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論 文 内 容 の 要 旨

成長軟骨は四肢の形成において中心的な役割を果たしている｡ TGF-βsuperfamilyをはじめとする種々の因子は,この

軟骨細胞の分化過程に重要な役割を果たしていると考えられている｡ しかし軟骨細胞分化,特に軟骨細胞肥大化のシグナル

ネットワークはまだ充分解明されたとはいえない｡我々は,軟骨分化の過程を再現できるマウス軟骨前駆細胞株ATDC5

を用いて,BMP,BMPのdominantinhibitorであるnoggin,PTHrPの役割について遺伝子発現を中心に解析を行った｡

ATDC5細胞から抽出したRNAを用いてRT-PCR法でマウスnogginのcDNAをcloningL,COS-7細胞に1ipofec-

tion法でnoggim費白を発現させ,48時間後に上清を回収した｡ATDC5細胞を播種して軟骨分化を誘導し,21日間培養し

た後種々の因子を添加しRNA抽出を行った｡それぞれにつき,No血ernblotによりtypeXcollagenなどの遺伝子発現

を検討した｡

BMp-4,BMp-6添加では,typeXcoll鴫en遺伝子発現の上昇がみられた.また,BMp-6添加はBMp-4遺伝子発現

を抑制し,BMp-6遺伝子発現を促進した.BMp-4添加でも同様の結果であったOすなわちBMp-4およびBMp-6は軟

骨細胞肥大化に促進的で,BMPsigmalによりBMp-4は抑制的に,BMp-6は促進的に遺伝子制御を受けていることが示

唆される｡

noggin黄白を発現させたconditionedmediumの添加では,typeXcollagenの遺伝子発現が低下した｡この遺伝子発現

の低下はBMp-4の添加により回復 したo更にBMp-4添加でnoggin遺伝子の発現が上昇した｡すなわちnogginは軟骨

細胞肥大化に抑制的で,BMPfamilyと協調性を保ちながら肥大化を制御していることが示唆される｡

一方PTHrP添加ではtypeXcollagen遺伝子発現が低下した｡この遺伝子発現の低下はBMp-6添加にて回復 した｡

PTHrP添加はBMp-4,BMp-6の遺伝子発現を抑制した｡更にこのうち,PTHrPによるBMp-4遺伝子発現の抑制にづ

いて細胞内シグナルを検討した｡

分化 したATDC5細胞にPTHrPを添加すると,cAMP量およびPKA活性が有意に上昇 した｡次にATDC5細胞に

dibutylylcAMPを添加すると,BMp-4の遺伝子発現が低下した｡それに対しPTHrPに加えpKA阻害剤であるH-89を

添加したところ,PTHrPによるBMp-4遺伝子発現の低下がH-89の濃度依存性に回復した｡そしてPTHrPと転写阻害

剤であるactinomycinDを同時に添加すると,PTHrPによるBMPl4遺伝子発現の低下が部分的に阻害されたO､以上より

PTHrPはATDC5細胞において,BMP4の遺伝子発現をcAMP/PKAのシグナルを介して転写レベ)レで抑制すると考えら

れるoすなわちPTHfPは軟骨細胞肥大化に抑制的で,BMPと協調しながらその分化を司っていると考えられる.ノ

以上のことからATDC5細胞の軟骨肥大化において,種々の因子が協調性を保ちながら分 化 を.制 御 していると考えるO

そしてこれらの知見をもとに,ATDC5細胞を用いてdiuerentialdisplay法･suppression subtractiveLhybridizatiQn法など

により軟骨細胞分化に重要な新規遺伝子のcloningおよびその機能解析へと発展させうる｡
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･論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

成長軟骨は四肢の形成において中心的な役割を果たしている｡ しかし軟骨細胞分化 特に軟骨細胞肥大化のシグナルネッ

トワークはまだ充分解明されたとはいえない｡申請者は,軟骨分化の過程を再現できるマウス軟骨前駆細胞株ATDC5を

用いて,由呼,BMPのdominantinhibitorであるno.ggin,PTHrPの役割について遺伝子発現を中心に解析を行ったo

ATDC5細胞を播種して軟骨分化を誘導し,種々の因子を添加し,NortbemblotによりtypeXcollagenなどの遺伝子発

現を検討した｡

たconditionedmediumの添加では,typeXcollagenの遺伝子発現が低下した｡すなわちBMp-4およびBMp-6は軟骨

細胞肥大化に促進的で,PTHrPおよびnogginは抑制的であることが示唆される｡

また,BMp-6,BMp-4添加はBMp-4遺伝子発現を抑制し,BMp-6遺伝子発環を促進した･｡またBMp-4添加でnog-

gin遺伝子の発現が上昇した｡更にPTHrP添加はB山p-4,BMp-6の遺伝子発現を抑制した｡PTHrP添加はcAMP量,

PKA活性を上昇させ,.cAMPはBMP14の遺伝子発現を低下させた.

以上のことからATDC5細胞の軟骨細胞肥大化において,種々の因子が協調性を保ちながら分化を制御していると考える｡

以上の研究は軟骨分化のシグナルネットワークの解明に貢献し,軟骨分化の制御へ向けて寄与するところが多いO

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,合格と速められたものである｡
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