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こる．軟骨

より正常な

胞増殖因子受容体３（ ）

ている．頭蓋骨以外の骨，特に

原基内の成長板において軟骨分

長さの骨を作ることが出来る．
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化が秩序だって起こっており，そ

の変異による過剰な
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調節に関わっているこ

の軟骨内骨化によりお

の精密な分化の調節に

のシグナルは，成

長板におけ

を引き起こ

を誘導する

達機構はあ

本研究に

り

細

は 刺

る軟骨分化のバランスを著しく

す． は軟骨細胞に

ことにより，その増殖を抑える

まりよく分かっていない．

おいて で軟骨の分化を

の軟骨細胞においての機能と作

胞は 刺激により増殖が促

激により著しく増殖が抑制され

乱し，四 が短くなるなどの症状

を介した経路での イン

ことが報告されている．しかし，

再現できる能力のある

用機構について明らかにしよう

進されるが， を安定発現

た．またその時，著しい形態の変

を呈する軟骨無形成症

ヒビター の発現

その詳細なシグナル伝

細胞を用いることによ

とした．未分化状態の

させた 細胞で

化が見られ細胞接着が

剥がれ丸く

のシグナル

も長時間に

ナルの

ることによ

末端部位を

のチロシン

に

なった．そして，それらと同調

経路を調べたところ，

わたり強く活性化されていた．

経路の作用を調べたところ

り， の発現が抑えられる

の相同する部位と置き

リン酸化， の活性化が

の発現が見られなかった．このこ

して の発現が誘導されて

が活性化されていたのに加え，

この事から， 細胞におけ

，特異的なインヒビターで

ことがわかった．またさらに，

換えたキメラレセプターによる

， の と比較しても

とによりその他の重要な経路の

いた．この時の細胞内

である

る によるシグ

の活性化を阻害す

の の

シグナルでは，

差が見受けられないの

存在が示唆された．そ

のため，

てその経

の

り

の

により活性化されることが

路を阻害した．興味深いことに

活性化に影響はなかった．さら

のチロシンリン酸化が抑えら

の発現を誘導するシグナ

知られている や に対す

，こちらでも の発現が

に興味深いことに，これらのイ

れていた．これらの結果より，

ル伝達は， を軸とした様

るインヒビターを用い

抑えられた．この時

ンヒビターすべてによ

細胞における

々な経路の関わる機構
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を発現し完全に増殖が停止す

の活性化に差は見られ

発現誘導には複数の細胞内

る

なかった

シグナル伝達経路が関与し

多種類の細胞

お互いが緊密に

増殖因子群は細

密な細胞情報の

（

で構成されている多細胞生物

情報を交換することで各々の

胞においてオートクライン，

伝達と調節に深く関わって

）も細胞の増殖

序 論

が成り立つためには，個々の

役割を果たすことが必須であ

パラクライン的に働きシグナ

いる．細胞増殖因子の１つで

，分化，移動などを誘導す

細胞が正常に増殖，分化し

る．ポリペプチド性の細胞

ルを伝達し，そのための厳

ある線維芽細胞増殖因子

ることにより，発生，創傷

治癒，血管新生

にも関与する［

（ ）を必要

でに 種類が同

は免疫グ

容体で，細胞外

の間にはアシッ

などに関わっている［ ］．ま

］． が細胞に対し働き

とする． と はそれ

定されている． は膜貫

ロブリンスーパーファミリー

領域に３つの免疫グロブリン

ドボックス領域とその下流に

た， シグナルの異常に

かけるためには細胞にその受

ぞれ遺伝子ファミリーを形

通型としては４種類（

に属している膜１回貫通チ

（ ）様ドメイン，

ヘパリン結合領域を持つ．膜

よりガンの増殖や血管新生

容体である

成しており， は現在ま

４）が同定されている．

ロシンキナーゼ供役型の受

を持つ． と

貫通領域をはさみ細胞内領

域にはチロシン

の変異

れぞれ

状を呈している

キナーゼを持つ．

により遺伝性の骨系統疾患を

症候群， 症候群など

［ ］． の変異では

生じる事が知られている．

で認められ，いずれもが頭蓋

軟骨無形成症や致死性骨異形

， の変異はそ

骨結合早期癒合症などの症

成症（ ）を生じる
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図１ 成長板での軟骨分化と 細胞の分化
長骨における
図の左側に示

る。成長板では
最後に石灰化が
肥大化が骨の発
現量の変化を示
となる。発現が

［ ］．軟骨無形成

きな腹部，泉門

成長板（ ）での軟骨
した長骨の絵の青色で示した部
，幹細胞から分化した増殖軟骨
起こる。最終的にこの石灰化した
生や伸長に決定的な役割を果た
した。このように， は増
最大となると同時に増殖停止が起

症は，手足が極端に短くな

の癒合遅延などがみられる．

分化の模式図
位が成長板である。右側が成長板
細胞が増殖し，その後肥大化軟骨
部分から骨に置き換えられる。
している。図の右側に成長板の軟
殖軟骨細胞で発現し始め，前駆肥
こり，肥大化軟骨細胞へと分化

