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論文内容の要旨

【目的】

内軟骨性骨形成過程において静止軟骨細胞は成長軟骨細胞へと分化して増殖し，成熟して多量の基質を産生する。

その後，細胞自身は肥大化すると共に基質の石灰化が起こり，この石灰化軟骨に血管が侵入し，最終的には軟骨組織

は骨組織に置換する。本研究では最近開発された differential display (DD) 法を内軟骨性骨形成にあずかる軟骨細

胞系の細胞と膜性骨形成にあずかる骨芽細胞系の細胞との聞に適用し，内軟骨性骨形成過程において特異的に発現し

ていると考えられる遺伝子の同定とその機能の解析を試みた。

【方法】

1. DD-PCR 

軟骨系の細胞としてヒト軟骨肉腫由来軟骨細胞様細胞株 HCS- 2/8 および HCS- 2/A , ウサギ成長軟骨細胞，

同静止軟骨細胞，同関節軟骨細胞，骨芽細胞系の細胞としてヒト骨肉腫由来細胞株 Saos- 2 ，マウス骨芽細胞株 M

C3T3E-1 各細胞より全 RNA を抽出し， mRNA の 3 ・末端 poly(A)+部分にアニールするよう設計したアンカー

プライマーと上流の任意プライマーとの組合せによる PCR を行った。 PCR 産物を電気泳動後，軟骨系の細胞に特異

的に検出されるバンドから DNA 断片を抽出して塩基配列を決定し， ヒト結合組織増殖因子 (CTGF) と相同性を有

する HCS 由来のクローン24 (hcs24) について以下の解析を行った。

2. ノーザ、ンプロット

各細胞より抽出した全 RNA あるいはヒト各種臓器の poly(A)+ RNA を用い，プロープは hcs24 の遺伝子断片を

〔 α ーや) dCTP で標識したものを使用した。

3. in situ ハイブリダイゼーション

hcs24 の遺伝子断片をもとにジゴキシゲニン標識リボプロープを作製し，胎生17 日のマウス胎仔切片を標本とし

た。

4. hcs24 cDNA のクローニング

CTGF が属する CCN ファミリーにおいてアミノ酸配列が高度に保存されている領域の塩基配列に基づきプライマー

を作製した。このプライマーを用い， HCS-2/8 より調製した poly(A)+RNA をもとに作製した cDNA プールを

鋳型にして PCR により行った。
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5. ウエスタンブロット

日CS- 2/8 の細胞抽出物を試料とし，一次抗体に CTGF を認識することが知られている抗ヒト PDGF 抗体を用

い，二次抗体に ALPase 標識抗体を用いた。

6. アンチセンス DNA 法による機能解析

アンチセンスオリゴマーは翻訳開始部位に設定した。 DNA 合成は (3HJ チミジンの酸不溶性画分への取り込み量

を，プロテオグリカン合成は (358)硫酸の CPC 不溶性画分への取り込み量を指標とし， ALPase 活性は Bessey の方

法に準じて測定した。

【結果】

1. DD-PCR の結果，軟骨細胞に特異的な約30種のバンドが得られ， これらの塩基配列を決定したところ， 7 種の

未知遺伝子断片と既知遺伝子と相向性を有する数種の遺伝子断片が含まれていた。

2. そのなかで1991年に初めて報告され，軟骨細胞では今まで全く報告のみられない新しい増殖因子である CTGF

と相向性を有する hcs24 はノーザンブロットの結果，両 HCS 細胞，ウサギ成長軟骨細胞に特異的に発現しており，

軟骨以外の組織では腎臓，胎盤などにわずかに発現を認めた。また， in situ ハイプリダイゼーションにより肥大軟

骨細胞に強し、発現局在が認められた。

3. hcs24 cDNA のクローニングの結果， CTGF 蛋白質をコードしていることが判明し， CTGF と同一の染色体

DNA に由来することが判明した。また，ウエスタンプロットにより HCS- 2/8 が CTGF を産生していることが確

認された。

4. HCS-2/8 培養系においてこの遺伝子の発現は内軟骨性骨形成に重要な役割を果たしているとされる TGF 一

β や BMP- 2 により誘導を受けた。

5. アンチセンス DNA 法により CTGF の産生を抑制すると増殖期の HCS- 2/8 の DNA 合成は著明に抑制され，

一方，プロテオグリカン合成能やウサギ成長軟骨細胞における ALPase 活性は軽度に上昇した。

【結論】

ヒト軟骨肉腫由来の細胞株において CTGF の遺伝子が発現し，同因子を産生していることが明らかとなった。生

体では同因子は肥大軟骨細胞により産生され，増殖期の軟骨細胞に対して細胞が分化，成熟するのを抑え増殖を促進

する作用を有することが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は，最近開発された differential display 法を用いて，内軟骨性骨形成過程において特異的に発現している

と考えられる遺伝子の同定と，その機能の解析を試みたものである。

その結果，今まで軟骨細胞では全く報告のみられないヒト結合組織増殖因子の遺伝子の発現をヒト軟骨肉腫由来の

細胞株において明らかにし，さらにこの遺伝子産物が生体内では肥大軟骨細胞によって産生され，軟骨細胞の増殖に

重要な役割を果たしていることを示唆する知見を得た。

上述の知見は，最新の高度な実験技術を駆使することによって得られたものであり，内軟骨性骨形成のメカニズム

を解明する上で価値ある研究業績であると判定されるo

よって，申請者は博士(歯学)の学位を得る資格があると認める o
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