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論文内容の要旨

【研究目的】

へッジホッグ (hedgehog : hh) はショウジョウパエのセグメントポラリティ遺伝子として単離された。その後脊

椎動物の相同遺伝子として Sonic hedgehog (Shh) , lndian hedgehog (Ihh) , Desert hedgehog の 3 種類のへッジホッ

グがクローニングされた。これらのへッジホッグは形態形成制御に重要な役割を担っていると考えられているo その

うち Shh は脊椎動物における中枢神経系の初期発生及び骨格パターン形成，肺，毛根，皮膚，歯牙など様々な器官

形成に関与すると報告されている。肢芽においてShh は極性化域から分泌され，隣接周囲組織に誘導した骨形成因

子 (BMP) や線維芽細胞増殖因子 (FGF) を介して前後軸的な骨格パターン形成に重要な役割を果たすと考えられ

ている。最近Shh ノックアウトマウスが重篤な骨格形成障害をきたすことが報告され， また著者らはへッジホッグ

蛋白が骨芽細胞前駆細胞及び骨芽細胞の分化を促進することを報告した。これらの知見はへッジホッグが骨格形成に

関与することを強く示唆しているo そこで本研究ではへッジホッグ蛋白が骨格形成の第一段階である軟骨初期分化及

び軟骨細胞分化に及ぼす作用を検討した。

【研究方法】

1 )へッジホソグ蛋白の作製

Shh の活性ドメインであるニワトリ Shh N ー末端 cDNA 及びマウス Ihh の全長 cDNA をレトロウイルスベクタ­

RCAS (A) に組み込み(以下各々 RCAS/ Shh -N , RCAS / Ihh)，ウイルスベクターをニワトリ腔線維芽細胞

(CEF) に導入した。それぞれのウイルスベクターを導入した CEF の培養上清を回収し(以下各々 Shh -N CM , 

Ihh CM) クルードな Shh -N蛋白， Ihh 蛋白として実験に用いた。実験の対照には RCAS ウイルスベクターのみを

感染させた CEF の培養上清を用いた。

リコンビナント Shh -N蛋白 (rShh -N) は大腸菌発現系を用いて作製した。すなわち， マウス Shh -N 末端

cDNA を大腸菌発現ベクタ- pQE30に組み込み，大腸菌に導入した。合成されたヒスチジン癒合蛋白をニッケルキ

レーティングカラムを用いて精製した。

2 )軟骨初期分化過程の検討

軟骨初期分化の検討には軟骨分化能を有するラット未分化問葉細胞株 RMD - 1 細胞およびマウス腔性腫蕩由来

ATDC5細胞を用いた。 RMD -1 細胞を 2 X 1Q5cells /crrfの密度で， ATDC5 細胞を 3 X 104 cells / crrfの密度で I 型
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コラーゲンコートプレート上に播種した。播種24時間後からへッジホッグ蛋白を添加し， BMP - 2 の存在下あるい

