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研究成果の概要（和文）：　ウシ骨膜細胞を生体に移植すると骨組織を形成する。さらにこの細胞は、生体移植の前に
in vitroですでに多層構造を構成する。当該研究課題の目的は骨膜細胞のニッチ、すなわち微小周辺環境を明らかにす
ることであった。そのため、まずウシ骨膜細胞の培養上清に含まれるペプチドの測定を行い、断片的に検出されたタン
パク質について免疫染色法にて発現を明らかにした結果、骨膜細胞の一部においてUACA、EXOSC9、TMX2、ベータ‐チュ
ーブリン、Fbxl14が存在することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Combination of mass spectrometry and immunohistochemistry revealed UACA, EXOSC9, T
MX2, beta Tubulin, Fbxl14 were expressed in the partial cell layer of bovine periosteal cells. However, ma
ss spectrometry alone could not detect these non-collagenous proteins. The author's paper, "Identification
 of UACA, EXOSC9, and TMX2 in bovine periosteal cells by mass spectrometry and immunohistochemistry", was 
published in Analytical and Bioanalytical Chemistry in April 2014.
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１．研究開始当初の背景 
 
１）ウシ骨膜細胞の骨再生能はすでに明らか
になっていた。研究代表者の従来の研究では、 
以下の事を報告していた。 
①スキャフォールドフリーで培養シャーレ
上において多層構造を形成する。タイプ１コ
ラーゲンは天然のスキャフォールドの役割
を果たしている。 
②ウシ骨膜細胞の培養上清をウエスタンブ
ロット法で調べた結果、タイプ１コラーゲン
抗体に反応する 2本のバンドを検出した。 
 
２）ウシ骨膜細胞内外および培養上清におい
てタイプ１コラーゲン以外のタンパク質の
発現は不明であった。 
 
２．研究の目的 
質量分析法により、ウシ骨膜細胞の特性に
関与する非コラーゲン性のタンパク質を同
定すること。 

 
３．研究の方法 
 
１）ウシ骨膜細胞培養上清から可溶性のタン
パク質を採取し、2 次元電気泳動を行った。
骨膜細胞の培養条件をアスコルビン酸あり、
なしの 2条件とし、アスコルビン酸ありの条
件でのみ現れた 10 個のスポットをゲルから
切り出し、質量分析を行った。 
 
２）培養上清中に一部のペプチドが存在して
いたタンパク質を候補タンパク質と考え、ウ
シ骨膜細胞の細胞塊のパラフィン切片を用
いて免疫染色により、タンパク質の発現を確
認した（図１～６）。 
 
４．研究成果 
 
１）培養上清中に含まれるタンパク質の中で
質量分析のみで同定できたのはタイプ１コ
ラーゲンであった。非コラーゲン性タンパク
質はペプチド1本分のアミノ酸配列のみを検
出した。 
 
２）培養上清の測定から得られたのは断片的
な情報であると仮定し、細胞塊周囲に
full-length のタンパク質が存在する可能性
を考え免疫染色を行った結果、非コラーゲン
性のタンパク質、UACA（図１）、EXOSC9（図
２）、TMX2（図３）、β‐チューブリン、Fbxl14
の存在を明らかにした。以上の結果から培養
上清中に含まれているのは、タイプ１コラー
ゲン以外のタンパク質においては、骨膜細胞
に発現しているタンパク質の部分的なアミ
ノ酸配列であり、タンパク質全体は細胞内部
あるいは細胞塊周辺に存在することが分か
った。培養上清から得られたサンプルを 2次
元電気泳動し、泳動後のゲルをメンブレンに
転写し、ウエスタンブロット法と同様の手法

で抗体を用いてメンブレン上の抗原タンパ
ク質を検出しようと試みたが、タイプ１コラ
ーゲン以外のタンパク質において反応はな
かった。その理由は、使用した抗体が培養上
清に含まれる部分的なペプチドには結合し
なかったためと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  図１    UACA 免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２   EXOSC9 免疫染色 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３   TMX2 免疫染色 

 
 
 
 
 
 



３）タイプ３コラーゲンは、質量分析によっ
て培養上清中では C 末端のみを検出したが、
細胞塊の免疫染色では、タイプ１コラーゲン
と同様に細胞内外全体に存在していた（図４、
５）。図６はタイプ１コラーゲン C 末端のみ
に反応する抗体を用いたときの免疫染色の
結果である。図４のタイプ１コラーゲン免疫
染色の結果と比較すると、図４ではコラーゲ
ンもプロコラーゲンも一様に染まってしま
うが、C 末端抗体を用いた図６では、プロコ
ラーゲンのみが染まることが分かった。図６
において染まっている箇所はタイプ１コラ
ーゲンが合成されて間もない細胞であると
考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４  タイプ１コラーゲン免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図５  タイプ３コラーゲン免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図６  タイプ１コラーゲンC末端免疫染色 
 

４）UACA、EXOSC9、TMX2、β‐チューブリン、
Fbxl14およびタイプ１コラーゲンC末端は培
養シャーレ上で多層構造を形成している骨
膜細胞の一部の細胞において発現している。
したがって、骨膜細胞は大きく２つのタイプ
の細胞に分けられる。これらのタンパク質が
発現している細胞と発現していない細胞で
ある。以上の結果より、当該研究課題で確認
したタンパク質の、多層構造形成および骨再
生における役割を今後解明する必要がある。 
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