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論文内容の要旨

く目的>

生体の骨格形成、特に胎児期における骨格形成の大部分は内軟骨性骨化に依存する。内軟骨性骨化は骨、軟骨形成

予定領域に、未分化問葉系細胞が凝集後、軟骨細胞に分化し、さらに一連の軟骨分化形質発現の変化をへて骨へと置

換される過程である。したがって、内軟骨性骨化過程における軟骨細胞分化の調節は骨格形成制御の鍵となる。この

調節には、多様な液性因子が関与することが判明している。最近の知見として、軟骨およびその周辺組織において、

形態形成因子 Wnt の発現が時期、場所特異的に発現すること、 Wnt 分子の過剰発現が内軟骨性骨化の異常を誘導す

ること、さらに Wnt 分子の可溶型受容体である Frzb-1 タンパクが軟骨組織に発現することなどが報告されている。

Wnt ファミリ一分子は分泌性タンパクで、細胞膜上の受容体 Frizzled に結合し、細胞内、ング、ナルを活性化する o Wnt 

シクゃナルの主要な伝達経路として、日カテニン依存性の経路がある。本シグナル伝達経路が活性化されると、プロテ

オソームによる細胞質内の日カテニンの分解が阻害され、安定化した日カテニンは核に移行し、転写因子 LEF/TCF

と結合後、標的遺伝子の転写を促進する。一方、 Frzb-1 は Frizz1ed と類似した、 Wnt 結合細胞外ドメインを保持し

ているが、膜貫通部位を欠失しているので、可溶型受容体として Wnt、とりわけ Wnt-1 、 -8 の Fl'izzled への結合を

措抗阻害し、 3 カテニン依存性の Wnt 、ングナル活性化を抑制することが知られている。これらの知見を総合すると、

Wnt シグナル経路と Frzb-1 との相互関連が軟骨形成の制御において重要な役割を演じていると推察される。本研究

においては、内軟骨性骨化の基盤である軟骨細胞分化を制御する分子メカニズムの解明を目的として、軟骨細胞分化

形質発現における日カアニン -LEFíTCF 依存性の vVnt シグ jソレ伝達経路の役割、ならびに Frzb-l による Wnt シグ

ナル経路の活性化の調節機構について検討した。

く実験方法〉

1. Frzb-1 の軟骨での発現の検索

胎生 6.5 日齢および 10 日齢の鶏目玉の肢芽における Frzb-1 の発現を in situ ハイブリダイゼーション法により検

索した。

2. Frzb-l の内軟骨性骨化に対する作用の検討
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Frzb-l を組み込んだRCAS レトロウイルスを胎生 3.5 日齢の鶏脹の発生肢芽に注入した。 8.5 日閥解卵させた後、

