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研究成果の概要（和文）：細胞内でのタンパク質輸送で中心的な役割を果たすゴルジ体において機能するgiantinの生
体における発現を調べた結果、軟骨細胞を含む多くの細胞で発現していることが明らかになった。また、giantin欠損
軟骨細胞においてもゴルジ体は正常に形成されることが示された。giantin欠損個体の軟骨では、II型コラーゲンとフ
ィブロネクチンの量は正常個体と変わらなかったのに対し、アグリカンとリンクプロテインは著しく減少しており、11
型コラーゲンは増加していた。以上のことから、giantinは特定の軟骨基質の分泌において極めて重要な役割を果たす
と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Giantin is vesicle tethering factor that functions at cis-Golgi compartment. 
Immunohistological analysis showed that giantin were expressed in various types of cells including 
chondrocyte. Morphology of golgi apparatus in chondrocytes lacking giantin were indistinguishable from 
that of normal cell by immunofluorescence of golgi marker proteins. Cartilage of embryos lacking giantin 
showed similar level of type II collagen and fibronectin. has markedly reduced aggrecan and link protein, 
and increased type XI collagen. These results suggest that tethering factors have unique and redundant 
roles, and that giantin play a pivotal role in secretion and/or synthesis of specific cartilage matrix.

研究分野：動物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 分泌タンパクやは主に脂質の膜から成る
輸送小胞内にパッケージングされ、細胞内を
輸送される。輸送小胞の表面および輸送小胞
の輸送先の膜には小胞繋留因子と呼ばれる
タンパク質が存在しており、小胞と標的膜上
の小胞繋留因子同士が結合することにより
輸送小胞が細胞内輸送経路から逸脱するの
を防ぎ、効率的に細胞内輸送が行われること
を可能にしている。軟骨細胞は軟骨基質を構
成している様々なサイズの分子を多量に分
泌する必要があるため、特殊化した細胞内輸
送系を有していると考えられているが、その
詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 OCD ラット (ocd/ocd)は小胞繋留因子
Giantin の機能を喪失している突然変異ラッ
トであり、軟骨のプロテオグリカンの減少を
伴う骨軟骨形成不全症を呈する。このことか
ら、Giantin は軟骨基質の細胞内輸送・分泌
を担うことにより、軟骨内骨化において極め
て重要な役割を果たしていると考えられる。
このため、本研究では、giantin を欠損する
ocd/ocd および ocd/ocd 由来の軟骨細胞を用
いて、軟骨基質の細胞内輸送・分泌における
giantin の役割を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 

1) 生体における Giantin発現パターン 
 胎齢 18.5日の胎仔後肢の新鮮凍結
切片を作成し、抗 Giantin 抗体およ
びを用いた免疫染色を行った。 

2) Giantinの欠損が軟骨基質の産生・分
泌に及ぼす影響 
 ocd/ocd胎仔を経時的に採材し、軟
骨基質のサフラニン O 染色およびア
ザン染色を行うとともに、軟骨基質を
構成している複数の分子の免疫染色
を行った。 

3) Giantin の欠損が軟骨細胞のゴルジ
体形成に及ぼす影響 
 ocd/ocd胎仔の肋軟骨から単離した
軟骨細胞におけるゴルジ体の形成を、
複数のゴルジ体マーカータンパクに
対する免疫染色を行って調べた。 

4) Giantin を欠損する軟骨細胞の一般
性状 
 ocd/ocd胎仔の肋軟骨から単離した
軟骨細胞の増殖能、アポトーシス頻度、
一次繊毛の形成の程度を調べた。 

5) 細胞の種類の違いが軟骨基質の分泌
に及ぼす影響 
 正常および ocd/ocd 胎仔から作成
した線維芽細胞および軟骨細胞に 
EGFP 融合リンクプロテインを発現
するコンストラクトをトランスフェ
クションし、これらのタンパク質の発
現を調べた。 

 

４．研究成果 
1) 生体における Giantin発現パターン  
 生体において、giantinは軟骨細胞
を含む多くの細胞で発現しているこ
とが明らかになった(図 1)。また、軟
骨における giantinの発現は、静止軟
骨細胞から肥大軟骨細胞までのすべ
ての分化段階の軟骨細胞で認められ
た。 
 

 
 
 
 

 
  図 1.軟骨における giantin(赤)の発現 
 

2) Giantinの欠損が軟骨基質の産生・分
泌に及ぼす影響 
 サフラニン O 染色およびアザン染
色から、ocd/ocdの軟骨ではプロテオ
グリカンが減少している一方、膠原線
維が増加していた。また、軟骨基質の
免疫染色の結果から、ocd/ocdではア
グリカン、リンクプロテインが著しく
減少しているのに対し、XI 型コラー
ゲンが顕著に増加していた（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図

2.軟骨基質の特殊染色・免疫染色。左：正常個体、右：

ocd/ocd。上段:アグリカン、下段：XI 型コラーゲン 

 
3) Giantin の欠損が軟骨細胞のゴルジ
体形成に及ぼす影響 
 ocd/ocdの軟骨細胞では giantinの
発現は認められなかったが、GM130
およびMannosidase IIなどのゴルジ
体の各区間のマーカータンパク質の
発現および局在については、正常個体
の軟骨細胞との間に顕著な差異が認
められなかった（図 3）。 
 
 
 
 
図

3.軟骨細胞におけるゴルジ体マーカーの染色

像。左：正常個体の軟骨細胞、右：ocd/ocd の

軟骨細胞。Mannosidase II(緑)、GM130（赤） 

 



4) Giantin を欠損する軟骨細胞の一般
性状 
ocd/ocdの単離軟骨細胞の増殖能、ア
ポトーシス頻度を調べた結果、増殖能
は正常個体の軟骨細胞と同等であり、
アポトーシスを起こしている細胞は、
ほとんど検出されなかった。また、一
次繊毛の形成頻度および形成された
一次繊毛の長さに ocd/ocd と正常個
体の軟骨細胞の間に有意差は認めら
れなかった。 

 
5) 細胞の種類の違いが軟骨基質の分泌
に及ぼす影響 
線維芽細胞および軟骨細胞に EGFP
融合リンクプロテインを発現するコ
ンストラクトをトランスフェクショ
ンした結果、軟骨細胞では、EGFP
融合リンクプロテインのシグナルが
認められたが、繊維芽細胞ではEGFP
融合リンクプロテインのシグナルは
ほとんど認められなかった。また、正
常個体と ocd/ocd の単離軟骨細胞の
間で EGFP 融合リンクプロテインの
シグナルの程度に大きな差異は認め
られなかった。 

 
 （まとめ） 
 これまでに不明であった生体におけ
る Giantin の発現パターンを明らかに
し、Giantinは軟骨細胞を含む非常に多
くの細胞で発現していることを示した。
また、Giantinが欠損していても、ゴル
ジ体は正常に形成され、giantinと結合
することが報告されている小胞繋留因
子の局在も影響を受けないことが示し
た。Giantin欠損個体の軟骨ではアグリ
カンなど、特定の軟骨基質の構成成分が
減少しているだけでなく、XI 型コラー
ゲンが逆に上昇していることが示され
た。これらの結果から、giantinは特定
の軟骨基質の分泌ないしは産生に必須
な因子であることを強く示唆している。 
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