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近年の 分子 生物的手法による骨芽細胞分化過程の解明により､ 骨芽細胞分化は

b o n e m o rp h o g e n e ti c p r o t ei n s ( B M P s) ､ W nt , Il ed g e h o g ( H h)やインスリンn n s ulin
-lik e

gr o w th f a ct o r (I G F)とい っ た多くのシグナル分子とR u n x 2 や o st e ri xとい っ た転写因子に

より複雑に 制御されてい ることが判明してきた ｡ これら遺伝子改変動物の 解析に より多

くの 転写因子やシグナル 分子 の役割が解明され てきたが , しかしながらこれら骨形成

に 関わる転写 因子とシグナル経路間の 機能的関連に つ い てはほとんど分かっ てい な

い の が現状である｡

G ly c o g e n s y nth a s e ki n a s e
- 3β( G S K - 3β) は ､ 元来糖代謝にかかわるセリン/スレオ ニ ン

キナ - ゼとして同定されたが ､ 現在で は ､ 腫蕩形成, 細胞生存や器官形成とい っ た多

くの 異なっ た生物的過程に 関与してい ることが分かっ てきている o この 中でも､ G S K -3β
は w ntとインスリン/I G F シグナル経路における重要な分子であり､ これらシグナル経路

を抑制的に 制御してい る｡

w nt は分泌性 シグナル分子を介した細胞間相互作用 に関わ る 分子 の 1 つ で ､ 形

態形成 の 誘導因子 , 細胞の 極性決定因子 ､ 増殖分化の 調節因子 として 機能して

い る . 普段G S K - 3βはβ-

c at e ni n をリ ン酸化して お り ､ そ の 細胞内レ ベル を負に制

御して い る ｡ そ こ に古典的w n t シグナルが活性化され る と ､ w Ⅱt リガン ドがそ の

受容体F riz zle d と共役受容体で あるl o w - d e n sit y lip o p r ot ei n r e c ep t o r - r el at e d p r ot ei n 5

