高いFGFが存  

在せず，FGF8様の新規なFGFの存在が期待された。そこで，Fgf8のアミノ酸配列を基に，ラット胎生14日齢polyA十  

RNAよりhomology－basedRT－PCRを行ったところ，新規なラットFy18cDNAの部分断片を得，Fkf18の全長配列  

を単離した。またマウスFkfl民ヒトFGF18についても単離した。次にマウス胎児期においてinsituhybridization法  

（ISH）によりFkf18mRNAの発現を解析した。Fkf18Lま，胎生8日齢より発現が始まり，胎生12日齢では未分化骨・軟  

骨組織をはじめ，肺，下垂体後葉，各種神経節といった広範な発現パターンを示した。また成体組織では，肺に高発現する  

ことをNorthern blot法により明らかにした。次にFgf18の生物活性について検討するため，昆虫細胞において組換え  

Fgf18蛋白を作製した。Fgf18には典型的シグナル配列が認められ，Fgf18を発現させると細胞外に分泌されたことから，  

Fgf18は分泌性シグナル因子であると考えられた。線維芽細胞NIH3T3に村し，Fgf18は弱い増殖活性しか示さず，典型的  

な線維芽細胞増殖因子Fgf2とは異なっていると考えられた。  

第二章 雛β遺伝子欠損マウス（鞄〃β‾／‾）作製と表現型解析   

Fgf18の≠乃ひfγ0における機能を解析するために，ジーンターゲティング法により鞄〃βイ‾を作成した。鞄〃8‾／‾は出  

産直前に死亡した。その表現型について解析したところ，頭蓋骨や長管骨形成不全といった骨・軟骨形成における異常が認  

められた。   

脊椎動物の骨格は，膜性骨化と内軟骨性骨化の2種の様式により形成される。頭蓋骨や鎖骨は膜性骨化により，また脊椎  

骨や種々の長管骨は内軟骨性骨化により形成される。砲口βイ‾の骨形成における表現型を解析するため，頭蓋骨形成にお  

ける鞄〃民雛の発現パター ンをISHにより解析した。その結果，脚鋸ま頭蓋骨形成の初期より，骨前駆体細胞が存  

在する頭部間充織で発現し，後に成熟骨芽細胞でも発現は維持されていた。同様の時期，研が，脚βとともに骨前駆  
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体細胞において発現していた。脚βノーでは，骨前駆体細胞の細胞増殖性が特異的に低下し，さらに骨芽細胞の分化も遅  

延していた。次に軟骨形成における雛8‾／‾の表現型を解析するため，長管骨形成における柁〃β，雛の発現をISHに  

ょり解析した。鞄〃射ま軟骨膜や関節といった軟骨周囲の組織において，一方，雛は軟骨に発現していた。鞄〃βイ‾  

では，軟骨細胞の増殖・分化がともに克進していた。   

ヒトダGF尺2の構成的活性化により頭蓋骨癒合症などの膜性骨化における骨形成異常が引き起こされ，骨形成における  

FGFシグナリングの重要性が示唆されてきた。しかしながら雛‾／‾が発生初期で死亡してしまうことから，骨形成過程  

におけるFGFの機能についてはほとんど不明であった。また，軟骨形成において，ヒトダGダR3の構成的活性化により種  

々の軟骨形成不全が引き起こされ，逆に鞄升3‾／‾では軟骨形成が克進し，長管骨の成長は促される。従って，FGFシグナ  

リングは軟骨形成を負に調節しているものと考えられてきた。しかしながら，内因性のリガンドが不明であった。Fgf18は  

Fgfr2，Fgfr3と結合することが明らかにされたFgfである。Fkf18イーの骨・軟骨形成における解析結果から，骨形成にお  

いてFgf18シグナリングはFgfr2を介して，骨前駆体細胞の増殖を克進させ，その後，骨芽細胞の分化を促進させている  

ものと考えられた。一方軟骨形成において，雛8‾／‾と粕升3‾／【は同様の表現型を示し，Fgf18は軟骨周囲から軟骨に村  

しFgfr3を介して，その増殖・分化を負に調節しているものと考えられた。   

以上，本研究は，新規Fgf，Fgf18を同定し，その骨・軟骨形成過程における役割を明らかにしたもので，骨・軟骨形成  

過程の解明や，骨・軟骨疾患の成因解明・治療に有用な知見を得たものである。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

