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研究成果の概要（和文）：　頭蓋骨縫合早期癒合症患者の骨癒合部位で高発現している遺伝子として発見されたNELL1
は、骨形成を促進する作用をもつことから骨再生治療への応用が期待されるが、NELL1の受容体およびそのシグナル伝
達機構はよくわかっていない。本研究では、NELL1受容体の探索およびシグナル伝達機構の解明に取り組み、インテグ
リンがNELL1の細胞接着活性を担う受容体として機能し、骨分化シグナルを活性化することを見出した。

研究成果の概要（英文）： The NELL1 gene was originally identified in craniosynostosis patients as being 
specifically upregulated within prematurely fusing sutures. Because of its potent osteoinductive 
activity, NELL1 protein may be useful for bone regeneration therapy. However, there is little knowledge 
regarding NELL1 receptors and NELL1-mediated signaling pathways. In this study, we demonstrated that 
NELL1 promoted osteoblastic cell adhesion through cell-binding sites localized to the C-terminal region 
of NELL1. We also identified integrin β1 as the major cellular receptor necessary for cell adhesion onto 
NELL1 and the focal adhesion kinase (FAK)-mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway is involved in 
NELL1 signaling.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 骨関連疾患の骨組織再生治療では、おもに
生体吸収性材料を担体として、骨形成因子; 
bone morphogenetic protein (BMP)等を利用し
た治療法が試みられているが、効果や費用の
点で十分とはいえず、新たな骨再生治療法の
開発が望まれている。ヒト頭蓋骨縫合早期癒
合症患者の骨癒合部位で高発現している遺
伝子として発見された NELL1 は、分子量約
140 k の分泌タンパク質をコードしており、
種々のモデル系を用いた動物実験において
特異的に骨分化を促進することが知られて
いるが、NELL1の細胞膜受容体および骨分化
に関わるシグナル伝達機構の詳細はわかっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究課題では、NELL1および NELL1受
容体の機能を応用した骨組織再生治療法の
基盤技術の確立を目的として、(1) NELL1受
容体の探索および同定、(2) NELL1の骨分化
シグナル伝達経路の解明、(3) NELL1タンパ
ク質の機能領域の解析等を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)	 NELL1タンパク質との結合性を指標にし
た受容体スクリーニングを実施するととも
に、NELL1 の N 末端側に、ラミニンやコラ
ーゲンなどの細胞外マトリックスタンパク
質に見られる LG ドメインがあることから、
それらの細胞膜受容体であるインテグリン
サブユニットと NELL1 との相互作用を解析
した。 
(2) マウス間葉系細胞株である C3H10T1/2細
胞の NELL1 タンパク質に対する応答能を指
標にして、NELL1の骨分化シグナル伝達経路
を解析した。 
(3) NELL1タンパク質が有する複数のドメイ
ン構造のうち、多量体形成に関わるコイルド
コイル構造に注目して、NELL1の多量体形成
機構と、それに伴う細胞接着活性について解
析した。 
	 
４．研究成果	 
(1) NELL1受容体のスクリーニングを行うに
あたり、最初に NELL1 タンパク質の大量発
現系の構築を行った。NELL1は複数のドメイ
ン構造からなる巨大糖タンパク質であるこ
とから、大腸菌や酵母でなく、哺乳動物細胞
を用いたタンパク質発現系が必要である。
我々は、組換えタンパク質の一過性発現で定
評 の あ る invitrogen 社 の Freestyle 293 
expression systemを利用して、NELL1タンパ
ク質の発現ベクターをヒト胎児腎臓由来細
胞株である 293-F細胞に導入し、G418で選択
することにより安定形質発現株を樹立した。
293-F 細胞は浮遊状態で培養可能であり、無
血清培地で増殖することから、１週間ほど培
養した培養上清から簡便に NELL1 タンパク
質を精製することに成功した。発現効率は、

最高で 4 mg/L培地に達し、組換え NELL1タ
ンパク質は C3H10T1/2 細胞に対して骨分化
誘導活性を示した。これにより、NELL1タン
パク質を研究用に大量供給することが可能
になった。 
 
(2) NELL1タンパク質の N末端には細胞外マ
トリックスタンパク質に多く見られるラミ
ニン G (LG)ドメインが存在することから、細
胞外マトリックスタンパク質の代表的な細
胞膜受容体であるインテグリンとの結合性
について解析した。最初に、NELL1タンパク
質の細胞接着活性を調べたところ、予想に反
して、細胞接着活性は LGドメインではなく、
C 末端側に観察された。しかしながら、この
細胞接着活性はインテグリンの細胞接着阻
害剤である EDTAにより阻害され、各種イン
テグリンサブユニットの阻害抗体を用いて、
細胞接着阻害実験を行ったところ、インテグ
リン α3鎖と β1鎖の阻害抗体によって細胞接
着が阻害されたことから、NELL1はインテグ
リン α3β1 を介して細胞に接着することが示
唆された。NELL1による骨分化過程において、
mitogen-activated protein kinase (MAPK)シグナ
ルが活性化されることが知られており、イン
テグリンを介する細胞接着が focal adhesion 
kinase (FAK)のリン酸化を経て、MAPK シグ
ナルを活性化することから、NELL1による細
胞接着が FAKおよび MAPKシグナルを活性
化するかどうか調べたところ、NELL1の濃度
依存的に FAKおよび MAPKシグナルカスケ
ードの一員である extracellular signal-regulated 
kinase (ERK)がリン酸化されることが判明し
た。これらの結果より、インテグリン α3β1
が NELL1 の細胞接着活性を担う受容体とし
て機能し、FAK-MAPK 経路を活性化して、
骨分化を誘導するシグナル伝達経路が示唆
された。 
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	 しかしながら、NELL1が骨芽細胞に対して
特異的に骨形成を促進することを説明する
には、インテグリンの他に、骨芽細胞に特異
的に発現する別の受容体、あるいはインテグ
リンの共受容体が存在することが推定され
る。 
 
(3) NELL1タンパク質の細胞接着活性におけ
る機能領域について、種々の欠失変異体タン
パク質を作製して詳細に解析した。その結果、
NELL1の主要な細胞接着活性は、C末端側の
von Willebrand factor type C (VWC)ドメイン
内に存在していたが、その領域に既知のイン
テグリン結合コンセンサス配列は見られな
かった。VWC ドメインは５本のジスルフィ
ド結合により、特徴的な立体構造を取ると予
想されるが、VWC ドメインの組換えタンパ
ク質に対して還元剤処理によりジスルフィ
ド結合を切断しても、細胞接着活性は維持さ
れていた。しかしながら、NELL1タンパク質
の全長の組換えタンパク質の細胞接着活性
は還元剤処理により著しく減少することを
発見した。この理由として、NELL1の細胞接
着活性は VWC ドメインの立体構造に依存せ
ず、NELL1タンパク質のコイルドコイル領域
を介した多量体形成に依存すると考え、コイ
ルドコイル近辺のシステイン残基の置換変
異体を作製して、NELL1の多量体構造形成の
メカニズムを解明した。この置換変異体を用
いた解析から、NELL1タンパク質のコイルド
コイル領域を介した多量体形成に伴うイン
テグリン結合領域周辺の立体構造の変化が、
NELL1 の細胞接着活性に影響することを示
示した。すなわち、NELL1の多量体形成が細
胞接着活性や、その他の生理活性にとって重
要であることを意味する。 
 

	 従って、NELL1タンパク質を骨再生医療へ
の応用する際は、このような NELL1 タンパ
ク質の活性構造のコンフォメーションを考
慮する必要がある。 
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