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D−5　 結合組織成長因子 CTGF／Hcs24の 軟骨細胞様細胞株
HCS−2／8で の発現 と動態制御

久保田聡、江口傑徳、志茂剛 、 服部高子 、 近藤誠二 、中西

徹 、 滝川正 春 （岡山大学 ・歯学部 ・口腔生化学）

［目的］結合組織成長因子 CTGF／Hcs24は 、 生理 的条件下 で

は肥大軟骨細胞層特異的に 、 またヒ ト軟骨肉腫 由来の軟骨

細胞様細胞株 HCS−2／8 で は構成的に強 く発 現 して い る 。 本
研究で は軟骨細胞におけ るCTGFIHcs24の動態を探 る 目的で、
HCS−2／8 細胞における遺伝子発現 か ら細胞外 へ の 分泌 に い

たるまでの各段階で 、 CTGF／Hcs24遺伝子、及び そ の産物の

動きを追跡 した 。

［方法］CTGFIHcs24遺伝子プ ロ モ ータ活性分析、 お よび 転

写後調節を行うとされ る 3’

非翻訳領域（3
’ −UTR）の機能解

析には 、 蛍ル シ フ ェ ラーゼ遺伝子 をレ ポータ と した DNA ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ る
一

過性発 現 系 を応用 した 。

mRNA の 解析には 3’ −UTR 部分 を増幅す る半定量的 RT−PCR
法を、また合成された CTGFIHcs24タ ン パ ク質の 追跡には、

放射性 ラベ ル 免疫沈降法に よる pulse−chase 分析を主 と し

て適用 した 。 免疫沈降法には 、 全 長 CTGFIHcs24お よび 、 そ

の C 宋端付近の合成ペ プ チ ドに対 す る抗血清二 つ を用 い て

多面的解析 を行 っ た 。 また タ ン パ ク質の定量解析は ELISA
法を用 い て 行 っ た 。

［結果］ル シ フ ェ ラ
ーゼ 活性評価に よ る CTGFIHes24 プ ロ モ

ー
タ の HCS−2／8細胞内におけ る転写活性は HeLa細胞な どと

比較 して も非常に高 く、RT−PCR に よる 皿RNA 量評価の結果と
一

致 して い た 。 また 3’ 一・UTR は こ こ で も遺伝子発現に抑制

的に働い て お り、 こ の 点は他の細胞 と変わ らな い 。 細胞側
に保持された CTGFIHcs24タ ン パ ク質の ELISA法に よる定量

で も、他の 細胞 に比較 して 大量 の CTGFIHcs24の存在が確認
され た 。 さ らに免疫沈降法によ り、標識 された CTGFIHcs24
タ ン パ ク 質 の 経 時 追 跡 を 行 っ た 結 果 、 合 成 さ れ た
CTGF／Hcs24には 、　HCS−2／8 細胞が増殖期にある場合は急速

な分泌がみ られるが 、 こ れ に対 して コ ン フ ル エ ン ト期 には

細胞側 に保持され、一部は分子量 10kDa程度の 小断片 に プ

ロ セ ス され る と思 わ れ る 所見 が 得 られ た 。 こ の よ うな

CTGF／Hcs24の 動態は、以前 の 線維芽細胞におけ る報告 とは

全 く異な っ て い る。

［考察］HCS−2／8 細胞に特異的にみ られた CTGFIHcs24プ ロ モ

ー
タ の 転写活性の 高さ 、 増殖期に お け る CTGFIHcs24急速な

分泌と 、 コ ン フ ル エ ン ト期 にお けるそ の 対照的な動態 は、
軟骨細胞にお ける CTGF／Hcs24の特異的役割 と制御機構の存

在を示唆 して い る と考え られ る 。
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［目的］Decorinの発現は細炮噌殖と密接に関係して お り、 静止期

にある線維芽細胞は増殖期の細胞に比べ て多量の Decorinを産生

して い る。 また、 ある腫瘍細胞で は Deco血 の発現の増加が

cyclm
−dependent　kmase　inhibitorの 1つ である p21 の発 現を高め 、

細胞周期を G1 期で 止めるとされて い る。 本研究では肺筋線維芽

細胞で、接触阻害による静止期と血清除去による静止期におい て

Deoo血 及び p21　mRNA 発現と細胞の活性化の指標 となる α

一
smooth 　musde 　act血（SMA）蛋 白発現を経時的に比較検討した 。

［方法］ヒ ト肺筋線維芽細胞洙 MRC −5 を用 い て 、接触阻害によ

る静止期 と血清除去による静止期を作製 し、 経時的に細胞数、α

一SMA 蛋自発現量 、
　Deoorin及び p21 献 NA 発現量を比較した。 細

胞数は WST −8　assay 、 蛋白発現量は Westem　blot　arialysis、　mRNA

発現量 は Quantitative　RT−PCR （AB 【囲 sm 　7700）により解析した 。

［結果］細胞数は血清添加培地 、 翻 1ヰ音地の両者とも 3 目目よ

りほ とんど増減がなく、Deco跏 及び p21mRNA 発現量も両者とも

こ の時期より上昇 し始め 、 その経時的変化は相関して い た 。 しか

し、 p21　mRNA 発現量は両者に差はなか っ たが 、　D   odn 　mRNA 発

現量は無添加培地の細胞が血清添力［陪地 の細胞に比ぺ
、 2．8倍の

増加が観察された 。 また、α
一SMA 蛋白発現量は 3 日目までは両

者に差がなか っ たが 、 7 日目よ り無 忝加培地の細胞が血清添加培

地の細胞に比べ て増加率の抑制を認めた 。

匚考察 ・結論］細胞数、 De。o血 及び p21 　mRNA 発現量の繝 寺的変

化 よ り両者とも 3 日目よ り静止期に至っ てお り、こ の細胞も

Deoo血 合成一
P21 合成rGl 　 arreSt とい う系が考えられる。 また 、 7

日目以後に噬清除去による静止期の 細胞力擲 目害による静止期

の細胞よりα
一SMA 蛋白発現量の低下を認めたこ とによ り、 細胞

の活性化速度の抑制が考えられる 。 すなわち、 両者の Deco血

mRNA 発現量の差が 、 細胞の活闘 匕の違い にも反映して い る可能

性が強く、 血清除去がその要因とな っ た こ とが示唆される。
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