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間葉系 の未分 化な細胞 の骨形成 のメカニズム を解 明す るこ とは、骨折治療 な どの医

療への応用 に繋が り重要 で ある。未分化 な細胞が骨形 成 に寄与す るため には骨芽細胞

へ分 化す る こと、そ して骨形成部位へ の移動す る ことの両方が重要 で あるが、 これ ま

で分化 と運動 について包括的な研 究 はなされ て こなか った。

申請者 は未分 化な細胞 は骨分化 の段 階 によ り細胞形態 、接着能 、運 動能が変 わ る こ

とを未分化 間葉 系細 胞株ST2細 胞 と骨髄 よ り得 られた初代培養細胞 を用 いて 明 らか に

し、分化 と運動 の関係 につ いて新たな知見 を示 した。

まず 、最 初 に骨分化 を誘導 す る ことが でき るマ ウスの4つ の細胞株 を用 いて運 動能

を調べ た。す ると、4つ の細胞株 間にお いて運動能が違 うこ とが分 か った。 これ らの

細胞株 は分化 段階が 異なる細胞株で あ り、分化段階 にお いて運動能 が変化す るので は

な いか と示 唆 された。そ こで、未分化 な細胞株ST2細 胞 を用 いて骨分 化 を段 階的に誘

導す る ことがで きる分化実 験系 を構 築 し、分化 と運動 能 につ いて解 析 を進 めた 。段階

的 に骨分化 を誘導 し、分化段階 の違 いによ る細胞形態、運動 、接着 の変 化 を観察 した。

す る と、骨分化 に伴 い細胞 形態が ダイナ ミックに変化 す るこ とが 明 らか にな った。骨

分化初期 にお いて は細 胞運 動が元進 してお り、そ の時 期 にはアクチ ン細胞骨格 の制御

に重要で あるRhoフ ァミ リー低分子量Gタ ンパ ク質で あるCdc42とRaclの 活性が高

くな って い ることが わかった。 また、骨 分化後期で は細胞接着能 が元進 してお り、運

動能が低下す ることがわか った。さ らに細 胞運 動のタイム ラプス ビデオの撮影 を行 い、

未分化な細胞がmesenchymalmodeに よ って速 く移動 す ることを明 らか とした。

次 に、mesenchymalmodeに よ る細胞運動が低分子 量Gタ ンパ ク質 のRhoAの 下流

で働 くROCK（Rho－associatedkinase） の阻害剤で あるY27632を 処理す る ことによ って

促進 され る ことをST2細 胞、及びマ ウスの骨髄 よ り調製 した間葉 系細胞 を用 いて 明 ら

か に した。Y27632に よ る運動促進 の作用 は、マ ウス のinVivo異 所性 骨形成モデル に

お いて も有効で あ った。Y－27632を 供給す ることによ ってマ ウスの骨形成部位へ の細胞

の動員が顕著 に促進 され、その後 、骨 形成が進 む とコ ン トロール と比べ大 きな骨が形

成 され る ことが 明 らか とな った。 これ らの ことか ら、invivoで の運 動促進が骨形成 を

増強す る ことを明 らか とした。

本研 究か ら、申請者 は骨分化段 階によ って細 胞運 動 に変化が ある ことが明 らか とし、

骨分化 と細 胞運 動 の関係 に新たな知見 を示 した。 また、細胞運動 を促進す る ことによ

り骨形成が増強 され ることを示 し、 間葉 系幹 細胞 の性質の解 明に貢献 した。
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骨 形成 にお け る間葉系 の未分化 な細胞 を解 析す るこ とは、骨形成 のメカニズ ムの解

明、さ らには骨折治療や再生医療な どの医療 への応 用 に繋が り重要 であ る。申請 者は、

骨分化 段階 によ って細胞運動能 に変化が ある と予 想 した。実 際、分化段 階が異 なるマ

ウスの細胞株 を用 いて細胞運動能 に違 いが あることを明 らか とした。

また、未分化な細胞株ST2細 胞 を用 いて骨分化 を段 階的に誘導す るこ とがで き る分

化実 験系 を構 築 し、分化 と運動能 につ いて解 析 を行 な った。 分化 段階 の違 いによる細

胞 形態、運動 、接着 の変化 を観察 した と ころ、細胞 形態が骨 分化 に伴 いダイナ ミ ック ・

に変 化す る ことがわか った。未分 化な時期で はアクチ ンス トレス フ ァイバ ーの形成 、

接 着班の形成が 強固 にな って いるが分化初期 段階に消失 し、紡錘 状 に細胞 形態が変化

す ることがわか った。細胞運動 は形態変化が 大き く見 られ た分化 初期段 階 に優位 に充

進 し、分化段 階後期 には運動速 度は初期 の細胞 と同程度 まで 減少す る ことを明 らか と

した。 さ らに細胞運 動 の促進が見 られた分化 初期 段階 にアクチ ン細胞骨格 の制御 に重

要 であ るRhoフ ァミリー低分子量Gタ ンパ ク質 のCdc42、Raclの 活1生が高 くな って

い ることが 明 らか とな った。 さ らに細胞運動 をタイム ラプス ビデオ によ り観 察 を行 う

事 によ ってそ の運動様式 がrnesenchymalmodeで ある ことがわか った。分化後期 の時

期では細胞 の接 着能が促進 され る ことが 明 らか とな り、細胞 接着が細胞運 動 に関与 し

て いることが示唆 され た。

次 に、ST2細 胞 とマ ウスの骨髄 よ り初代培養 を行 な った間葉系細胞 を用 いてROCK

阻害剤で あるY27632を 処理 す ることによ りmesenchymalmodeに よる細胞運 動の促

進 が引 き起 こされ る事 を明 らか とした。Y27632処 理 による運 動促 進作用 は骨分化 し

たST2細 胞や 骨芽細胞株MC3T3－E1細 胞 で は見 られなか った。この ことか らY27632

処理 は未分化な細胞特 異的に細胞運 動 を促進 する ことが明 らか とな った。Y27632に

よ る未分化 な細 胞 の運 動促進 はマ ウス の異所 性骨形成 モデ ル によ る実験 にお いてin

vivoで も引き起 こされ る ことがわ か った。Y27632を マ ウス に供給す る ことによ って

骨 形成部 位へ の未分 化な細胞 の移 動が促進 され、コ ン トロール に比べて 大きな骨がで

きた。 この ことか ら未分化 な細胞 の細胞運動 を促 進す る ことによ る骨形 成の促進が 明

らか とな った。

以上 のよ うに、本論文 は分化 と細 胞運動 の関係 につ いて新 たな知見 を明 らか に した

もので、学術 上、応 用上貢献 す るところが 少な くな い。 よ って審査委員 一一同は、本論

文が博士 （バイ オサ イエ ンス）の学位 論文 と して価 値 ある もの と認めた。