( L R P 5)や L R P 6 に 結合し､ A P C ､ A xi n などを介して G S K -3βは不活性化され る o そ

れ により ､ β- c at e ni n が細胞質に蓄積して , これが核内移行する ことで標的遺伝子

の転写が活性化され る ｡ 近年古典的w nt シグナル 経路は , 発生段階の みならず, 出

生後の骨形成を促進していることが分かっ てきてい る｡ まずL R P 5 の 機能喪失型変異

体は ､ ヒトにおける骨粗髭症 ･ 偽神経勝腰; o st e o p o r o sis
-

p s e u d o gli o m a ( O P P G)の原因

遺伝子であることが解明され ､ L rp 5 ノックアウトマ ウスは ､ 骨芽細胞の 増殖と分化の 障

害により骨量の 低下を示した｡

一 方 ､ その 機能克進型変異体はヒト, マ ウスにおい て骨

量の増加を呈した｡ 以上より, 古典的w ntシグナル は骨形成を正に 制御して い ると考

えられて い る｡

一 方, インスリンは ､ 血糖調節因子である以外に ､ I G F 11 と共に重要な骨代謝調 節

因子として 知られており､ それらの 同化作用を示す報告が数多く見られるo in vit r o で ,

インスリンが ､ 骨器官培養や骨芽細胞培養におい て細胞増殖やコラ ー ゲン合成を促

進すること, またin viv o で は ､ ストレプトゾトシンによるインスリン分泌不全ラットで急速な

骨量減少が見られることが報告されてい る｡

一 方 ､ I G F _ 1 は成長因子で あり､ 成長ホル

モ ンにより肝臓などより分泌され , 骨形成促進能があることが知られてい るo マウスおよ



びヒトに おい て血 中I G F _ 1 濃度と骨密度との 間に有意な正相関が認められてい る｡

G S K - 3
.βは , これらw n tおよびインスリンn G F シグナル経路を抑制することから､ 骨形成

を負に 制御する可能性が考えられる｡ 今回の 研究の 目的はG S K - 3βの 骨形成にお け

る役割を解明し, その 分子機序を明らかに することである｡

G S K 3郎ま､ グリコ ー ゲン合成酵素をリン酸化することで グリコ
ー ゲン合成を阻害する

だけでなく,. 多くの 典なっ た細胞内機能を制御している｡ これまで 述べ たように
,
さまざ

まな状況証拠からG S K - 3βは骨芽細胞分化に対し抑制的に 働いてい ることが予想され

るが ､ G S K 1 3βの 骨形成における生理的な役割はまだ不明であるため ､ まずG ∫k - 3βヘ

テロノックアウトマウスの 骨の 解析 をした o G sk - 3βヘ テロノックアウトマ ウスは , 大きな骨

格パ タ
ー

ニ ングの 異常はなかっ たが ､ 骨の 放射線学的解析および組織学的解析によ

り､ 海綿骨と皮質骨とも骨量が増加してい ることが分かっ た ｡

一 方 ､ 成長板における軟

骨分化は正 常であっ た. 骨形態計測により曲 k - 3βヘ テロノックアウトマウスの 骨代謝

は ､ 骨形成と骨吸収が共に先進している高回転型であることが分かり､
これは加 vit r o

の 系でも確認された｡ これらのデ ー タは ､ 生理的な骨芽細胞分化に対してG S K 13βは

抑制的に制御してい ることを示唆するo

では G S K - 3βがどの ように 骨芽細胞分化に 関与しているの であろうか? 現在知られ

てい る骨芽細胞分化に必須の 転写因子 のうち最も重要なもの の 1 つ は R 11 n X 2 で ある｡

R u n x 2/ C bf a l は ､ r u n がメイン遺伝子ファミリ
ー

の
一

つ であり, R u n x 2 ホモノックアウトマ ウ

スは骨芽細胞が欠失しており､ 骨形成が全く生じてい なかっ たため ､ 骨形成に必須の

転写因子であるとされてい る｡ この ように , R u n x 2 は骨芽細胞分化の 主要な調節因子

であるの で ､ G S K -3βが骨芽細胞分化をR u n x 2 に作用することで 制御してい る可能悼

に つ いて検討した ｡

in vit r o におけるG S K - 3βの機能冗進および機能喪失の実験により､ R u n x 2 の転写活

性がG S K - 3βにより制御されてい ることが判明した. この 制御メカニ ズムに つ い て R u n x 2

の m R N A 発現量 , 蛋白発現量, 細胞内局在やリン酸化に着目したが , G S K -3βシグナ

ルはこれらの どれも変えなかっ た o またこの G S K - 3βとR u n x 2 の 関連が 生理 的なもの か

を確認するために , G sk - 3βヘ テロノックアウトマウスとR u n x2 ヘ テロノックアウトマウスを

掛け合わせたところ ､ R u n x 2 の 対 立遺伝子が1 つ 欠損してい るために 生じてい る鎖骨頭

蓋異形成症を表現型が ､ G sk - 3βの 対立遺伝子を1 つ 欠失させることや ､ G S K - 3βの 選

択的阻害剤の t｣チウムの 投与で 部分的に救済された｡ 以上より, G S K - 3βは生理的な

R u ll X 2 機能の 制御に深く関与してい ると示唆される｡

以上より, 骨芽細胞分化においてG S K - 3βが R u n x 2 の 機能をin vit r o t in vi v o の両方

で抑制してい ることが分か っ たが ､ G S K - 3βシグナルはR u n x 2 の m R N A 発現量 , 蛋白発

現量 ､ 細胞内局在やリン酸化を変えなかっ た｡ このことからR u n x 2 シグナルを修飾する

G S K -3βの 他の 標的の 存在が示唆される｡ G S K 13βはc
-J un ､ c

- F o s , J u n D , c - M y c ､

N F A T c ､ cy clin D l ､ β- c at e ni n や c c A A T/ e n h a n c e r - bi n din g p r ot ei n s ( C m B P)とい っ た多

くの 転写 因子をリン酸化し , そして核内での転写過程を制御してい る｡ そこで現在知ら

れてい るG S K -3P の 下流分子を検索し､ 骨芽細胞分化におい て R u n x 2と相互作用する

分子を探索することにしたところ , G S K - 3βの 下流分子の 中から､ c 侶B Pβとc/ E B P 8 が

R u n x 2 の コアクチベ ー

タ
ー として働くことを解明したo G S K - 3βシグナル はこれらコ アク

チ ベ ー

タ
ー

の 細胞内局在とD N A 結合能を制御することで ､ R u n x 2 に よる骨芽細胞分

化を修飾して いることを示した｡



本研究にお い て ､ まずG s k - 3 P ヘ テロノックアウトマ ウスが骨芽細胞分化促進により

骨形成能が冗進してい ることを示したo さらに 頭蓋骨由来の 骨芽細胞を用い たi n vit r o

の 実験で ､ G S K - 3βは R u n x 2 の 骨芽細胞分化能を抑制した ｡ この G S K - 3βに よるR u n x 2

の 機能の 抑制は直接作用によるもの ではなく､ G S K -3βは R u n x 2 の コアクチ ベ
ー

タ
ー

の

細胞内局在やD N A 結合能を制御することで ､ R u n x 2 による骨芽細胞分化を調節して

い た｡ さらに G S K - 3βとR u n x 2 はin v iv o に 糾 1 ても遺伝学的に相互作用があり､ G sk - 3β

遺伝子の ヘ テロ欠損やG S K - 3βの 選択的阻害剤であるリチウムを投与することで ､

R u n x 2 遺伝子の ヘ テロ欠損による表現型を部分的に救済した . これらの デ ー

タにより､

G S K - 3βは骨形成におい て骨形成の 主要な調節遺伝子であるR u n x 2 の 機能を制御す

る生理的に 重要な分子 であることが示された.