る小人症を呈し，大きな頭，

致死性骨異形成症も軟骨無形

を模式的に示した拡大図であ
細胞へと分化し，肥大化し，
成長板での軟骨細胞の増殖や，
骨分化に伴った の発
大化軟骨細胞で発現量が最大
する。

背腰部の後彎，小 症，大

成症と似通った症状を呈す

るが，致死性が

っており，いず

わり，それが症

の伸長が促進さ

よっておこる．

に置き換わると

高く，胎生致死性を示す［ ］

れもレセプターの機能亢進型

状の重度に影響する．又，

れることがわかっている［ ］

これは，軟骨細胞で作られた

いう骨形成の様式である．軟

．これらは の点変異

の変異である．点変異の種類

ノックアウトマウスでは

．頭蓋骨などを除いた骨の形

軟骨原基によって骨の原型が

骨原基内の成長板と呼ばれる

によって起こることが分か

により機能亢進の強度が変

軟骨の過剰発育により長骨

成はほとんど軟骨内骨化に

作られ，最終的にそれが骨

部位で幹細胞が軟骨細胞へ

と分化し，次に

最終的にこの石

上記の

細胞の増殖を負

骨細胞の増殖を

増殖軟骨細胞，続いて肥大化

灰化した部分に血管が侵入し

が原因の疾患やノックアウト

に調節することに関わってい

抑制するだけでなく，成長板

軟骨細胞となり最後に石灰化

，骨へと置換される．長骨も

マウスの例によって

ることがわかる．これに加え

における軟骨細胞の複雑な分

が起こる［ ］（図１ ）．

軟骨内骨化により形成され，

が，成長板での分化で軟骨

，近年では が，軟

化段階の調節に寄与してい
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細胞
細胞
の軟骨分化の模式図
は，培養皿中でインスリン存在下でコンフルエントに達した後も増殖する。その後さらに凝集