FGF（fibroblastgrowthfactor）は分泌性シグナル因子の一つであり，発生・発達段階における種々の細胞の増殖・分化  

をはじめ，成体における創傷治癒・神経保護など，様々な生命現象に関わることが知られている。申請者はFGFの構造の  

相同性に着目した遺伝子探索法により新規なFgf，Fgf18を同定した。そして，その機能を解析するためにFy18遺伝子欠  

損マウスを作製した。種々の骨・軟骨疾患がダGダ受容体（ダGダR）の変異により引き起こされることから，骨・軟骨形成  

におけるFGFシグナl）ングの重要性が示唆されてきたが，Fgf18がFGFとしては初めて骨・軟骨形成に関与するFGFで  

あることを見い出した。   

Fgf8のアミノ酸配列を基に，ラット胎生14日齢polyA十RNAよりhomology－basedRT－PCRを行ったところ，新規な  
ラットFkf18cDNAの部分断片を得，Fy18の全長配列を単離した。またマウスFkfl民ヒトFGF18iこついても単離した。  

次にマウス胎児期においてinsituhybridization法（ISH）によりFkf18mRNAの発現を解析した。Fkf18は，胎生8日  

齢より発現が始まり，胎生12日齢では未分化骨・軟骨組織をはじめ，肺，下垂体後葉，各種神経節といった広範な発現パタ  

ーンを示した。また成体組織では，肺に高発現することをNorthernblot法により明らかにした。次にFgf18の生物活性に  

ついて検討するため，昆虫細胞において組換えFgf18蛋白を作製した。Fgf18には典型的シグナル配列が認められ，Fgf18  

を発現させると細胞外に分泌されたことから，Fgf18は分泌性シグナル因子であると考えられた。   

Fgf18のf乃γfγ0における機能を解析するために，ジーンターゲティング法により雛8‾／‾を作製した。柁〃β‾／‾は出  

産直前に死亡した。その表現型について解析したところ，頭蓋骨や長管骨形成不全といった骨・軟骨形成における異常が認  

められた。脚βイ‾の骨形成における表現型を解析するため，頭蓋骨形成における雛β，雛の発現パターンをISHに  

より解析した。その結果，柁〃鋸ま頭蓋骨形成の初期より，骨前駆体細胞が存在する頭部間充織で発現し，後に成熟骨芽  

細胞でも発現は維持されていた。同様の時期，研が，雛8とともに骨前駆体細胞において発現していた。鞄〃βイ‾  

では，骨前駆体細胞の細胞増殖性が特異的に低下し，さらに骨芽細胞の分化も遅延していた。次に軟骨形成における  

鞄〃8イ‾の表現型を解析するため，長管骨形成における脚民鞄升の発現をISHにより解析した。鞄〃飢ま軟骨膜や関  

節といった軟骨周囲の組織において，一方，雛は軟骨に発現していた。脚8‾／‾では，軟骨細胞の増殖・分化がとも  

に克進していた。   

Fgf18はFgfr2，Fgfr3と結合することが明らかにされたFgfである。Fkf18－／qの骨・軟骨形成における解析結果から，  

骨形成においてFgf18シグナリングはFgfr2を介して，骨前駆体細胞の増殖を克進させ，その後，骨芽細胞の分化を促進  

させているものと考えられた。一方軟骨形成において，柁〃8‾／‾と脚招イ¶は同様の表現型を示し，Fgf18は軟骨周囲か  
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ら軟骨に対しFgfr3を介して，その増殖・分化を負に調節していることが明らかになった。   

以上，本研究は，新規Fgf，Fgf18を同定し，その骨・軟骨形成過程における役割を明らかにしたもので，骨・軟骨形成  

過程の解明や，骨・軟骨疾患の成因解明・治療に有用な知見を得たものである。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成14年6月20日に論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  
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