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研究成果の概要（和文）：細胞外基質の高次立体構造の変化により、その生理的活性が調整される。今回、われわれは
細胞外基質であり、基底膜の構成成分であるラミニンの高次立体構造の変化による骨形成過程での制御機構について、
その解析を行った。まず、ラミニンの高次立体構造の変化を感受するモノクロナール抗体を作成した。次に細胞レベル
にてラミニンの高次立体変化特異的抗体を添加し、骨誘導系細胞培養系にてその変化をみた。さらに個体レベルでの機
能を解析するため、マウス頭蓋骨形成過程において、抗体添加し、その作用を解析した。ラミニン高次立体構造の変化
は骨形成過程における石灰化過程を制御する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The superstructure of extracelluar matrix controls cytokine's activities.  In this
 study, we tried to analyze how laminin super structure effects bone formation through the interaction fgf
 signaling.  We made monoclonal antibodies for laminin super structure and applied them to in vitro and in
 vivo bone formation models. Our results might conclude that laminin super structure could control bone fo
rmation and calcification.
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１．研究開始当初の背景 
   従来は、主に上皮基底膜の成分として研
究されてきた laminin-5 が近年、間葉系組
織にも存在し、未分化間葉系細胞の骨誘導
能を制御する可能性が高まっている（Mol 
Biol Cell. 2005;16:881-890）。しかし、未
分化間葉系細胞の骨芽細胞への分化を MAPK
シグナルを介して促進させるという報告(J 
Cell Biochem. 2007;100:4 99-514)と、骨
芽細胞への分化には関与せず、軟骨細胞へ
の分化を抑制する(Exp Cell Res. 
2005;310:256-269, Stem Cells. 
2006;24:2346-2354)という、細胞レベルで
は相反する結果が存在するなど、統一され
た見解ではない。このような結果を生み出
す背景には、laminin-5 が３つのα、βな
らびにγ鎖から構成される巨大分子であり、
さらに、α鎖やγ鎖のプロセシングによる
立体構造の変化に伴い、その生理作用が異
なること(J Biol Chem. 
2000;275:22495-22502 他)があげられる。
しかし、従来の研究では laminin-5 の各構
成部位の人工タンパクを用いて、その機能
を細胞レベルで検討するという方法が採ら
れてきた。よって、ダイナミックな立体構
造の変化に伴う生理活性機能の変化を正確
に捉えることが困難であった。 
２．研究の目的 
  BMP は、強力な骨誘導能を有しているこ
とから世界中の研究者が骨再生治療への臨
床応用を目指している。しかし、未だ広く普
及するには至っていない。この背景には、BMP
が生体内で拡散しやすいため、適切な担体の
併用が必要であること(J Musculoskeletal 
Res. 2002. 河井業績)や、タンパク精製に対
するコストの高さなどの問題が存在してい
る。そこで、BMP を遺伝子の状態で生体内に
デリバリーし、骨欠損部周囲の細胞の骨再生
能を促進することを目指した。ウイルスの毒
性や免疫応答の惹起等 (Gene Ther. 2004. 
河井業績) から、より安全な非ウイルス性ベ
クターである BMP-2 遺伝子発現ベクター
(pCAGGS-BMP-2)を構築し、遺伝子導入効率を
高めるために in vivo electroporation法を
併用した骨再生法を開発した(Human Gene 
Ther. 2003. 河 井 業 績 . 国 際 特 願
2006-511121)。この研究の課題として、プラ
スミド濃度や in vivo electroporation の回
数といったパラメーターを変化させても、再
生する骨量に大きな変化がみられなかった
ことがあげられる。そこで、この骨誘導法に
対して、再生速度、再生骨量などの制御機能
を付与することを試みた。その結果、BMP へ
テロダイマー形成ベクターの構築やBMPホモ
ダイマーの産生量制御ベクターの構築など、
ベクターの遺伝子発現レベルでの制御能の

付与によって、再生骨の速度や量を増加させ
ることに成功した(BMC Musculoskeletal 
Disord.2006, BBRC. 2009 河井業績)。しか
し、１つの液性因子の遺伝子発現レベルでの
制御機構のみでは限界があり、骨形成速度の
加速や形成される骨量の増加といった“正”
の制御には成功したものの、臨床応用には、
“負”の制御とともに、これらの制御を時空
的にコントロールするシステムが必要であ
ると考える。そこで、濃度依存的に BMP の骨
誘 導 能 を 調 節 す る と い う 現 象 (Bone 
2005;36:399-407)が報告されている FGF と、
これらの液性因子をトラップし、必要に応じ
てリリースするという制御機能を有すると
される細胞外基質 (Nature Cell Biol. 
2000;2:225-229)に着目した。 
３．研究の方法 
 (1) laminin-5 の高次立体構造の変化に対  
応するモノクロナール抗体の作製 
 (2) マウス、ニワトリ顔面骨形成過程にお
けるlaminin-5プロセシング部位ならびに切
断酵素 TLD(Tolloid-like 
metalloproteinases)の発現解析 
 (3) in vitro での BMP ならびに FGF と
laminin-5 との相互作用解析を作製した抗体
を用いて行う 
(4) マウス胚への抗体移植と顎顔面骨の表
現型の同定 
(5) Fgfr1 conditional knock out (CKO)マ
ウス胚への抗体移植による頭蓋骨の表現型
の同定 
(6) (4), (5)での骨形成過程における経時的
MAPK シグナル関連因子の発現解析 
 
４．研究成果 
 (1) laminin-5 の高次立体構造の変化に対  
応するモノクロナール抗体 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 1

に示すようにラミニンの高次立体構造の変
化の対応する抗体作成に際して、BMP-1 にて
プロセシングする部位を想定し、抗体作成に
おける抗原
とした。抗
原は図 2 に
示すように
解析を行っ
た。 
 
 

図 1 laminin-5 α鎖LG3-4間特異的抗体 

図２ 抗原蛋白 
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(2)in votro での作成抗体を用いた骨誘導で
の解析 
 ①骨誘導培養系での抗体添加による骨誘
導能の変化：laminin-5 を添加した培養皿を
用いて、マウス未分化間葉系細胞である
C3H10T1/2細胞へのBMPならびにFGFを用い
た確立された骨誘導系にて、作製した抗体
の添加による骨誘導能の変化を ALP 染色な
らびに生化学的に解析を行った。 
②遺伝子発現解析: 骨関連因子(ALP, 
Osteocalcin, Osteopontin, Runx2, Msx, 
Twist, Dlx5)、FGF シグナル ( FGF2, 4, 9, 
18,およびFGFR1,2,3)、BMPシグナル (BMP2, 
4, 7 および Noggin, Chordin, Sclerotin
などのアンタゴニスト)、 MAPK シグナル 
(Grb2, Ras, Raf, MEK, ERK)とその抑制因
子(Sef, Spred, Sprouty)の遺伝子発現解析
を行った。 
(3)マウス胚への抗体移植と顎顔面骨の表現
型の同定 
 マウス E14.5 の頭蓋部位を取り出し、作製
した抗体添加状態で 2 日間器官培養を行い、
組織学的解析を行った。 
(4) Fgfr1 conditional knock out (CKO)マ
ウス胚への抗体移植による頭蓋骨の表現型
の同定 
 CKO マウスを用いて、in utero 法による抗
体移植を行った。E12.5 の段階にて、抗体移
植し、E16.5 までの経過を観察した。 
 
CKOマウスの頭蓋形成において石灰化度はWT
と比較し、差を認めた。 
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