し軟骨結節を形
らに分化段階が
板と同様な軟骨

ることが分かっ

いる［ ］．

が長骨

反応を引き起こ

成する。この軟骨結節の中心付
進むと基質小胞を介した軟骨基
分化を で再現できる細胞

てきており， が四

形成に関わっていることは

す際の分子的な機構はまだ不

近は前駆肥大化軟骨期に入ってお
質の石灰化が起こる。このように
である。

などの骨形成により深く関わ

分かっているが， が

明な点が多い．そこで，本研

り次第に増殖が停止する。さ
細胞は の図の成長

っていることが示唆されて

軟骨細胞に作用し特徴的な

究において の軟骨

細胞における細

たマウス胚性腫

化状態から増殖

細胞株である［

た後も増殖する

骨期に入ってお

胞内シグナル伝達の様式を明

瘍由来の 細胞を用い

軟骨細胞，肥大化軟骨細胞，

］．図１ に示すように

．その後さらに凝集し軟骨結

り次第に増殖が停止する．

らかにしようと試みた．その

た［ ］． 細胞は軟骨

そして石灰化といった軟骨分

細胞はインスリン存在

節を形成する．この軟骨結節

細胞は軟骨結節を形成

ために実験材料として適し

分化能を持つ細胞で，未分

化を で再現できる

下でコンフルエントに達し

の中心付近は前駆肥大化軟

し始めるとコンドロイチン

硫酸鎖をもつア

軟骨期には 型

ゼの活性の著名

前からの研究に

るにしたがって

グリカンと呼ばれるプロテオ

コラーゲンを発現するように

な上昇に伴って基質小胞を介

より，未分化状態の

発現してくることを示した

グリカン，そして 型コラ

なる．さらに分化段階が進

した軟骨基質の石灰化が起こ

細胞では発現されていなかっ

［ ］．生体内の成長板でも

ーゲンを発現する．肥大化

むとアルカリホスファター

る．私どもの研究室での以

た が分化段階を経

は分化段階初期の軟



骨細胞で発現さ

から述べている

れ始め，そして肥大化軟骨細

完全型の だけでなく

軟骨前駆細胞 にお

胞となると発現が無くなる

，アシッドボックスを欠損し

ける のシグナル伝達

［ ］． 細胞が先程

た新規のアイソフォームを

発現しているこ

態の 細

ついては研究中

が細胞表

は自己及び互い

ー領域２（

に引き寄

とが私どもの研究室により発

胞に発現していた．現在，ア

である．

面上の に結合すると

のチロシン残基のリン酸化が

）ドメインやリン酸化チロシ

せられる．これらのタンパク

見された［ ］．しかもその

シッドボックス欠損型アイ

は二量体化し，それ

起こる．リン酸化チロシン残

ン結合（ ）ドメインを有

質は の基質としてリ

アイソフォームは未分化状

ソフォームの詳細な機能に

により，細胞質ドメインで

基に結合する ホモロジ

する様々なタンパク質が

ン酸化されるか，そうでな

いものはアダプ

がこれにあたる

に に結合

かではないが，

経路も重要であ

る．

タータンパク質としてその他

．その他に主要な細胞内シグ

していると言われている

の経路にシグナルを伝達す

転写因子である （

る［ ］．このように

の標的タンパク質を引き寄せ

ナル伝達経路として，チロシ

と呼ばれる足場タンパク

る．又，非免疫系細胞にお

は細胞内で多くの経路を

る． ， ， など

ン残基のリン酸化非依存的

質を仲介して，

ける活性化の機構はまだ定

）をリン酸化する

用いてシグナルを伝えてい

は

［ ］．しかし，

究室の研究にお

って， 刺激

されることを示

た．そして，古

いることが分か

を介して軟骨細胞に

それ以外のシグナル伝達経路

いても，以前から，未分化状

により が活性化され

した［ ］．又その時，細胞

典的 である

った．そこで，本研究におい

の発現を誘導し増殖を

について詳細な点は明らかに

態の 細胞に

， の発現が誘導され

の形態にも著しい変化が見ら

の活性化を調べたところ，

て， 細胞を用いて，

抑制すると報告されている

なっていない．私どもの研

を安定発現させることによ

て細胞の増殖が著しく抑制

れ，接着が剥がれ丸くなっ

長時間の活性化が起こって

軟骨細胞における

の機能とシグナ

経路をはじめと

ル伝達機構の関係を解明しよ

してその他のシグナル伝達経

うとした．その結果，

路の活性化も同時に必要であ

略語表

の活性化には の

ることを示した．

（ ）（１１）
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（

細

図１ に示す

）

胞における と

ように，四 における長骨

結 果

の安定発現

の形成は軟骨内骨化によっておこる．軟骨内骨化とは，

軟骨細胞で作ら

成の様式である

となり続いて肥

侵入し，骨へと

格形成異常やノ

調節することが

れた軟骨原基によって骨の原

．軟骨原基内の成長板と呼ば

大化軟骨細胞となり最後に石

置換される． の変異

ックアウトマウスの実験によ

わかった［ ］．

型が作られ，最終的にそれが

れる部位で幹細胞が軟骨細胞

灰化が起こる（図１ ）．こ

が原因となる軟骨無形成症や

って， は成長板にお

の発現は増殖軟骨細胞で発

骨に置き換わるという骨形

へと分化し，次に増殖軟骨

の石灰化した部分に血管が

致死性骨異形成症などの骨

ける軟骨細胞の増殖を負に

現し始め，次第に発現が高

くなり，増殖を

における軟骨細

軟骨の発生過

に

細胞は，

