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Reduced　 Expression　 ofThrombospondins　 and　 Craniofacial　 Dysmorphism

　　　　　　　　　　　　　　 in　Mice　 Overexpressing　 Fra]

　　　　　　 (Fra1高発現マ ウスにおけるT』rombospondin減 少 と頭蓋形成異常)

内容の翼旨

西　脇

　 転 写因 子AP・1フ ァ ミリーの1つ であるFre且を全xで 高発現 させ た

トラ ンスジzニ ックマ ウスは、骨形成 能が骨 芽細胞にお いて充進 し

ている ことによ り骨硬 化症 を発症す る。 さ らに このマ ウスでは骨基

質 タンパ クであ るmatrix　gla　protein(Mgp)の 産生増加 が知 られてい

る。そ こで、Fralト ランスジSニ ックマ ウスの骨芽 細胞 にお いて発

現畏常 を きた してい る遺伝子 を同定 し、本マ ウスの骨形成鮨 との関

連を解析 した.

　 まずFralを 強制発現 させた骨 芽細胞培養 系でそ の骨形成能 に対 す

る影響 を観 察 した。 その結 果、石灰沈着様 式が対照 群 と比較 してよ

り均一 化す る ことが分か り、骨基質組成 の変 化が示唆 され た。 そこ

で骨 基 質 の 組 成 を定 鼠PCR法 、 ウエ ス タン ブ ロ ッ ト法 で 解析 し

た。Frelト ラ ンス ジェ ニ ックマ ウス由 来の 骨お よび 骨芽 縞胞 で は

骨 基質 タ ンパ クで あ るlluombospondin-1(Thbsl)、 　Iluombospondin-2

(1「hbs2)の発現が著 明に減少 していた。

　 Thbslお よびThb52遺 伝子のプ ロモー ター領域 にはAP-1結 合 配列 が

あ ることか らレポーターア ッセイ を行 った ところ、Fm重遺伝 子導入

によ り¶lbs2の プ ロモ ー ター活性 は変化 しなかった がThbs【プ ロモー

ター活性は抑 制され た。

　 以上の結果 よn,Fr飢 トランスジ ェニ ックマ ウスの石灰沈着 お よ

び骨 基質 タンパ クの組 成は野生型 マ ウスと異なる ことが分か った。

そ こで骨 基質 の被 吸収 能を隅べ るため、卵巣損出 術を施行 し骨形 態

計測 を行 った ところ、卵 巣摘出騨 では骨 遇質の粗成 が変化 してい る

に もかか わ らず野 生型 マ ウスと同様 に骨形成 ・骨吸 収が充進す る こ

とが明 らかに なうた。

　顎b52ノ ックア ウ トマ ウスは骨形成が増加す る ことが知 られ ている

ため、Fnlト ランスジェニ ックマ ウス とnbsl!rhbs2ダ ブル ノックア

ウ トマ ウスにおい て共通 の表現型 を検 索 した。 この マ ウスでは骨 密

度 の有意 な上昇は見 られ なかった もの の、両者に咬合異 常が見い 出

され た。 さらに頭 蓋冠 お よび 下顕の 前 後径 ・横径 を計測 した とこ

ろ、頭 蓋形 成 異 常 が見 い 出 され た。以 上 よn,Frelト ランス ジ ェ

ニ ックマ ウスにお ける肺b51お よびThbs2の 発 現低下がそ の頭 藍形成

異 常の原 因 となる こ とが 示唆 され た,す なわち、本研究 によ りは じ

めて非 コラーゲン性骨 基質タンパ クであるihromUospondinの 発現異常

がrr形 態形成 の異常 につなが る可能性が示 され た。

徹

to文審査の要旨

　 転 写因子FBIを 全身 で高発現 させ た トランス ジェニ ック(Tg)マ

ウスは、骨芽 細胞 の 骨形 成 能が充 進 し骨硬 化症 を発症 す る。 そ こ

で、骨芽細胞 で発現異 常を きた して いる遭伝子 を同定 し、本 マ ウス

の表現型 との関逮を解析 した。

　 Frelを 強制 発 現 させ た骨 芽細 胞培 養 系で は石灰 沈 普様 式 が対照

群 と比較 して よ り均 一化 す る ことが分 か り、骨 基質 組成 の 変化が

示 唆 され た。 骨 基質組 成 の変化 は、培 養系 で もマ ウス個 体 レベル

で もFral　Tgマ ウス由来の 骨が易吸 収性で あ るこ とか らも示 唆 され

た。 そ こで骨 基 質の組 成 を 定$PCR法 、 ウエ スタン ブ ロ ッ ト法で

解 析 した。Fral　Tgマ ウ ス 由 来 の 骨 ・骨 芽 細 胞 で は骨 基 質 蛋 白

1hrombospor面o・且(Thbsl),　Ihrombospondin・2〔Thbs2)の 発 現 が著明

に減 少 してい る ことが分か った。 さ らに骨 基質組 成の変化 とマ ウス

の表現型の関連 を探 るためにFrol　Tgマ ウスとτhb5巳llLbs2ダブル ノッ

クアウ トマ ウスにお いて共通 の表現型 を襖 索 した。Thbs2ノ ックア ウ

トマ ウスは骨 形成 が増加 す ることが報告 され てい るが、Thbsl/1'hbs2

ダブル ノ ックア ウ トマ ウスでは骨密度 の有意な 上昇は見 られ なかっ

た。 しか しFral　Tgマ ウスでみ られ る頭 盃形態 異常がThbsl/ILbs2ダ ブ

ル ノ ックア ウ トマ ウスで も見いだ され たこ とか ら、77ibs1とThbs2の

誠少が頭 蓋形成 異常の原因である ことが示唆 された。

　 審査で は、まず 培養系 での石灰 沈着 檬式 の変化 とマ ウスの表 現型

の関係に関す る質問が な され た。Frel　T唇マ ウスの石灰沈着 はナノ構

造 レベルで は低い と綴告 されてお り培獲系 での石灰濃度 の低 下と一

致 してい るが骨俵の増加 、頭 謹形成異常 との 閣わ りは不 明で ある と

回答 された。 また、FBI　 Tgマ ウスの脅硬化症 に対する鍍 骨細胞 の影

響について質問がな され 、FBI　Tgマ ウス由来の破 骨細胞 は培養 系で

分化充迦が見 られ るが、問葉 系緬 胞の移植実験 で過剰な骨 形成が再

現 され る ことか ら骨 芽細胞 の異 常が主た る原因 と考 え られ る と回答

された。骨 基質が易吸 収性 である理由 につ いて賀問が な され 、骨基

質組成 が変化 した ことによ り被吸 収性が変化 した と、種 々の骨基質

成 分の遺 伝子 改 変マ ウスの例か ら考 え られ る と回 答 され た。 さら

に、頭蓋形成 異常がお こる機序 について質闘が な され、膜性 骨化で

形成 され る頭蓋冠 と内軟骨性骨 化で形成 され る頭 蓋底 ・下顎 骨間で

ゆがみ が生 じている ことか らFrelに よ り瞑性骨 化 あるいは内 軟骨性

骨化になん らかの影響があ る可能性 が示唆 され る と回答 された。

　以 上のよ うに、本研 究は未 だ検atさ れ るべ き点 を残 して いる もの

の.FBI　 Tgvウ スにお い て骨 基質 組成 が 変化 してお り、Thbslと

nlbs2の 発現低下が頭蓋形態異常の原因 とな ることを示唆 した点で有

意義である と評価 された。
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