は非存在下で培養した。軟骨細胞への分化は軟骨細胞基質である硫酸ムコ多糖を染色するアルシャン 7" ル一染色， グ

リコサミノグリカン (GAG) 合成および細胞形態を指標に検討した。

3) へッジホッグ受容体，へッジホッグ応答遺伝子及び Bmps の発現

10μg/ml の rShh -Nで処理した RMD -1 /細胞から total RNA を抽出しへッジホッグ受容体複合体である

patched，へッジホッグシグナル伝達に必要な smoothened， gli，そして Bmp -2 , - 4 , -5 , 一 6 ， - 7 の遺

伝子発現を RT -PCR 法で検討した。

4) 軟骨細胞の細胞分化に及ぼすへッジホッグの影響

軟骨に分化した RMD -1 細胞を rShh -N および Shh -N CM で処理し 3 日後に H 型コラーゲン合成を分析した。

ニワトリ腔胸骨より分離した軟骨細胞に RCAS/Shh -N ウイルスベクターを感染させ， 7 日後の分化マーカ一発

現をノーザンプロット解析した。

5 )へッジホッグによる異所性軟骨内骨化の誘導

へッジホッグ産生 CEF をヌードマウス背部筋膜下に移植し 2 週間後に摘出し組織学的に検討した。

【結果】

1) RMD - 1 細胞はへッジホッグ受容体である patched を発現しへッジホッグのシグナル伝達に必要な smooth­

ened , gli を発現していた。 Shh -N CM あるいは rShh -Nで処理すると Shh 応答遺伝子である patched ， gli 遺伝

子の発現が増強された。

2幻) RMD 一 1 細胞はアルシヤンフ

によりアルシヤンフ0ル一陽性の軟骨細胞に分化し fたこ o 1μg/mlの rShh -Nで処理した細胞は多角形の細胞形態を

呈しアルシャンブルー弱陽性で軟骨細胞への分化が示唆された。さらに BMP - 2 , r必~Sh凶h 一 N で同時処理するとす

ベての細胞が類円形の細胞形態を呈しアルシヤンフ

r凶Sh凶h 一 N は濃度依存性に細胞の GAG 合成を増大させfたこ o S飢hh は低濃度の BMP 一 2 存在下でで、， BMP - 2 は低濃度

の Shh 存在下で RMD-1 細胞の GAG 合成を著明に促進し Shh と BMP2 の相互作用は過剰量の BMP2 の作用よ

り強力であった。 rShh -N は ATDC5 細胞の軟骨分化も促進し，その分化は BMP -2 存在下で著明に促進されたo

Ihh CM もまた RMD-1 細胞の GAG 合成を促進し， BMP -2 存在下で GAG 合成，アルシヤンフ

明に促進したo

3) RMD - 1 細胞は Bmp -2 , Bmp -4 遺伝子を発現していたが， rShh-N処理後もその発現レベルは一定であっ

た。 Bmp -5 , 6 , 7 発現はrShh処理後48時間で、検出されなかった。

4) rShh -N による RMD -1 細胞の GAG 合成促進作用は可溶型 BMP 1 型受容体で抑制されなかった。

5 )軟骨に分化した RMD-1 細胞は E型コラーゲンを合成していたが， Shh 処理後も合成量に変化はなかった。ま

た，ニワトリ胸骨から分離した初代軟骨細胞に RCAS/Shh -N ウイルスベクターを感染させてもアグリカン， II 

型コラーゲン， X型コラーゲンの遺伝子発現及び細胞形態に影響を及ぼさなかった。

6) Shh 産生 CEF を移植した近傍に軟骨組織および骨組織が形成され，異所性の軟骨内骨化が観察された。

【結語】

本研究はへッジホッグの骨格形成への関与に着目し，へッジホッグの軟骨分化への作用を in vitro で検討したもの

である。その結果，軟骨前駆細胞である RMD -1 細胞および ATDC5 細胞がへッジホッグ蛋白に応答し軟骨細胞

に分化し，その軟骨分化は BMP -2 の存在下で著明に促進されることを明らかとした。本研究結果から骨格形成期

に発現するへッジホッグが直接，間充織細胞の軟骨分化を促進し，さらに BMP との相互作用で軟骨形成を著明に促

進することが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は形態形成を制御する因子の一つであるへッジホッグ蛋白が骨格形成に重要な役割を演じている事に着眼し，
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軟骨分化過程でのへッジホッグの作用および骨形成因子 (BMP) との相互作用について検討したものである。その

結果，軟骨前駆細胞にへッジホッグ受容体複合体が存在し，へッジホッグが直接軟骨前駆細胞の軟骨初期分化を促進

することを示した。さらにへッジホッグは BMP2 の共存下で軟骨分化を著明に促進することを明らかにした。これ

らの結果から，生体での骨格形成期にへッジホッグは直接あるいは BMP との相互作用で軟骨初期分化を制御するこ

とが示唆された。

本研究は生体でのへッジホッグの作用を解明する上で重要な知見を与えるものであり，価値ある業績と認められる。

従って，本研究者は博士(歯学)の学位を得る資格があるものと認める o