完全に停止する前駆肥大化軟

胞の増殖停止と の発

程における の作用を

を安定発現したクローンが

における軟骨細胞モデルと

骨細胞においてその発現が最

現とが一致している．

調べるため，軟骨細胞のモデ

，当研究室において以前に

して， の作用機構を

大となることから，成長板

ル細胞である 細胞

樹立された［ ］．

分子レベルで解明するため
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図

うち異なるアミ

２ 細胞における
（ ）の組み換えア

の 末端（ ）
ノ酸数は７個である。上段が

と
ミノ酸配列
個のアミノ酸配列を のア
のアミノ酸配列で，下段は

の安定発現

ミノ酸配列と置換した。その
のアミノ酸配列である。

に非常に優れた

ゲンなど軟骨細

図１ に示すよ

分化することが

発見されたアシ

系である［ ］．未分化の

胞のマーカー遺伝子を発現し

うに次第に増殖軟骨細胞，

出来る．未分化状態の

ッドボックスを欠損した

細胞は，軟骨前駆細胞で

ていないが， で培養

前駆肥大化軟骨細胞を経て，

細胞は内因性の ，

を発現しているが

あり，未だに 型コラー

を継続することによって，

肥大軟骨細胞まで協調して

そして当研究室で

刺激により増殖が顕著

に促進される．

しく阻害される

本研究におい

ているクローン

の作用と比較す

一方，完全型の を安

ことがわかった［ ］．

て が細胞増殖を抑制

細胞を用いて，その細胞内シ

る目的で， （

定発現させた 細胞は

する機構を明らかにする目的

グナル伝達について解析した

）の 末端領域を

刺激により増殖が著

で， を安定発現し

．さらに，

の相同する領域とを
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ウェスタンブロ
，

を抽出した。そ
抗体に

置き換えた

が作成さ

ッティングによる と
， を安定発現させた各々の

して各タンパク質量 を
より検出した。

れた理由は， に対す

の検出
クローン細胞を バッファ

で分離しウェスタンブロ

（ ）を安定発現させた

る市販の抗体が，

ーにて溶解し，全タンパク質
ッティングした。抗 ，

クローンを用いた［ ］．

に比べ に対して極

端に感度が低い

を付けた遺伝子

り， と相

た． の組

ゼ部位の一部に

）．

種類の

ため， を安定発現さ

の発現が多く行われているが

互作用するタンパク質に変

み換えられたアミノ酸数は

含まれる．また組み換えら

と の組み換え部位の間

と として空のべクター

せ研究することに困難を生じ

， 末端側，または 末端

化が生じることを避けるため

個であり，その中の 個の

れた部位には２つのチロシ

で７個のアミノ酸が異なっ

（ ）を導入し，

たためである．近年は

側に を付けることによ

，今回は を付けなかっ

アミノ酸がチロシンキナー

ンが含まれている（ ，

ていた（図２ ）．これら２

による選択によって得ら

れた安定発現ク

発現細

細胞

響されるか調べ

での細胞の増殖

ローンそれぞれの の発

胞は 刺激により

に を安定発現するこ

た． のみを導入した

が，非添加時の細胞数（

現をウェスタンブロッティン

を発現し完全に増殖が停止

とによって， 刺激によ

細胞（ 細胞）で

）を ％とするとその

グにより調べた（図２）．

する

りその増殖がどのように影

は， 刺激後３日目ま

％ に促進された．

一方， 安定

），形態の著

（ 細胞）の

強く増殖が抑制

全く増殖してい

発現 細胞（ 細胞）

しい変化（接着の剥がれ）が起

増殖は 刺激により非添

されることが分かった．さら

なかった．しかし，

では 刺激により増殖が

こった［ ］（図３ ）．

加時の ％ に抑制され

に 刺激後５日目では，

細胞は非添加時よりは速度は

停止し（非添加時の ％

安定発現 細胞

たが， 細胞の方がより

細胞は３日目と比べて

遅いものの増殖していた
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刺激によ
， ，

養皿）の密度で
ー内で ，５
計測した。グラ

図３ 刺激による
る増殖抑制効果

細胞それぞれを５％
播種し，次の日に （
％ 下で培養した。図に示し
フの各点は３つの独立した実験の

， 発現細胞の増殖抑制と形

を加えた 中に
）とヘパリン（ ）を

た日数後に細胞を回収し，コー
平均値を示し，その標準誤差を

態変化

個 ウェル （ 穴培
添加し， インキュベータ
ルターカウンターで細胞数を
縦軸方向に示した。

（図３ ）．

形態の変化に

が， 細胞

次に，このよ

をウェスタンブ

ついても， 細胞は

は形態の変化は見られるもの

うな違いがなぜ生じたのか調

ロッティングにより調べた．

刺激によって３日後には接着

の丸くなるまでは極端に変化

べるため， 刺激による

は，サイクリン依存性

が剥がれ完全に丸くなった

しなかった（図３ ）．

タンパク質の発現

キナーゼ（ ）のインヒ
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刺激によ
，

相差顕微鏡で撮

ビターであり，

［ ］．軟骨細

る形態の変化
細胞を （

影した（倍率 ）。

細胞周期の 期から 期

胞においても，その発現が