鶏脹を取り出し、 Frzb-l を過剰発現した軟骨の組織学的変化を HE 染色およびアリザリンレッド染色により、遺

伝子発現の変化を in situ ハイブリダイゼーション法により検索した。

3. Frzb-l と Wnt-8 の軟骨細胞分化における作用の検討

マウス Frzb-l およびマウス Wnt8A を組み込んだ RCAS レトロウイルスを胎生 18 日齢のニワトリ胸軟骨より採

取した軟骨細胞に感染させた。軟骨細胞の肥大化および石灰化をアルカリフォスファターゼ (ALP) 染色および

アリザリンレッド染色により検討した。

4. ß カテニン-LEF庁CF 依存性の Wnt シグナルの軟骨細胞における役割の検討

Frzb-l と Wnt8A を導入した軟骨細胞における細胞質の 8 カテニン量の変化をウエスタンブロッティング法、成

長板軟骨での 8 カテニンの局在を免疫染色法により検索した。転写因子 LEFl の機能を阻害する支配的欠損型

LEFl (DN-LEF1) と 8 カテニン-LEF/TCF シグナルを活性化させる構成的活性型 LEFl (CA-LEF1) を軟骨細

胞に導入し、軟骨細胞の肥大化、石灰化を ALP 染色、アリザリンレッド染色により検討した。

5. ß カテニン-LEF/TCF シグナルの異所性内軟骨性骨化に対する役割の検討

DN-LEFl と CA-LEFl を導入した軟骨細胞を包埋した I 型コラーゲンゲルを、 4 週齢のヌードマウスの四肢基

部筋膜下に移植した。移植片を経時的に取り出し、 HE 染色、サフラニン・O 染色により組織学的に検索した。

<結果>

1. 軟骨組織における Frzb-l の局在

Frzb-l の発現は未分化問葉系細胞が凝集して軟骨の形成が開始される段階から観察された。発生段階の進んだ軟

骨組織では、関節軟骨から成長軟骨板肥大化層初期において認められ、肥大化層後期で消失した。以上の結果よ

り、 Frzb-l の発現は軟骨発生および軟骨細胞の分化に伴い変化することが明らかになった。

2. 内軟骨性骨化に対する Frzb-l の効果

Frzb-l を過剰に発現した軟骨組織においては、石灰化、血管侵入、骨髄形成が限害され、また、軟骨細胞肥大化

後期マーカーの MMP13、オステオポンチンの発現も大幅に抑制されていた。以上のことから、 Frzb-l は内軟骨

性骨化を強く阻害することが示唆された。

3. 培養軟骨細胞における Wnt ファミリーの発現

RT-PCR 法により、培養軟骨細胞は Wnt4、 Wnt5B 、 Wnt7A、 Wnt8C を発現していることが判明した。これら

の Wnt の中で、 Frzb-l の標的分子としては Wnt8C が考えられた。

4. 培養軟骨細胞の分化に対する Frzb-l と Wnt8A の作用

軟骨細胞培養系において、軟骨細胞の肥大化、そして石灰化は Frzb-l により抑制され、 Wnt8A により促進され

た。また、 Frzb-l と Wnt8A の同時発現させた場合には、両者の作用は打ち消された。以上の結果から、 Frzb-l

は軟骨細胞の肥大化および石灰化を抑制し、一方、 Wnt8A は促進することが示された。

5. Frzb-l および Wnt8A の 8 カテニン発現に対する影響

軟骨細胞質内の 8 カテニン量は、 Frzb-l の強制発現により減少し、 Wnt8A の強制発現により増加した。また、

両者を強制発現させた場合にはコントロール群と同程度であった。したがって、 Frzb-l は細胞質内の 8 カテニン

量を低下させ、 Wnt8A は増加させることが示された。

6. 成長板軟骨における 8 カテニンの局在

3 カテニンは静止軟骨細胞層から前肥大化層においては細胞質に存在したが、肥大化層後期では核に局在した。

これに対して、 Frzb-l を過剰発現した軟骨組織においては、。ヵテニンは細胞質に認められた。以上のことから、

自力テニンは Frzb-l が消失する成長板軟骨肥大化層後期において核に移行し、 Frzb-l は 0 カテニンの核移行を

阻害することが示された。

7. ß カテニン・LEF/TCF シグ、ナルの軟骨細胞分化における作用

軟骨細胞の肥大化、石灰化は DN-LEFl により抑制され、 CA-LEFl により促進された。この結果、軟骨細胞の

肥大化、石灰化促進には 3 カテニン-LEF/TCF シグナルが重要な役割を演じることが示唆された。
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8. 異所性内軟骨性骨化における 3 カテζニン-LEF/TCF 、ングナルの役割

ヌードマウスに移植したニワトリ軟骨細胞はマウス由来の骨組織の形成を誘導した。本系における骨化誘導の時

期は DN-LEFl の発現により遅延され、 CA-LEFl の発現により加速された。よって、白カテニン・LEF/TCF シ

グナルが内軟骨性骨化を促進することが示された。

<考察、結論〉

本研究結果より、 8 カテニン・LEF/TCF 依存性の Wnt 、ングナル経路が活性化される肥大化層後期においては、軟骨

細胞の肥大化、石灰化が充進し、内軟骨性骨化が促進されること、 Frzb-l は 8 カテニン-LEF/TCF 依存性の Wnt シ

グナル経路を阻害することにより、軟骨細胞の早熟な終末分化を抑制することが示唆された。したがって、 8 カテニ

ンーLEF/TCF 依存性の Wnt シグナルは内軟骨性骨化の促進に関与し、そのシグナル活性化は Frzb-l の発現制御によ

り調節されているものと考えられる。

論文審査の結果の要旨

本研究は内軟骨性骨化における軟骨細胞の分化の制御について、 Wnt シグナルに焦点を合わせて解析を行ったもの

である。

本研究により、 8 カテニン-LEF/TCF 依存性の Wnt シグナルが内軟骨性骨化を促進し、 Frzb-l はそのシグナルを

抑制することにより軟骨細胞の早熟な終末分化を制御することが明らかとなった。本研究は骨格形成の基盤をなす内

軟骨性骨化のメカニズムを分子レベルで、解明したものであり、ヒトの成長の制御を考える上で有用な科学的情報を提

供する。よって本研究は博士(歯学)を授与するに値するものと認める。
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