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研究成果の概要（和文）：サイトカイン LECT2について、軟骨細胞に対してどのような作用をお

ぼよすかを、Lect2ノックアウト（Lect2-KO）マウスおよび軟骨前駆細胞株を使って探索した。

全身の骨形態学的解析および大腿骨の病理切片を作製し成長板軟骨の形態学的観測を行った結

果、軟骨細胞の分化に差異が認められた。軟骨前駆細胞株の分化誘導時に、LECT2 がどのよう

に作用するかを DNA マイクロアレイで解析した結果、軟骨細胞分化に作用する因子を調整する

可能性が見出された。これらから、LECT2が軟骨細胞の分化に関与する可能性が示唆された。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Regulatory mechanisms of chondrocyte differentiation in the growth 
plate are still not fully understood. In this study, we analyzed effects of LECT2 on growth 
plate chondrocyte differentiation using Lect2-deficient mice and a prechondrocytic cell 
line. Histological analysis revealed that Lect2-KO mice have slightly abnormal growth 
plate structure. DNA microarray analysis shows that addition of LECT2 leads to changes 
in factors of chondrocyte differentiation in prechondrocytic cell line. These results 
suggest that LECT2 might participate in the differentiation of growth plate chondrocyte. 
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１．研究開始当初の背景 
 サイトカイン LECT2（ Leukocyte cell- 
derived chemotaxin 2）は、Yamagoe らによ
り、ヒト好中球走化性因子として報告された。
この LECT2 は、脊椎動物で保存されており、

哺乳類では肝細胞で特異的に産生され、血中
に分泌されている。また、同時期に Hiraki
らにより in vitro で軟骨細胞の増殖促進作
用やプロテオグリカン生成促進作用があり
軟骨基質中に蓄積しているタンパク質とし
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て LECT2が chondromodulin-IIとして報告さ
れた。また、骨芽細胞増殖促進活性を持つと
の報告もある。 
 長管骨の成長は、成長板軟骨の軟骨細胞に
重要な役割があり、静止軟骨細胞、増殖軟骨
細胞、肥大軟骨細胞へと分化・成熟する過程
が必要となる。軟骨無形成症や骨端症は、こ
の成長板軟骨のメカニズムが破綻したり損
傷を受けたりしておこる。これらの原因・発
症機序について、これまで多くの研究がなさ
れ、徐々に明らかになりつつあるものの、よ
り効果的な治療法の確立のためには、さらな
る研究が必要である。これら軟骨細胞の分化
過程は、サイトカインなどが作用して厳密に
制御されている。LECT2 は、肝細胞で特異的
に産生され、血中に分泌されているサイトカ
インであり、上述のように軟骨細胞の増殖促
進因子でもある。肝細胞由来の分泌タンパク
のいくつかは、肝臓増殖因子 HGF をはじめ、
軟骨細胞の増殖促進作用やプロテオグリカ
ン生成促進作用が知られており、慢性肝疾患
の合併症としておこる骨・軟骨疾患への関与
も指摘されている。LECT2も同様、肝臓と骨・
軟骨組織を仲介する因子と考えられ、このタ
ンパクの軟骨細胞に作用する機序を解明す
ることは、肝疾患に伴う軟骨疾患の病態解明
や、治療応用に役立つはずである。しかし、
LECT2 が、軟骨細胞の分化に作用するか、そ
してその機序は一切不明である。 
 研究代表者らは、これまで様々な生理活性
を持つと考えられる LECT2についてその機能
を解析しており、生体内での機能を調べるた
めに LECT2遺伝子欠損（Lect2-KO）マウスを
作製している。 
 
 
２．研究の目的 
 最終目標として、成長板軟骨細胞に着目し
た骨端症をはじめとする軟骨関連疾患の発
症メカニズム及び治療法の開発に応用した
い。そのために、本研究では、Lect2-KOマウ
スおよび培養軟骨前駆細胞を用いて、LECT2
の軟骨形成に対する作用メカニズムを解析
することで、軟骨細胞分化の新しい制御機構
を明らかにすることを目的とした。また、同
時に生理活性を持つ LECT2がどのような高次
構造となっているかを明らかにすることも
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 軟 X 線フォトグラフィ 
 生後 45日目の C57BL6/J背景の野生型メス
マウスおよび Lect2-KOメスマウス、生後 48
日目の BALB/c背景の野生型オスマウスおよ
び Lect2-KO オスマウスを軟 X線を SOFRON 
type SRO-M50で、25 kV、2.5 mA、2 分間撮

影し、骨形態学的観察を行った。 
 
(2) 透明骨格標本 
 生後１日目の BALB/c背景の野生型マウス
および Lect2-KOマウスで軟骨をアルシアン
ブルー8GX、硬骨をアリザリンレッドで染色
して透明骨格標本を作製した。 
 LECT2の骨・軟骨形成に対する作用メカニ
ズムを解析するために、全身骨格と、詳細な
解析を行うために、病理切片を作製し、野生
型マウスと Lect2-KOマウスで全体の骨・軟
骨形成の違いを調べた。 
 
(3) 病理切片作製 
 １，２，４週齢の BALB/c 背景の野生型マ
ウスおよび Lect2-KOマウスから大腿骨を摘
出し、EDTA脱灰したのちに組織切片を作製し
た。H&E染色またはサフラニン O染色を行い
局所的な解析を行った。 
 
