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審査 の結果 の 要 旨
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本研究は骨形成性 シ グナ ル経路の最適化を行 い
､ 最適化され た骨形成性 シ グナ ル 経路を遺伝子

導入 に よ っ て生体内で安全に活性化させ ､ 骨再生を誘導する シ ス テ ム の 基盤技術の 開発 を目指 し

て行われ たも の で あり, 下記 の結果 を得て い る ｡

■

1 . B M P シ グナ ル ･ H h シ グナ ル ･ R u n x 2 シ グナ ル ･ W n t シ グナ ル ･ I G F
･

1 シ グナ ル の 5 種 の

骨形成性 シ グナ ル経路を活性化ある い は抑制する遺伝子 の全組合せ を C oll a l G F P ･

E S 細胞

に導入 し､ G F P の 蛍光 を指標 に して ､ 無血清培地で 1 週間以内に骨芽細胞分化 を誘導する組

合せ の ス クリ ー ニ ン グを行 っ たo 無血清培地で 1 週間以内に骨芽細胞分化 を誘導する最小の

シ グナ ル ユ ニ ッ トは B M P シ グナ ル と R u n x 2 シグナ ル の 組合せ ( c a A ムK 6 + R 11 n X 2) であ っ

た ｡ さらに こ の 組合せ は マ ウス E S 細胞 ･ ヒ ト間英系問質細胞 ･ ヒ ト皮膚線維芽細胞 ･ N I E 3 T 3

細胞 ･ H e L a 細胞 にお い て 1 週間程度で強力 に骨芽細胞分化 を誘導 した
｡ 以上 より ､ B M P シ

グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の組合せ (c a A L K 6 + R u n x 2) は､ 幹細胞の みならず終末分化 した

非骨芽系細胞からの骨芽細胞分化にお いても､ 最適化骨形成性シ グナ/レ経路の 条件を満たす

最小 の シ グナ ル ユ ニ ツ十で あることが示されたo

2 . 次 に
､

B M ア シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ ( c a Al . K 6 + R u n x 2) による協調作用のメ カ

ニ ズ ム を c o r e bi n di n g 払ct o r P ( C b 払) に着目 して明らかにす る こ とを試みた ｡ C b 払 の機能

喪失 ･ 機能克進 の 実験より , こ の 組合せ に よる骨芽細胞分化誘導にお い て は ､ それぞれ の シ

グナ ル によ っ て C b A ) が制御されて い る ことが示唆されたo その分子機序に つ い て C b fb の

m R N A 発現量 ･ 蛋白発現量
､ 及び C b 払 と R u n x 2 の 複合体形成とそ の D N A 上 - の誘導に関

して解析 を行 っ たo そ の 結果 ､
R u n x 2 が C b 払 を ユ ビキチ ン プ ロ テア ソ ー ム 系 による分解か



ら保護する こ とが示された. また ､ c a A L K 6 + R u n x 2 を導入 した場合に のみ R u n x 2 と C b 払

は複合体を形成 し､ 共に o s te o c al ci n プ ロ モ ー タ
ー 上 - 誘導される こ とが 示されたo 以上 より ､

B M P シ グナ ル と R u n x2 シ グナ ル の 組合せ ( c a A L E 6 + R u n x 2) に よる協調的な骨芽細胞分化

誘導は ､ R u n x 2 に よ る C b 払 の安定化 と､
B M P シ グナ ル による R u n x 2

･

C b 払 複合体の形成促

進及び複合体 の D N A 上 - の轟導を介する と考えられたo

3 . アデノ ウイ ル ス ベ ク タ
ー を用 い たin vitr o 遺伝子導入 に より B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ

ル の 組合せ ( c a A L K 6 + R u n x 2) を活性化させた皮膚線維芽細胞 シ
ー トを マ ウス頭蓋部の 臨界

骨欠損部 - 移植す ると ､ 術後 4 週で有意な骨再生が誘導された ｡ また
､

リ ン 酸カ ル シ ウム ペ

ー ス トとアデノ ウイ ル ス ベ ク タ ー か らなる骨再生用イ ン プ ラ ン ト体を用 い た 局所遺伝子導入

によ っ て ､ 臨界骨欠損部周囲 の 細胞に おい て B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ

( c a A L K 6 +女u n x 2 ) を活性化させる こ とで細胞を移植す る こ となく骨再生が誘導された o さ

らに ､ 免疫原性 の 高い ウ イ ル ス ベ クタ
ー

に代わ っ て p o ly pl e x n a n o m i c e11e を用 い た遺伝子導入

による骨再生を検討 した. リ ン酸カ ル シウム ペ ー ス トと p oly pl e x n an o mi c e ll e か らなる骨再生

用イ ン プ ラ ン ト体を用 い た臨界骨欠損部周 囲 - の遺伝子導入によ っ ても ､ 細胞を移植するこ

となく術後 4 過で有意な骨再生が誘導される こ とが示された｡

以上 ､ 本研究は従来にな い G F P の 蛍光発現 を指標に した i n vitr o 骨芽細胞分化判定法と分子 生物

学的手法を用 い て ､ i n vit r o にお い て骨形成性 シグナ ル経路の最適化を行い
, さらにそ の作用メカ

ニ ズ ム を明らかに した｡ また最適化されたシ グナル経路が骨再生に有効である ことも示 した｡ さ

らに p olyple x n an o m i c e11e を用い た遺伝子導入 の 骨再生 - の 応用 に関 して は従来 に報告がなく ､ 本

研究が最初の試みで ある｡ 本研究は今後の 骨再生医療の発展 に重要な貫献をなすと考えられ ､ 学

位 の授与に値するも の と考えられると




