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本研究は軟骨内骨化 に お い て 重要な役割 を演 じて い る と考 えられ る古典的

w rEt シ グナ′レの 軟骨分化にお ける作用 を明 らか にす るため ､ T C F / L E T - 1 の構成

的活性型変異体 ･ 鞄判型変異体を発現するア デノ ウイ ル ス を館成 し､ 未分化閉

業系細泡棟や軟骨細厳に 導入 し､ 初期軟骨分化と紀 夫化 マ
ー カ -

を区別 して解

析 したo さらに古典的 w n t 経路に よる軟骨分化 シ グナ ル 機構に つ い て は軟骨分

化必須因子 である S o x 9 と の相 互作用 を解析 したも の で あり ､ 下記 の 結果 を得て

い るo

1 . 古典的 w nt シ グナ ル を詞希するた めに c a L E F -1 ､ d n L E F - 1 ､ si R N A 軒c at e ni n

を発現するア デノ ウイ ル ス : A d -c al i f - 1 , Åd 血 £F - 1 ､ A d - s 掛 c a ぬ 血 を作成 し

たo 作成 した Åd -

e a L E F -1 ､ A d 一 血 L E F - 1 ､ A d -

siP ぺ ate ni n の 蛋 白発現と機能を確

認 したo 作成 したア デノ ウイ ル ス 変異体 の 蛋 白発現に 窮 して ほ ウ エ ス タ ン プ ロ

ッ ト解析に より ､ 正常に 蛋白を発現 して い る こ と を確認 したo また ､ ア デ} ウ

イ ル ス 変異簿 の磯撃に 鰐 して は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ブ セ イ を行い ､ 古典的 w nt シ

