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Involvement　 ofNotch　 signaling　 in　initiation　 ofprechondrogenic　 condensation

　　　　　　　　　and　 nodule　 formation　 in　limb　 bud　 micromass　 cultures

(軟骨 結節 の初期形 成 にお け るNotchシ グナ リン グの 関与 一肢 芽細胞 高密 度培 養 系 を用 い た解析 一)

内容の要旨

藤　巻

　No巳chシグナリングは発張過程において様々な細胞の運命決定や組

織の形態形成に関与している。 しか しながら、軟骨形成におけるそ

の役割は幾っかのin　VIYOの 研究からその関与が疑われ るが、詳細に

ついてはいまだ明 らかとなっていない。そこで本研究では、肢芽細

胞高密度培養系を用いたin　VIIfOの系で、　NoIchシ グナ リングの軟fi'細

胞分化、及び軟什結節形成におけるその役割を解析 した。

　実験では胎生12.5日 のC57DLGマ ウスの肢芽細胞を採取 し2*10'Mll

mlの 細胞濃度で培養 した。この培養系では軟骨細胞分1ヒと結節形成

がin　vnroで 再現 され る.こ の培　{;に おける1}Noにh関 連遺伝子

mRNAの 系 時的な発現をRT-1℃Rで,thi&1し、2)活 性型Notchl蛋 白の

局在を免疫染色法で調べた。また、この培養系にNotchシ グナルの

抑制剤であるY・secretate附害剤(DAFT)を 投 与しその軟骨細胞分fヒ

と結節形成に対する影響を以下の実験を行い検討 した、:3)ア ル シ

アンブルー染色を行い染色領域、結節数、結節の直径を定鼠、4)

Sox9,　type　Qコ ラーゲンα1鎖mRNAの 発現量を半定最RT・PCRで 計

U9、5)1欲 骨結節の形態的な変化を観察、6)13MP4,　 GllPS.　iaiの

蚤 白発現量をウエスタンブロット法で定量した。以上をDA円'処 理群

とコン トロール群で比較 した、その結果、1)Noichl,　 z,3tdよ ぴ

その リガン ドであるDcltal,　Jaggcdi,　zのmRNAは 、　xQ節 形成が最 も

盛んになる培養:3日 か ら5日 に最も高 く発現 した。z)活 性型

NαcM蛋 白は軟骨結節に局在 し軟骨結節の成熟が進む と結節の辺縁

部により強く染色された畳;i)DAPT投 与群ではコン トロール群に比

し約2.5倍 アルシアンブルー染色領域が大きかった。結節数および結

節の大きさは共にDAPT群 で有意に増加 していたが、結節数の増加が

より顕著であった。4)Sox9お よび巳ypc　llコ ラーゲンalffimRNAの

発現最はDAPT群 で高かった。5)DAP↑ 投 与群の軟1'tFaF7の 形状は

辺縁が不明瞭であった。コントロール群では培養 日数が進むとis節

同士は接触 しなが らもその境界は保たれるのに対して、DAPT投 与群

では結節同士が融合 しその境界は消失 していた,6)DAPT投 与群で

はcars,　 ld且の蛋白発現蜻がコン トロール騨に比 し増加 していた。

　軟骨結節の初期形成のメカニズムとそれに関わる遺伝子はあまり

知 られていない。今回の結果からNolchシ グナルが軟骨細胞の初期分

化を抑制 し、さらに軟骨結節の境界形成に関与している事が示唆さ

れた。またこれらの分化や境界形sFに 対する役割はBMPシ グナルと

協調して行われている可能挫が考えられた.

亮　二

論文審査の要旨

　Nmcfiシ グナ リングは多様な細胞種の分化運命決定と総織の形態形

成に関わっていることが知られているが,軟 骨形成におけるその役

割はほとん ど明らかになっていない。そこで本研究では、肢芽Pn9

系細胞培養を用いたin　vi量roの実験系で軟骨形成におけるNotchシ グナ

リングの役割を解祈した,

　肢芽間葉系細胞培養系におけるNotch関 連遺伝子のmRNA発 現を調

べると.Notchl.z,3#=よ び リガンドであるDcltal.」aggedl.2は 培養1

日目から5n目 にかけて高罷現 していた。 この結果はNotchシ グナ リ

ングが欲骨結節の初期形成期によく機能 していることを示唆 し'こい

る.次 に活性型Notchl蛋 白の局在を免疫組織染色法で調べた,活 性

型Nolch【蛋 白は軟骨結節の初期形成期には結節部位に一致 して発現

が見られ、結節間の領域には発現が見られなかった,ま た軟骨結節

の成熟が進むと活性型NOIch1の 発 現は結節の辺縁部位に移行 してい

た,次 にNulchの 阻害剤であるY-sccrctasc　inhibitor(DAPT)を 投与し

てその表現型を調べると.DAPTの 投 与により結節数、結節の大きさ

は共に増えて軟骨分化が充進 していた。軟骨分化のマーカーである

Sox9,　lYPe　il　cvlingenのmRNA発 現、さらにBMP関 連 遣伝子である

Gl〕FS,　ldlの到{白発現はDArT投 与によりn　 していた。 またDAPT投

与群では結節の辺縁が不明瞭 とな り、軟骨分化の領域形成が正常に

行われていなかった。この事実は、Notchシ グナルを阻害することに

より軟骨分化だけではなく軟骨結節の形態形成に も影響を与えるこ

とを示唆 している。

　審査では,ま ず実際の生体内でのNotchシ グナルの役割に関する質

問がなされた,そ れ に対し畝骨細胞特異的 にNotch1遺 伝fを ノック

アウ トした結果、表現型の異常は見られなかったと回答された。ま

たその理由として.他 の遺伝子によってその機能が代償されている

可能性が高いと回答された,さ らに、NolchとeMrの1欲 骨細胞での柑

関関係について質問がなされた.こ れに対し両者は軟骨形戒におい

ては拮抗的に働くことが示唆 されたが、詳細な機序について隷今後

さらに解祈が必要であると回答された.次 に軟骨結節の1童界形成の

メカニズムに関 して質問がなされた,こ れに対 し軟骨結節の境界形

成に対して過去に着目した報告は少なく、その解ffr手法についても

今後の検討課題であると回答された,

　 以上のように本研究は未だ検討されるべき点を残しているものの、

軟骨細胞の初期分化をNotchシ グナルが抑制する可能性を示した点、

さらに軟骨結節の辺縁、領域形成とい う新 しい視点を呈示 し、それに

NnceM1シグナルが関与する可能性を示唆 した点で有意義であると評価

された,
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