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論文内容の要旨

[目的]

骨形成因子 (BMPs) は内軟骨性骨化に重要な役割を果たしており、 BMPs のアンタゴ、ニストである noggin をトラ

ンスジェニックマウスにおいて軟骨特異的に発現させると、軟骨の形成、分化が抑制される。 BMPs の細胞内シグナ

ルは主に Smad 蛋白によって伝達されることが明らかにされてきた。即ち、 BMP レセプターは BMP リガンドが結

合することで活性化し、特異型 R-Smad (Smad1l5/8) をリン酸化する。リン酸化された特異型 Smad は核内に移行

し、種々の遺伝子の転写を活性化させる。一方、抑制型 Smad である Smad6 は BMP レセプターとの相互作用にお

いて特異型 Smad と競合し、特異型 Smad のリン酸化を阻害して Smad 蛋白による BMP シグナルを阻害する。また

Smad ubiquitin regulatory factor-l (Smurf1)は Smad6 と相互作用を行うことで BMP レセプターをユビキチン化

して分解し、結果として BMP 、ングナルを阻害する。これらのことは主に生化学的解析によって明らかにされてきた

が、生体の内軟骨性骨化における Smad や Smurf 蛋白の役割については未だよくわかっていない。そこで我々は軟

骨特異的に Smad6 と Smurf1を過剰発現させたトランスジェニックマウスをそれぞれ作製・解析したので報告する。

[方法ならびに成績]

軟骨特異的発現を得るためにE型コラーゲン α2 鎖遺伝子の promoter均nhancer 配列を用いた。この配列に Smad6

あるいは Smurf1 cDNA を結合して transgene を用意し、 Smad6 transgenic mice と Smurf1 transgenic mice を作

製した。

• Smad6 transgenic mice の表現型

生後 3 週で体重は Normal mice に比べ 30%小さく小人症様変化を呈した。上腕骨近位部を Micro CT で解析したと

ころ、骨量が著しく減少していた。

• Smad6 transgene の発現

免疫組織化学的解析において transgene は軟骨特異的に発現しており、骨には発現を認めなかった。また軟骨におい

て BMP で誘導される Smad1l5/8 のリン酸化が低下しており、 Smad pathway が抑制されていると考えた。

• Smad6 transgenic mice における骨量減少の検討
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テトラサイクリン/カルセインラベリングによる骨形態計測を行った。 Smad6 transgenic mice では Normal mice に

比べて骨形成能は低下し、骨吸収能は充進していた。しかしながら大腿骨骨髄からの破骨細胞培養では、 Normal mice 

と Smad6 transgenic mice との間で破骨細胞の数および、機能に差を認めなかった。よって Smad6 transgenic mice 

における骨形成/吸収機能の異常の原因は骨髄に無く、 transgene の発現パターンを併せると軟骨にあると考えた。

• Smad6 transgenic mice における軟骨細胞分化の検討

BrdU ラベリングによる検討で、胎生期、生後ともに Smad6 transgenic mice と Normal mice との間で増殖軟骨細

胞層における BrdU 陽'性細胞数に差を認めなかった。よって Smad6 の過剰発現は軟骨増殖に影響しないと結論した。

一方、胎生期における軟骨細胞の分化/肥大化は Smad6transgenic mice で数日遅延していた。そして生後は Smad6

transgenic mice で肥大軟骨細胞数が減少していた。 Smad6 transgenic mice 軟骨原基の器官培養では、 BMP2 によ

って誘導される軟骨の増殖は正常であったが、肥大軟骨細胞層の形成は著名に抑制されていた。これらの結果から

Smad6 は BMP によって誘導される軟骨細胞の肥大化を抑制し、肥大軟骨細胞数を減じると考えた。 Smad6

transgenic mice における骨形成/吸収能の異常は、肥大軟骨細胞層の低形成に伴う血管形成因子などの産生低下によ

って引き起こされるのではないかと推測した。

. Smurf1 transgenic mice の表現型

Smurf1 transgenic mice は正常であった。しかし、 Smad6transgenic mice とかけ合わせると、軟骨増殖は影響され

ないが、内軟骨性骨化は Smad6 transgenic mice に比べても更に遅延した。このことから Smurf1は生体において

Smad6 の機能を増強すると考えた。

[総括]

Smad6 transgenic mice とその metatarsal explants を使った器官培養から、 Smad pathway は Smurfl と協調し

て生体内において軟骨細胞の肥大化を調節していることが明らかとなった。肥大化の抑制は引き続く骨形成を障害す

ることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

内軟骨性骨化において骨形成因子は重要な働きをしているが、生体内においてその細胞内シグナルで、ある Smad や

Smurf の働きは明らかになっていない。そこで Smad シグナルをブロックする働きをもっ Smad6， Smurf1を軟骨特

異的に発現させたトランスジェニックマウスを作成し骨軟骨への影響を検討した。 Smad6transgenic mice は生後 3

週で体重は Normal mice に比べ 30%小さく小人症様変化を呈した。上腕骨近位部を Micro CT で解析したところ、

骨量が著しく減少していた。骨量減少をさらに詳しく解析するため、テトラサイクリン/カルセインラベリングによる

骨形態計測を行った。 Smad6 transgenic mice では Normal mice に比べて骨形成能は低下し、骨吸収能は充進して

いた。しかし大腿骨骨髄からの骨髄細胞培養では、骨芽細胞、破骨細胞の機能は正常であった。よって Smad6

transgenic mice における骨形成/吸収機能の異常の原因は骨髄に無く、 transgene の発現パターンを併せると軟骨に

あると考えた。軟骨増殖については BrdU ラベリングによる検討で、 Smad6 transgenic mice と Normal mice との

聞で、軟骨の増殖には差を認めなかった。よって Smad6 の過剰発現は軟骨増殖に影響しないと結論した。一方、軟骨

細胞の分化/肥大化は Smad6 transgenic mice でその出現が遅延していた。また生後は Smad6 transgenic mice で肥

大軟骨細胞数が減少していた。

Smad6 transgenic mice の軟骨原基の器官培養では、 BMP2 によって誘導される軟骨の増殖は正常であったが、肥

大軟骨細胞層の形成は著名に抑制されていた。これらの結果から Smad6 は BMP によって誘導される軟骨細胞の肥

大化を抑制し、肥大軟骨細胞数を減じると考えた。 Smad6transgenic mice における骨形成/吸収能の異常は、肥大軟

骨細胞層の低形成に伴う血管形成因子などの産生低下によって引き起こされるのではなし、かと推測した。

Smurf1 transgenic mice は正常であったが、 Smad6transgenic mice とかけ合わせると、軟骨増殖は影響されない

が、内軟骨性骨化は Smad6transgenic mice に比べても更に遅延した。このことから Smurf1は生体において Smad6

の機能を増強すると考えた。
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以上のことから、 Smad6transgenic mice とその軟骨原基を使った器官培養から、 Smad pathway は Smurf1と協

調して生体内において軟骨細胞の肥大化を調節していることが明らかとなった。肥大化の抑制は引き続く骨形成を障

害することが示唆された。

以上の論文に対して博士(医学)の学位授与に値すると考えられる。
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