）とヘパリン（ ）で刺激

への移行を阻害することによ

前駆肥大化軟骨細胞の増殖停

し，３日後の細胞の形態を位

り，細胞増殖を阻害する

止の原因となっていること

が示されている

ンパク質の発現

められなかった

ンパク質の誘導

次に，これら

れなかったため

［ ］．その結果，図４に示

が見られた．しかし，

（図４ ）．これらの結果は

が原因であることを示唆して

の細胞で， タンパク質

なのか，翻訳レベルでの誘導

すように， 細胞では

細胞と 細胞では

， 細胞の 刺激による

いる．

が認められなかったのは，

がなかったためなのか，調

刺激１日後から タ

タンパク質の発現は認

強い増殖抑制は タ

転写レベルでの誘導が見ら

べようとした． に

よって の

発現が認められ

そこで， 細

の発現を誘導す

詳細に調べられ

転写レベルを確かめた所，

たが， 細胞では転写の

胞と 細胞の細胞内シ

る細胞内シグナル伝達，ひい

るのではないかと考え，

細胞では 刺激後３時

誘導も見られなかった（図４

グナル伝達の差異を探るこ

ては軟骨分化における細胞内

刺激による 発現細胞と

間で既に の

）．

とで による

シグナル伝達についてより

発現細胞のシグナ
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刺激によ
各クローン細

ファーにより全
体を使用した。

図４ 刺激による
る タンパク質発現の誘導
胞を （ ）とヘパ
タンパク質を抽出し，

， 細胞における

リン（ ）で刺激した。図
，ウェスタンブロッティング

の発現

に示した日数後に バッ
を行った。抗体は抗 抗

の転写の
各クローン細
を抽出し

った。

ル伝達を比較し

誘導
胞を （ ）とヘパリ
た。 に対する特異的なプラ

た．

ン（ ）で刺激した。図に
イマーを用いて，それぞれの全

示した時間後にそれぞれの全
について を行

細胞と

からの

介した経路が必

活性化に差が無

間毎に全タンパ

細胞の と

シグナルが の発現を

須であることは序論でも述べ

いか比較した．それぞれの細

ク質を回収し ，

の活性化に差は見られ

誘導するために，細胞質に存

た．そこで， 細胞と

胞と 細胞を 刺

ウェスタンブロッティングに

なかった

在する転写因子 を

細胞の間で の

激し，図５ に示した時

より， のチロシン

リン酸化を比較

細胞より

）．

細胞質の

の

した．その結果， ，

も強く， 刺激 時間後

はチロシンリン酸化され

の発現が見られない

細胞のどちらでも，

でも持続的に活性化されて

ると核に移行することが知ら

細胞でも のチロシ

のチロシンリン酸化が

いることがわかった（図５

れている．興味深いことに，

ンリン酸化が強く起こって



安倍 慎一・林 恵理子・芦谷 剛一・清水 昭男・瀬尾 美鈴

図５ 刺激による の活性化
のチ

各クローン細
ファーにより全

（
抗体を

いたことから，

刺激後，核画分

ロシンリン酸化
胞を （ ）とヘパ
タンパク質を抽出し，
）抗体を使用した（上のパネ

用いて検出した（下のパネル）。

次に が 刺激後

を分離し， ，ウ

リン（ ）で刺激した。図
，ウェスタンブロッティング
ル）。同様のサンプルをウェス

に核に移行しているかどうか

ェスタンブロッティングを

に示した時間後に バッ
を行った。抗体は抗
タンブロッティングし，抗

を確かめた．細胞を

行い抗チロシンリン酸化

抗体に

ン酸化

チロシンリン酸

はリン

は ，

て調べた（図５ ）．その結果

の核移行が見られた．細胞質

化 抗体では検出さ

酸化された後速やかに核に

とも， 刺激後

， ， 細胞とも

画分では は抗

れなかったため（データは示

移行しているものと思われ

のチロシンリン酸化

刺激 分後にチロシンリ

抗体では検出されたが抗

さず），チロシンリン酸化

る．これらの結果から，

を誘導し，その核移行も引
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チロシンリン
各クローン細

し，細胞核を分

酸化 の核への移行
胞を （ ）とヘパ
離し，核に含まれるタンパク質

リン（ ）で刺激した。図
を抽出した。そしてタンパク質

に示した時間後に細胞を回収
を で分離し。

抗

き起こすことは

ことが分かった

に加

の作用に

いても， 細胞

（ ）抗体を使用し，ウ

出来るが，何らかの原因で

．

え，近年では古典的

重要であることが報告され

と 細胞の間で差が無

ェスタンブロッティングにより

細胞では の転写

である の経路につ

てきている［ ］．そこ

いかどうかを比較した．上

検出した。

を誘導することが出来ない

いても軟骨細胞における

で， の活性化につ

記と同様に，細胞を

刺激し，図６に

り， の

細胞で同

もチ

に転写を促進す

に移行している

示した時間毎に全タンパク質

活性化を検出した．その結果

様に，強く， 時間後でも持

ロシンリン酸化 と同

ることが重要な役割の１つで

か確かめた．活性化

を回収し ，ウェ

， に関しても，

続的に活性化されていること

様に核に移行し，核内の転写

ある．よって， につ

に関しては細胞質にも大量

スタンブロッティングによ

細胞と比較すると， ，

がわかった（図６ ）．

因子をリン酸化して間接的