グナ ル 経路 の下韓 の転写 因子 T C F 乱E ぎー1 を帝節 して い る こ とを確認 した o

2 . 古典的w n t シダナ) i , の 軟骨初期分化に対する作用を解析するために ､ アデノウイ

ル ス ベクタ ー

A d - c a L E F - 1 , Åd 血 止£F - i ～ A d - sip - c a t e 血 を衆分化同業兵藤巌棟

c 3 岩1 O T li2 細胞に 7 日間､ 感染させた｡ 軟骨分化解析 のために軟骨初期分化 マ
-

力

- である2 型 コ ラ
ー

ゲン ､ アグリカ ン ､ および コ ンドロ モ ジ ュ リン ー1 の m 弧 A 発現を分析

するためにリア′レタイム鼠T ぜC R による検討を行 っ たo A d ぺ 盛 点F 11 を導入したものと

LiCl 処理結これらの軟骨初期分化 マ
ー カ ー 発現を増廃させた. これに対して ､

Åd J n L E F - 1 と A ふsiβぜ at e ni n を導入したもの はLiC l処 理にも関わらず ､
これらマ ー カ

ー 発現を細部したo これらの デ ー タより､ 古典的w rlt シグナ ル 結束分化同業系細胞

に対して軟骨分化を鍵達して いることが示唆された｡

3 . 古典的w rlt シグナ ル の軟骨肥大分化に対する作用を解析するために 単層培養 の

未分化 問責系細胞c 3‡壬1 0 T lj2 細胞 , すで に軟骨細胞であるÅT D C 5 細胞とプライマリ

ー

の マウス肋軟骨細鹿 のア} i , ジネ
-

トピ ー ズ培養を用いて解析した｡ 軟骨肥大分化



の最も特異的な分化 マ ー カ
ー

である1 0 璽 コ ラ
ー

ゲ ンの m R N Å発現を分析するため にリ

ア)i , タイムR T - P C R による検討を行 っ た｡
A d - c a L E F - 1 を導入したもの とLi Cl 処琴は1 0 型

コ テ
-

ゲン発現を増加させた｡ これ に対して ､ Åd -d n L E F - 1 と A d - siβヰ 醜e ni n を導入し

たもの はLiC l 処理にも関わらず ､ 1 0 型コラ
ー ゲン発現を抑制したo

これらの デ ー タより､

古典的w n t シグナJt , は軟骨肥大分化を促進して いることが示唆されたo

4 . 軟骨藤施の 農大托を形態学的に解析するためにA T D C 5 細胞とプライマリ ー の マ ウ

ス肋軟骨細胞を包壊 したア)i , ジネ -

トピ ー ズをH E 染色し､ 組韓学的に評価した｡

A d ヰ a L E F - 1 を導入したものとLi Cl 処理ほ明らかな細胞の 腔大化がみられたの に対し

て ､ A d - 血 L E F - 1 と Åd - si ･

ヰ a k ni n を導入したもの は Li C l 処理にも関わらず ､ 細胞 の

肥大化が抑制された｡ これらのデ ー タより､ 古典的w nt シグナ ル 絃軟骨細胞の 形態

的な変すと(監大化) に影響を与えて いることが示唆されたo さらにこれらのア ルジネ -

ト

ピ ー ズを免疫組織学的に解析すると､ 1 0 型 コラ ー ゲン の 脚 Å発現に合致して ､ lo 垂

コ テ
-

ゲン の 蛋白発現がみられた｡ これらの デ ー タより､ 古典的w nt シグナ ル が少なく

とも
一 部絃 ､ 直接的に軟骨細胞のB巴大化を促進して いることが示唆された｡

5 . S o x 9 は軟骨分化と把大化 の詞尊 に,A ,賓 の因子 であることから､ 古典的w r!t シグ

ナ ル による軟骨分すとと紀夫化の促進措S o x 9 敏存的であるかどうかを詳細に検討する

ためにS o x 9 ノックアウトE S細胞を用 い た解析を行 っ たo 野 生型 のE S 細胞に対して ､

A d - c a L E F - 1 を導入したり､ Li C l を加えたりした場合 ､ 7 日間で2墾 コラ
ー

ゲン
､ 1 0 型 コ ラ

ー ゲン発現が増加 し､ A か血 L E F -1 と Åd - si ･

瑠 at e ni n を導入したもの は Li Cl 処 理にも

関わらず, 2 型 コ ラ ー ゲン ､ 柑型 コラ ー ゲン の発現が輪湖された｡ これに 対してS o x 9 ノッ

クアウトE S 細 胞に 対してA d 血 E F - 1 を導Åしたり､
Li C l を加 えたりしたもの は い ず郎ノの

マ
ー

カ ー の 発現も誘導されなか っ た｡ S o x9 ノックアウト王S 細胞をS o x 9 発現アデノウイル

ス で救済すると2 撃コラ
-

ゲンと柑 撃 コラ
ー

ゲン の m R N A 発現が共に誘導されたo これ

らのS o x 9 ノックアウトE S細胞を用 いた実験結果より古典的w nt シグナjt / に募る軟骨分

化促進作用 はS o x 9 依存性であることが示唆された o



なお ､ 論文寮目浸 出時には ､ 『軟骨形成誘導シグナJL , の解析 - w rrt シグナ ル の軟骨

分化に 対する作用と軟骨分化誘導薬の探索および作用機序の 解析 -』であ っ たが ､

第 2 章に おける軟骨分化誘導薬の探索および作用磯序 の解析の 公表の時期や特許

の 問題より､ 審査会にお い て話し合い の結果 ､ 本論文よ雪消弓除することにな っ たo

その ため､ 題目の 変更を行い ､ 『w nt シグナ ル の軟骨分化に対する作用解析』とした.

以上 ､ 本論文絃 ､ 古典的 w n t シグナ ル は軟骨内骨化 にお いて S 拡 9 依存性に軟骨

分陀 ･ 肥 大化を保護することを明らかに した｡ この 知 見は軟骨分化シグナ)i ,ネットワ

ー クを解明する辛が かりになり､ さらに軟骨分化 の異常が引き起こす変形性関節症な

どを含む様々 な疾患の病態生理 の 理解と将来 の治療法 の 開発に役立 つ ことが期待さ

れ ､ 学位の授与 に燈するものと考えられる｡




