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論文内容の要旨

目的

Runx2 は間葉系幹細胞が骨芽細胞系列細胞へ分化決定するために必須の転写因子である。一方で Runx2 は軟骨細

胞においても発現しており、軟骨細胞の分化成熟を促進する作用を有することが示されている。本研究の目的は

Runx2 欠損マウスから調製した初代培養軟骨細胞の特性を調べることによって軟骨細胞における Runx2 の新たな役

割を検討することである。

方法ならびに成績

胎生 18.5 日目の Runx2 ノックアウトマウスおよび野生型マウスの肋軟骨から初代培養軟骨細胞を調製し、細胞特

性を検討した。 Runx2~1 軟骨細胞はコンフルエントになるまでは活発に増殖し、野生型マウス由来軟骨細胞と同様

な形態を示した。調製直後の Runx2~1 軟骨細胞のほとんどは、 type II collagen 抗体染色に対して陽性であり、軟

骨細胞の形質を保持していることが示された。培養開始 6 日後では Runx2~1 軟骨細胞の中に巨大化し多数の空泡を

含む細胞が出現し、 9 日後には 50%以上の細胞が空泡を有し、脂肪細胞に類似した形態を示した。この空泡はオイル

レッドで赤く染色されることから脂肪滴であることが確認された。一方、野生型マウス軟骨細胞では 9 日目において

もこのような脂肪細胞への形質変化は全く観察されず、軟骨細胞の形態を維持していた。

Runx2~1 軟骨細胞では脂肪細胞分化のマーカー遺伝子である PPARγ 、 aP2 、 Glut4 の発現が経目的に上昇して

いき、軟骨細胞マーカーで、ある type II collagen の発現は減少していった。更に脂肪細胞分化に対して抑制的に働く

Pref-1 の発現は急激に減少していった。 Runx2~1一軟骨細胞における脂肪細胞への形質変化が Runx2 欠損に依存し

ていることを証明するために、アデノウイルスベクターを用いて Runx2-一/一軟骨細胞に Runx2 を強制発現させた。

Runx2 発現 Runx2~1 軟骨細胞では、コントロールの EGFP 発現細胞に比べ、脂肪細胞への形質変化が顕著に抑制

された。従って脂肪細胞への形質変化は確かに Runx2 欠損に依存していることが証明された。

Runx2 ノックアウトマウス生体内における軟骨細胞は、成熟軟骨細胞への分化は阻害されているものの、軟骨細胞

としての形質は保持しており、脂肪細胞へ形質変化し脂肪組織が増加してし、く現象は観察されない。従って生体内に

は Runx2一/一軟骨細胞の脂肪細胞への形質変化に対して、抑制的に働く因子が存在していると思われる。この因子を

同定するために Runx2~1 軟骨細胞に各種液性因子を添加し、脂肪細胞への形質変化に対する影響を調べた。その結
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果、 TGF-ß 、 retinoic acid、 IL-l ß 、 bFGF、 PDGF、 IL-ll 、 PTH は脂肪細胞への形質変化を抑制した。また Runx2-j

軟骨細胞に Runx2 を強制発現することによって IL-ll 発現は有意に上昇し、 Runx2 を強制発現し更に TGF-ß を加

えることによって IL-ll 発現は協調的に上昇した。

総括

これまでに Runx2 は軟骨細胞の成熟を促進する因子であることが明らかとなっていたか、今回の検討で Runx2 は

軟骨細胞の形質を維持する作用、または脂肪細胞への分化を抑制する作用を有することが示され、軟骨細胞において

多様性を有することが示された。また Runx2-j 軟骨細胞の脂肪細胞への形質変化を抑制する因子として TGF-ß 、

retinoic acid、 IL-l ß 、 bFGF、 PDGF、 IL-ll 、 PTH が同定された。 Runx2一/一軟骨細胞に Runx2 を強制発現する

ことによって IL-ll が有意に上昇したことから、 Runx2 による脂肪細胞分化抑制は一部 IL-ll の発現誘導を介して行

われていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、 Runx2 遺伝子欠損マウスの初代培養軟骨細胞の特性を調べることによって、軟骨細胞における Runx2

の機能について検討したものである。特殊染色、免疫染色およびマーカー遺伝子発現の検討によって、 Runx2 欠損軟

骨細胞は、脂肪細胞へ容易に形質変化することが示された。また Runx2 欠損軟骨細胞の脂肪細胞への形質変化を抑

制する因子として、 TGF-ß 、 retinoic acid、 IL-l ß 、 bFGF、 PDGF、 IL-ll 、 PTH を同定した。更に軟骨細胞にお

いて Runx2 が IL-ll を誘導することを示した。これらの結果より Runx2 は軟骨細胞の形質を維持する作用または脂

肪細胞への分化を抑制する作用を有することが明らかとなり、この作用は一部、 IL-ll の誘導を介して行われている

ことが示唆された。 Runx2 が軟骨細胞の形質維持に関与するとしづ知見は重要であり、本実験で行われた Runx2 強

制発現の実験系は再生医学の分野において応用が期待できる。以上より本研究は学位に値すると認められた。
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