(4) Lect2処理した培養軟骨前駆細胞のトラ
ンスクリプトーム解析 
 培養細胞に LECT2を添加し、細胞分化に及
ぼす影響についてアルシアンブルー染色を
して比較した。軟骨前駆細胞株に、CHO 細胞
由来のマウスリコンビナント LECT2を作用さ
せて６時間後の RNAを調製し、アジレント社
製の DNAマイクロアレイで網羅的に遺伝子の
発現を調べた。遺伝子発現のデータ解析は
GeneSpringGXで解析を行った。得られた変量
データについて、生理機能解析およびネット
ワーク解析は、分子間ネットワーク／パスウ
ェイ解析データベース Ingenuity Pathway 
Analysis で行った。 
 
(5) LECT2の高次構造解析 
 CHO 細胞よりマウスおよびヒトリコンビナ
ント LECT2を精製した。ジスルフィド結合解
析は、それぞれ、システイン還元・非還元の
状態でヨード酢酸処理を行い、トリプシン消
化または Asp-N消化を行ったのちにマトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化法によるマ
ススペクトロメトリー解析を行った。金属イ
オンの結合確認は、エレクトロスプレーイオ
ン化法によるマススペクトロメトリー解析
およびエックス線吸収微細構造分析により
解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) Lect2-KOマウスによる軟骨形成の作用解
析 
① 軟 X線による全身骨格の評価 
 6 週齢の C57BL6/J および BALB/c 背景の
Lect2-KO マウスについて、軟 X線写真撮影を
行い、全身骨格に異常が見られるかどうかを
検討した。その結果、いずれのマウス背景・



 

 

性別でも全身骨格に大きな差異は認められ
なかった（図１）。 
 

 
図１．生後４５日目の軟 X線写真像 
 
 
② 透明骨格標本による全身骨格の観察 
 生後１日目の BALB/c 背景の野生型および
Lect2-KO マウスで軟骨をアルシアンブルー、
硬骨をアリザリンレッドで染色して透明骨
格標本を作製し、全身骨格に異常が見られる
かどうかを検討した。その結果、図２のよう
に大きな差異は認められなかった（図中の
Lect2-KO にある肋骨などの変化は作製によ
り生じた artifact）。 
 

 
図２．生後１日目の透明骨格標本。左上に大
腿骨と脛骨のみを示す。 
 
 
③ 大腿骨の病理切片による観察 
１、２、４、６週齢の野生型および Lect2-KO
マウス大腿骨より組織切片を作製した。組織
学的解析から、Lect2-KOマウスでは成長板軟
骨細胞において特に 2および４週齢において
肥大軟骨細胞への分化・成熟に異常が見られ
ることが判明した（図３）。 
 

これらの知見から、LECT2 を介した軟骨細胞
の分化・成熟に関与する機構が存在すること
が確認できた。ただし、この変化は病理切片
による観察でも 6週齢までに差がほとんど見
られなくなり、軟Ｘ線フォトグラフィーや透
明骨格標本などの巨視的な観察では確認で
きず、他のなんらかの因子により骨・軟骨形
成が補われている可能性が考えられた。 
 

図３．生後 14日目の成長板軟骨の様子（H&E
染色像） 
 
 
(2) 培養細胞を用いた遺伝子発現解析 
 軟骨前駆細胞株の分化誘導時に、CHO 細胞
由来のマウスリコンビナント LECT2を作用さ
せて 6時間の RNAを調製し DNAマイクロアレ
イ解析を行った。変動がみられた遺伝子群に
ついて、どの転写因子の制御を受けているか
調べることで、添加した LECT2のシグナル伝
達の最終ポイントを探索した。全体の変化は
少ないながらも 1.5倍以上の変動を見せた遺
伝子群の中に、軟骨細胞の分化・成熟に関与
する遺伝子も含まれていた。パスウェイ解析
より、これらの遺伝子は特定の転写因子の調
節を受けている可能性が見出された（図４）。 
 
 

 
図４．軟骨前駆細胞の分化誘導時に LECT2 を
添加した際に変動する主要遺伝子群とそれ
らを制御する転写因子の関連図 



 

 

(3) LECT2の機能に関する構造解析 
 培養細胞を用いた解析を行う中で、活性が
安定しないケースが生じたため、LECT2 のタ
ンパク化学的解析を行うこととした。 
① LECT2 のジスルフィド結合解析 
マウスおよびヒト LECT2を、システイン還
元・非還元状態でマトリックス支援レーザー
脱離イオン化法によるマススペクトロメト
リー解析を行った結果、LECT2の中にあるシ
ステイン残基 6つが 3つのジスルフィド結合
（Cys25-Cys60、Cys36-Cys41、Cys99-Cys142）
を形成していることがわかり、全部の結合様
式が決定できた。 
 
② LECT2 の金属イオン結合解析 
 LECT2はアミノ酸配列の相同性から亜鉛イ
オンを活性中心にもつタンパク質であるペ
プチダーゼ M23のグループに分類されている。
しかし LECT2が亜鉛イオンを結合するかどう
かは不明であった。そこで、LECT2の生理活
性の探索の一環として、亜鉛イオン結合タン
パク質であるか否かをエレクトロスプレー
イオン化法によるマススペクトロメトリー
解析およびエックス線吸収微細構造分析に
より解析した。その結果、LECT2 は亜鉛結合
タンパク質であることを明らかとした。 
 
今後の研究では、これら特性に注意を払い、
失活しないような条件下で LECT2の活性測定
を行う必要性を見出した。 
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