いても， 刺激後に核

に存在するため と

同様の方法では

べた（図６ ）．

れた． 刺

が見られた．

細胞では

検討することが難しかったの

その結果 ， 細胞と

激後 分において

分では 細胞ではほと

核ではなく，細胞質でのみ活

で，免疫染色法によって活

も 刺激後 分で活性化

， 細胞のどれもで活

んど活性化 は消失

性化 が観察された

性化 の核移行を調

の核移行が見ら

性化 の核への移行

しているのに対して ，

．この結果はウェスタンブ
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の活
図６ 刺激によ

性化
る の活性化と の誘導

各クローン細
ファーにより全

抗体を

ロッティングの

が細胞質内でも

の 刺激後

次に，活性化

胞を （ ）とヘパ
タンパク質を抽出し，
使用した（上のパネル）。同様の

結果と一致しており，

働いている可能性を示唆して

の核移行にも差がないことが

が実際に転写を促

リン（ ）で刺激した。図
，ウェスタンブロッティング

サンプルを抗 抗体を用

による の持続的

いる．以上の結果より，

示された．

進しているかを調べた．そ

に示した時間後に バッ
を行った。抗体は抗
い検出した（下のパネル）。

な活性化によって

， 細胞間に

のために，各々の細胞が

刺激によ

分化に必須であ

なるという特徴

そしてそれは

を指標にして

り と呼ばれる転写因子

り，軟骨前駆細胞と軟骨細胞

的な転写因子である［ ］．

経路依存的に起こるこ

が実際に遺伝子の転

の発現を引き起こすかどうか

で発現されているが肥大化軟

は軟骨細胞を 刺激

とが報告されている［

写を活性化しているかどう

で判断した． は軟骨

骨細胞では全く発現が無く

することにより発現され，

］．そこで私は の発現

かを調べた．各々の細胞を
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活性化
各クローン細

し，免疫染色を
赤く染色されて

の局在
胞を （ ）とヘパ
行った。１次抗体は抗
いるのが活性化 である

リン（ ）で刺激した。図
，２次抗体は

。

に示した時間後に細胞を固定
抗マウス を用いた。

の発現誘
各クローン細

ファーにより全
を使用した。

導
胞を （ ）とヘパ
タンパク質を抽出し，

リン（ ）で刺激した。図
，ウェスタンブロッティング

に示した時間後に バッ
を行った。抗体は抗 抗体

で３時間

い，抗 抗

発現細胞

以上これらの

性化と核移行に

刺激した後に全タンパク質を

体で検出した．その結果

ともに高レベルの の発

結果をまとめると，

ついては と同等に作用で

抽出し， ，ウェ

細胞では はほとんど

現が見られた（図６ ）．

は のチロシンリン酸

きることがわかった．しかし

スタンブロッティングを行

発現されなかったが， ，

化と核移行， の活

ながら， の発現を誘
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に

ている

いままでの結

とそれぞれの核

があることがわ

て， や

インキナーゼイ

よる

果から， 細胞と 細

移行を同程度引き起こすこと

かった．そこで， が活

以外にも重要な役割

ンヒビターを用いた実験を行

の発現誘導には複数の細胞内

胞は のチロシンリ

が出来るにも関わらず，

性化し の発現を誘導

を果たしている経路があるの

って，これを確認しようとし

シグナル伝達経路が関与し

ン酸化， の活性化

の発現誘導に大きな差

するシグナル伝達経路とし

ではないかと考え，プロテ

た．

プロテインキ

化される．そし

いる例が報告さ

か調べた．

もしくは を

加し，そして

ンブロッティン

ナーゼ （ ）と非受容体

て，それぞれ膵臓癌細胞やマ

れている［ ］．そこで，

に対してはそれぞれへ

加えて阻害した． 細胞を

刺激５分後と 時間後に

グを行った．驚いたことに

型チロシンキナーゼである

ウス線維芽細胞において

細胞においてもこれ

の 結合阻害剤である

刺激する 分前に各々

細胞の全タンパク質を回収

， に対するインヒビ

は， によって活性

の発現誘導に関連して

らの経路が関係していない

（ ）

のインヒビターを細胞に添

し， ，ウェスタ

ター だけでなく，

， それ

れた（図７ ）．

経路と

興味深いことに

ぞれに対するインヒビター

しかしこれらのインヒビタ

は独立した経路が の

は，これら全てのインヒビタ

においても同様に

ーでは の活性化は

発現に関わっていることが示

ーは のチロシンリン

の発現の抑制が見ら

抑制されていないため，

唆された．そして，さらに

酸化に影響していた（図７

図７ ，
ン酸化の阻

，
細胞を図
（

を回収し，

， に対するプロテインキ
害
， に対するインヒビターに

に示した濃度のインヒビター，
）とヘパリン（ ）で刺

，ウェスタンブロッティ

ナーゼインヒビターによる

よる タンパク質発現の阻
もしくはインヒビターと等量の
激した。その 時間後に バ
ングを行った。抗体は抗

発現と チロシンリ

害
で処理し， 分後に

ッファーにより全タンパク質
抗体を使用した。
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の活
と同様に

