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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞分化にあずかる分泌性蛋白質因子の網羅的な同定をSST-REX法によって試
み、マウス肋軟骨成長板軟骨から約70種のシグナル配列を有する分泌蛋白および膜蛋白質を同定した。この中か
ら硬組織形成との関連が示されているIGFBP5およびFGFR5に注目し、IGFBP5は増殖軟骨細胞に、FGFR5は増殖軟骨
細胞から肥大軟骨細胞にかけてそれぞれ特異的に発現していることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：In present study, we attempted to identify growth plate chondrocyte-derived 
secretory factors using an efficient signal sequence trap (SST) method. An SST library from mouse 
rib cartilage growth plate cDNA was constructed and screened. We focused on secreted protein IGFBP5 
and membrane protein FGFR5 among more than 70 of proteins identified by the screening. Then we found
 that these were expressed at specific stage during the chondrocyte differentiation stage. IGFBP5 
was highly expressed on proliferating chondrocytes, and FGFR5 was on the middle of 
proliferating/hypertrophic stage.

研究分野： 小児歯科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

軟骨細胞の分化は、内軟骨性骨形成として

長管骨骨端部成長板軟骨の石灰化前線で

行われ、長軸方向への骨の伸長にあずかる

生理現象であり、したがって小児の成長・

発育にとって根幹をなす生命活動である。

ここで、成長板軟骨とは ①それを形成す

る軟骨細胞がそれぞれ分化しているもの

の単一の細胞群からなる組織であること、

②細胞外基質に富むため周囲組織や血流

からのホルモン等による信号を軟骨細胞

は受け取りづらい環境にあること、という

２つの理由から、分化過程の軟骨細胞自身

が産生・分泌する分泌性蛋白質因子の中に、

より直接的かつ重要な分化調節をつかさ

どる因子が存在し、Paracrine/Autocrine 機

構を介して軟骨細胞の分化が制御されて

いるのではないかと考えた。この仮説を踏

まえ、成長板軟骨細胞が細胞外へ放出する

分泌性蛋白質因子に限局して、軟骨細胞分

化を調節する鍵となる因子の同定を試み

るべく研究を設計した。 

 

２．研究の目的 

軟骨細胞の分化調節メカニズムにあずかる

新しい知見を得ることを目的とし、 in 

vivo・in vitro 両面からの評価を加えるべく

以下の実験を試みた。 

(1) 成長軟骨細胞分泌性蛋白質因子の同定

（SST-REX 法） 

(2) 候補因子（IGFBP5, FGFR5 を含む）の

成長板軟骨（in vivo）での発現評価 

(3) 軟骨前駆細胞株 ATDC5（in vitro 軟骨細

胞分化モデル）を用いた発現評価 

 

３．研究の方法 

(1) 成長軟骨細胞分泌性蛋白質因子の同定 

 SST-REX 法は、Ｎ末端にシグナル配列を

有する分子のみを単離できるスクリーニン

グ法である。また、IL-3 非存在下での BaF3

細胞の growth という極めてシンプルなアッ

セイ系により評価できるため、分泌型蛋白

質のスクリーニング法として極めて有効な

手法である。具体的には以下の手順で行う。 

① レトロウイルスライブラリの作製 

 2 週齢 C57BL6/J マウスの肋軟骨成長軟骨

より poly(A)+ RNA を調製し、逆転写により得

られた cDNA を pMX-SST ベクターの BstXI

サイトにサブクローンして成長軟骨 cDNAラ

イブラリを作製した。これを PlatE パッケー

ジング細胞に導入し、レトロウイルスライブ

ラリを得た 

(2) in vivo での発現評価 

 (1)で新たに得られた候補因子の中から、

分泌性蛋白質因子 IGFBP5 および膜蛋白質

因子 FGFR5 に注目し、成長軟骨での発現

を、マウス脛骨骨端成長軟骨から作製した

組織切片を用いて、in situ ハイブリダイゼー

ション解析により詳細に評価した。解析を

行う対象は分泌性蛋白質因子であるため、

産生している細胞の in vivo での検出には in 

situ ハイブリダイゼーション法が効果的で

ある。 

(3) 軟骨細胞分化モデル ATDC5 細胞を用

いた発現評価 

 ATDC5 細胞はインスリン刺激によって線

維芽細胞様の形態から軟骨細胞へと分化す

る軟骨細胞分化モデル細胞株である。分化誘

導した各段階の ATDC5 細胞から total RNA

を調製し、半定量的 RT-PCR 解析にて、

IGFBP5 および FGFR5 の各分化過程での経

時的発現を評価した。 

 

４．研究成果 

マウス肋軟骨成長板軟骨より 313クローン

を単離し、約 70 種の分泌蛋白および膜蛋

白質を同定した。この中から硬組織形成と

の関連が示されている Insulin-like growth 

factor binding protein 5 (IGFBP5) および

Fibroblast growth factor receptor 5（FGFR5）



に注目し、in situ hybridization 解析によって、

IGFBP5 は増殖軟骨細胞（P）に、FGFR5

は増殖軟骨細胞から肥大軟骨細胞（P〜H）

にかけてそれぞれ特異的に発現しているこ

とを突き止めた【図１】。さらに、軟骨細胞

分化モデル細胞株 ATDC5 より抽出した

RNA を用いた RT-PCR 解析によって、同様

の発現パターンを確認した【図２】。 

 

 
【図１】 

 

【図２】 
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