性化と のチロシンリン酸
細胞を処理し， （

化に及ぼす ， ，
）とヘパリン（ ）で刺

インヒビターの影響
激した。その５分後に

バッファーによ

）．図７ で

とに，それぞれ

調して抑えられ

り全タンパク質を回収し，
抗体もしくは抗

タンパク質を回収する前に細

のインヒビターにより

ていた．

，ウェスタンブロッティ
抗体を使用した。

胞の形態を撮影した写真が図

刺激による 細胞の形態の

ングを行った。抗体は抗

７ である．興味深いこ

変化も の発現と同

基の形成に深く

昇し，肥大化軟

軟骨分化の前半

点変異が生じる

は四 の形成，伸長に関わっ

関わっていることが知られて

骨細胞まで分化したときにそ

の段階に関わっていることを

と軟骨無形成症を呈する．そ

考 察

ている．その中で，

いる［ ］． は軟骨の

の発現がみられなくなる［

示唆している． の細

の大きな特長は，体幹は正常

は軟骨分化，正常な軟骨原

分化段階に沿って発現が上

］．このことは が

胞膜貫通領域（ ）に

であるが極端に手足が短く

なることである

［ ］．また，

は骨に置き換え

の伸長を抑制す

の発現を

［ ］．これらの点変異は

ノックアウトマウスでは四

られる前の軟骨原基の伸長に

ることであることが予想され

伴う増殖抑制を引き起こす

の恒常的な活性化を引き

などの骨の過剰な発育が

影響される．よって，正常な

た．実際に， は軟骨

［ ］．また， の発現を

起こすことがわかっている

見られる［ ］．四 の長さ

の作用は軟骨原基

細胞に インヒビター

誘導するには の経
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細胞の形態変
と同様の細

路が必要である

殖抑制について

化に及ぼす ， ，
胞を，タンパク質を回収する前

ことが以前からわかっている

の詳細な分子機構はまだ多く

インヒビターの影響
に撮影した。

［ ］．しかし， の

は分かっていない．そこで，

引き起こす軟骨細胞での増

軟骨細胞における



の機能とシグナ

本研究室で，

ル伝達機構の関係をより詳細

の の 末端

軟骨前駆細胞 にお

に解明しようとした．

領域を の の相

ける のシグナル伝達

同する領域と置き換えた

を作成し

を安定発現させ

刺激によ

のとは逆に，

３日目以降徐々

も違いがあり，

態に変化は見ら

，その を安定発現さ

た 細胞と比較したところ

り， 細胞では刺激後３

発現細胞は刺激後５日目でも

に細胞の増殖は回復していっ

発現細胞は細胞の接着が剥

れるものの 発現細胞の様

せたクローンである

， 刺激に対する反応が弱

日目までの細胞の増殖が非

完全に増殖が停止していた

た（図３ ）．さらに，

がれ完全に丸くなるのに対

に接着がはがれることはなか

細胞を， の

いことが示された［ ］．

添加時に比べて促進された

．一方， 発現細胞は

刺激による形態の変化に

し， 発現細胞では形

った．

以上の結果か

予想されたよう

細胞と

ら 細胞

必要であること

所， 細胞では

転写の誘導も見

ら，各々のクローン細胞の

に， 細胞では 刺激１

細胞では タンパ

が の作用によって増

が示された．又，これらの細

刺激後３時間で既に

られなかった．このことによ

タンパク質の誘導に違

日後から タンパク質

ク質の発現は認められなかっ

殖を完全に抑えるためには

胞で によって

の発現が認め

り 細胞では 遺

いが見られないか調べた．

の発現が見られた．しかし，

た（図４ ）．このことか

タンパク質の誘導が

の転写レベルを確かめた

られたが， 細胞では

伝子の転写誘導が起こって

いないことが分

の発現

であることを示

発現による強力

胞と 細胞

細胞内シグナル

のではないかと

かった．

誘導の重要性は， 細

した他の研究者によっても報

な増殖抑制が軟骨分化に重要

の細胞内シグナル伝達の差

伝達，ひいては軟骨分化にお

考え， 刺激による 発

胞が軟骨細胞に分化する際に

告されている［ ］．これと

な役割を担っていることが示

異を探ることで による

ける細胞内シグナル伝達につ

現細胞と 発現細胞の

の発現誘導が必須

上記の結果から， の

唆された．そこで， 細

の発現を誘導する

いてより詳細に調べられる

シグナル伝達を比較した．

まずは， 細

胞と 細胞

刺激 時

二量体化するこ

のチロシンリン

どうかも確かめ

胞と 細胞の間で

の両方で， 刺激による

間後でも持続的に活性化され

とにより核へと移行し，転

酸化に差はなかったので，次

た．その結果， 刺激後

の活性化に差が無いか比

のチロシンリン酸化

ていた（図５ ）． は

写因子として働く． 細胞と

にチロシンリン酸化

分で 細胞と 細

較した．その結果， 細

は 細胞よりも強く，

チロシンリン酸化されると

細胞では

の核への移行に差が無いか

胞どちらも同様にチロシン

リン酸化

いことが分かっ

近年では

ている［

結果，

が核画分に検出され，

た（図５ ）．

の経路が，軟骨細胞にお

］．そこで， の活性

に関しても と同様に

の核移行についても 細

ける の作用に重要

化が 細胞と 細胞の

細胞と 細胞の両

胞と 細胞に差が無

であることが報告されてき

間で差が無いか比較した．

方で， 刺激 時間後
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でも持続的に活

化を介して転写
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性化されていることがわかっ

を促進する．よって，活性化
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た（図６ ）． も核

の核移行について

移行し，転写因子のリン酸

も免疫染色法にて調べた．

活性化

られ， 細胞と

細胞ではほと

細胞質でのみ活

よる の

が活性

核内の

は 刺激後 分で

細胞の間に差は見ら

んど活性化 は消失

性化 が観察された．

持続的な活性化によって

化されているのに，長時間の

特異的ホスファテースであ

細胞， 細胞， 細

れなかった（図６ ）．又，

しているのに対して ，

この結果は図５ の結果と

が細胞質内でも働いて

刺激後では核内に活性化

る の作用によるもの

胞の全てで核への移行が見

刺激後 分では

細胞では核ではなく，

一致しており， に

いる可能性を示唆している．

が見られない理由は

であるという報告がある

［ ］．

さらに，軟骨

胞における転写

ほとんど発現さ

の細胞に差が見

らのシグナル特

と同様に活性

特異的な転写因子 の発

促進の機能を有しているかど

れなかったが， ，

られなかった（図６ ）．この

異的に起こることを示したも

化できることを表している．

現を指標に，各クローン細胞

うかを調べた．この結果も

発現細胞ともに高レベルの

結果は の発現誘導は

のである．そして は

の活性化 が軟骨細

， 細胞では は

の発現が見られ，二つ

ではなく か

の活性化において

以上のことか

示された．しか

の発現を

え， の発

［ ］ と

することによっ

だけではなく

ら 細胞は 細胞と

し，それにも関わらず

誘導するためには や

現誘導に関連している例が

の関与を調べた．プロテ

て， 細胞の の発現

の発現誘導に関与して

同様に ， の

細胞では の発現誘導

以外にも重要な経

ヒト膵臓癌細胞やマウス線維

インキナーゼのインヒビタ

誘導に影響が出るかどうかを

いるかどうかについても調べ

活性化を引き起こすことが

が起こらない．そのため，

路があるのではないかと考

芽細胞で報告されている

ーを用いてその経路を阻害

調べた． が

た．まず， の経路

を により

ことにより

の発現誘

それと同調して

発現誘導に関わ

で， の

阻害した． は，

の活性化を阻害する．

導が抑えられた（図７ ）．

のリン酸化が抑えら

っていることが示された．最

阻害実験にて同じように

をリン酸化し活性化する

の により

又， 刺激５分後には

れた（図７ ）．これにより

近， 細胞（

の発現が抑えられること

の活性を阻害する

刺激１日後の 細胞の

の活性化が抑えられ，

の経路も の

）や， 細胞

が他の研究者からも報告さ

れた［ ］．

あることを示し

次に と

ある もし

れに対するイン

これらの報告と今回の結果は

ている．

の経路について調べた．

くは を加えて阻害した．

ヒビター によって

， が軟骨細胞におけ

と に対してはそれぞ

興味深いことに， だけ

も同様に の発現の抑

る の作用に重要で

れへの 結合阻害剤で

でなく， それぞ

制が見られた（図７ ）．し
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細胞に
はチロシンリン酸
ン酸化には
線で表した。又，
も果たしていると

図８ 細胞におけ
おいて が の発現
化されることにより活性化され
， ， が活性化される

， ， は
思われる。特に につい

る による転写誘導のモ
を誘導するには を介し
，核に移行し の転写を促
必要がある。 のチロシン
のチロシンリン酸化だけでなく
ては軟骨分化特異的な の発

デル図
た経路を必要とする。
進する。 のチロシンリ
リン酸化への関わりを赤い点
，それぞれで，その他の役割
現を誘導する。

かしこれらのイ

した経路が

れら全てのイン

刺激により著し

た．このことは

るものであるこ

ンヒビターでは の活

の発現に関わっているこ

ヒビターは のチロシ

い形態変化も起こすが，上記

，細胞の形態変化が に

とを示唆していると考える．

性化は抑制されていないた

とが示唆された．そして，さ

ンリン酸化に影響していた

のインヒビターはこの形態変

よるものか と同様の

また， 細胞でも

め， 経路とは独立

らに興味深いことには，こ

（図７ ）． 細胞は

化も抑制する傾向が見られ

機構で制御される因子によ

の発現が誘導されず，著

しい形態の変化

このように

は

リン酸化と関係

のプロモーター

も見られないことからインヒ

， ， の分子を

の活性化には影響せず

しているのではないかという

領域に結合して転写活性を発

ビターによる実験の結果と一

介したどの経路も の

，それらを介する経路はそれ

結果が得られた． は

揮することがわかっている

致している．

発現に関わっており，又，

ぞれで のチロシン

直接 遺伝子の上流

［ ］．この事と上記の結果
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から，次のよう

発現誘導は最終

林 恵理子・芦谷 剛一・清水 昭

な関わりあいが考えられるの

的に 経路の活性化が
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ではないだろうか．

必要であるが， 経路

による軟骨細胞での

は により活性化さ

れる様々な経路

より が

はセリン，スレ

チロシンとセリ

核移行とプロモ

さらに

る［ ］．

から調節されている（図８）．

の発現を誘導できる

オニンキナーゼであり，チロ

ンの２種類のリン酸化が関わ

ーター領域への結合，セリン

や は や

らの研究により，多種類

最終的にその全ての経路が

ようになるのでは無かろうか

シンキナーゼではない．そし

っていることが知られている

リン酸化は転写促進活性の増

のセリンリン酸化に関わっ

の細胞で 刺激により

十分に活性化されることに

．しかし や

て， の活性化には

．チロシンリン酸化は主に

強に関わっている［ ］．

ているという報告が多数あ

， が活性化

され，それぞれ

標的配列の候補

ても の

いても，詳細に

るが， ら

性であることが

いと考えている

ホモダイマーもしくはヘテロ

となる配列に結合することが

関わりは十分考えられる．今

調べなければならない．

の ノックアウトマウスの

明らかにされている［ ］，

．

ダイマーを作り のプ

示されている［ ］．したが

後， のチロシンリン

の発現の誘導は を介

研究により軟骨における

従って 細胞の系にお

ロモーター部位に含まれる

って， の系におい

酸化とセリンリン酸化につ

した経路がよく知られてい

の発現が に非依存

いても は関与していな

最終的に

に をチ

はないと考える

この追求も今後

ている理由は，

現細胞では

な増殖抑制は

細胞が の発現を誘

ロシンリン酸化することから

．従ってまだ他にも の

の課題である． が発現

現時点では明らかではないが

の活性化は 発現細胞

経路の活性化による可

導できない原因は不明として

上記の や の経路の

発現を調節する経路，機構

しないにも関わらず

経路が関わってい

と同等に起こっていたので，

能性が高い． 経路の

残された． 細胞と同様

活性化の欠如によるもので

が存在する可能性がある．

細胞で増殖の抑制が起こっ

ると考えられた． 発

発現細胞の一時的

活性化によって， ファ

ミリータンパク

質が脱リン酸化

と考えられる．

複合体は確認さ

と の複合体

胞で 刺激

質の や の脱リン酸

することによって 等の

らは，未分化で対数

れず，飽和密度に達し軟骨細

が増加していると報告して

により や のタンパ

化が起こるためではないかと

転写因子との結合が起こり細

増殖期にある 細胞

胞への分化が誘導された

いる［ ］． の軟骨細

ク質が脱リン酸化されること

推測される． タンパク

胞周期の移行が抑制される

では ， と の

細胞では ，

胞のモデルである 細

が報告されている［ ］．

これらの脱リン

に関しては

でに脱リン酸化

ければならない

以上，本研究

酸化には 経路が関

軟骨細胞の 刺激に対す

される．同様なことが

．

において，軟骨細胞のモデル

わっていることが最近分か

る増殖抑制反応の最も早期の

細胞で起こっているかどう

細胞である 細胞を用

っている［ ］．また特に

反応で，刺激後一時間です

かについては今後確認しな

い， による細胞の



完全な増殖停止

刺激により

には タンパク質の発

の発現を誘導するた

軟骨前駆細胞 にお

現誘導が重要であることを示

めには複数の経路が関わって

ける のシグナル伝達

した．さらに， が

いることを示唆した（図８）．

なぜ，複数のシ

は軟骨分

ってしまうと，

う．長骨の形成

その局所的な調

そしてこれらの

胞の反応に反映

グナル伝達経路の活性化が

化の段階を決定的に進める因

もう後戻りは出来ないとする

と長さの調節は軟骨原基内の

節には多数の増殖因子，

因子は互いに関わり合ってい

するためにこのような多数の

の発現誘導に必要な

子だからでは無かろうか．例

ならば，それは厳密に調節さ

成長板の軟骨細胞の増殖と分

る［ ］．これらの因子の

シグナル伝達経路が存在する

のだろうか．それは恐らく

えば の誘導が起こ

れなければいけないであろ

化により調節されており，

などが関与している［ ］．

微妙なバランスを個々の細

ことで，それぞれの因子か

らのシグナルの

などの

発現細胞

性化され

を持っており独

の欠如により抑

の発現が

クロストークなどが行えると

経路はそれぞれ 発現

における の活性から

の発現誘導能を持っている．

自の役割である の発現

えられていることを意味す

抑えられる．これは，この仮

考える．又， の下流

以外の独自の役割を持ってい

伺える． 発現細胞で

しかし， は発現しない

を誘導できるが の発

る．一方 により

説を支持する結果であろう

のシグナル伝達経路である，

ると考える（図８）．それは

は と同様に活

．これは は活性

現はそのほかの経路の活性

の活性化を抑えると

．こういった機構により，

によって

クロストークを

分化に決定的な

の増殖抑制に多

ぜ や

の 時

殖抑制及び分化

活性化されるそれぞれの経

介してバランスが取られ，軟

因子を誘導するのではないだ

くのシグナル伝達経路が関わ

ではなく のみ

間以上という長時間の活性化

調節の分子的機構についてさ

路はそれぞれ独自の役割を果

骨分化の条件がそろったとこ

ろうか．今回の研究で，この

っていることがわかったが，

がこういった反応を引き起

にはどのような意味があるの

らに解明したい．

たしつつ異なる増殖因子の

ろで を始めとする

ように の軟骨細胞

今後，軟骨細胞においてな

こすことが出来るのか，

かなど， による増

［ ］

［ ］
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