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　 Hepatic　stdlate 　cdls （HSCs ），　 vitamin 　A −storing 　oells　lecated　in　the 　perisinusoidal　 spa   s　be1ween　the
sinusoidal 　endothdial 　oell　lining　and 　the　pamchymal 　cell　cord ，　extend 　long　edlular　prooesses　and 　sumund

hepa匠c
’
sinusoids 　in　Viva．　 However

，
　when 　isolated　and 　altUfecl　in　polysty爬 ne　d蓋shes 　or　in　type　I　Oonag   一

〇〇ated　dishes
，
　HSCs 　 lost　vitamin 　A −oontaining 　Iipid　dmp 】ets　a罰d　altered　to　myofibmb 藍ast4ike 　pheno輩ype

With　welIKSeveloped 　st爬 ss 丘bers　and 　without 　ce墨iular　pmcesses．

　 Ih　ths　stUdy ，　we 　eKamine 【l　a　morphological 　change 　and 　a　di　fferentia量gerte　e）cpression 　by　histological　and

djf丑  tia且disp且ay　studies 　in　HSCs ω 1tured　using 　type　I　collagen 　gd　as　a　subst 瓢 um ．　 When α 」tu祀 d　on

type 　I　co ！1agen　gel，　HSCs 倒 hlbited　an 　in　Viw）moq ）bology　with 　long　cdlular 　pmcesses．　 The 　res 山 s　fh｝m
these　stu 〔蚯es　suggest 　that　HSCs 　wene 　mmgh 　zable 　two − or 　thiee・dimensiona且stmc 町 e　of 　extrncellUlar 　type　I
◎ollagen 　fibrils　and 　induced　to　elongate　their　prooesses　Via　intra  ellu且ar　signaHng 　and 　mia ［vtubule

reorganization ．　 The　1ability　of　the　prooesses　to　cold −t舩 ment 　a芝4 ℃ suggested 　that　the　elongated　pm   sses

of 　HSCs 　 weie 　composed 　 of 　a　d  〔hite・type　of 　rnicrrotUbUles ．　 We 　dcmonstrated　the 　 involv  翩 t　 of

microtubu1 ｛＞ assodated 　prot｛tin　2 （MAP2 ）in　pro  ess　dongation　in　cult田 ed　HSCs 　by　immunofluoresoemoe
staining 　and 　immun6blotting．　 MAP2 　mRNA 　leve藍s　were 　quanti丘ed　by 顧ea1違ime 胖 PCR ，　indicating　no

increase　in　MAP2 　mRNA 　level　in　HSCs 　cultUTed 　using 　type　I　ool且a8en　gei．　 Thereirore
，
　the　MAP2 　actiVity

apPeared 　to　be　POsttransqdptionally　：egulated 　in　oロlt田 ℃d　正ISCs．　　Tlie　results 　fk）m 　diffe爬 ntia且　display
analysis 　indicated　 that　 sev   1　 mRNA 　sp   ies　 indudlng　 tTansedption　fhctor　 SP1，　 b祀 ast　 canoer 　resistant

pmtdn 　（BCRP ），　 dystonin，　 and 　 KIF −assoaiatOd 　 pmtein　3 （KAP3 ）wexe 　 dif石e  tial置y　剛 ated　by
extraoellular 　type　1　collagen 、　 Dystonin　and 　KAP31 江e 　known 　to　be　invo且ved 　in （tyteskeleton　organization

and 　fUnOdon．　 Ta】（  togCtheq　cell　surface 　binding　to　enctraoellular　type 更 ◎ollagen 　fibrils　may 　Uigger　an
altaati　on 　in　ercpression 　of　Cytoskel｛rton−related 　proteins　such 　as　MAP2

，
　dystonin，　and 　KAP3 ，　in　assod 痴 on

With　reorganization 　of 　miorotubule 　for　prooess　elongation．

FP −40 骨髄 ス トロ ー
マ 細 胞表 面 の フ ィ プ ロ ネ クチ ン に よ る破 骨細 胞 分化 制 御

　　　　　東京工 業大学生命理 工 学研 究科 1、新潟 大学 歯学部 2、帝人 （株）医薬 開発研究所 3、大阪大学蛋 白

　　　　　質研 究 所 4

　　　　　盥 1
、 網 塚 憲生 2、東 由明 1・3、関 口清俊 4、工 藤 明 1

　　　　　〈 目的 ＞ RANKL は preB 細 胞 上 に発現が認め られ るが 、破骨前駆細胞 と の 共存培養 で破骨細胞

　　　　　は 形成 され な い 。こ の こ とは 、破骨細胞 の 分化 は RANK ・RANKL に よ っ て の み制御 され るの で

　　　　　なく、  以外 の ス トロ
ー

マ 細胞上 の 因 子 に よ り 備 を受 け て い る 可能 性 が あ る。本研

　　　　　究 で は 、破 骨細胞 の 分化を 制御す る ス トロ
ー

マ 細 胞 表面分子 を検 出す る こ とを 目的 と し た。

　　　　　 〈 方 法 と結果 〉 破 骨細胞形成 を支持す る ス トロ ーマ 細胞株 TSB13 を抗原 と し 、モ ノ ク ロ ー
ナ ル

　　　　　抗体 を作成 し た。 ス ク リ
ーニ ン グ の 結果、TSB 　13 上 の 表面 分子 に結合する抗体 A15 ・1 を得 た。

　　　　　免疫組 織染色 で抗原 は骨表面 の ス トロ
ー

マ 細胞 に発 現 が 認 め られ 、活性 型 ビ タ ミ ン D3 の 投 与 を

　　　　　続 け た マ ウス の 骨 髄で抗原 の 発 現上昇が 見 られ た 。 抗原は 、間葉系細胞 株 の み に広 く発現 て い た。

　　　　　A15 −1 を破 骨前駆 細 胞 と ス ト ロ
ー

マ 細 胞 の 共 存培養系に 加 え た と こ ろ 、破骨 前駆 細胞か ら単核破

　　　　　骨細胞 へ の 分化が お こ る 最初 の 2 日間の み 加 え た と き、破骨細胞分化 阻 害が 認 め られ た 。 し か

　　　　　し 、ス トロ ー
マ 細胞 を用 い な い 可溶型 RANKL に よる破骨細 胞 分化 は阻 害 しなか っ た 。 高カ ル

　　　　　シ ウ ム 血症 モ デル マ ウ ス の 腹腔内に A15・1 を投 与 した と こ ろ 、 破 骨細 胞 数 、 骨吸収活 性 ともに

　　　　　抑 制 傾 向が認 め られ た 。 大 量 に蛋 白を集 め、免疫沈降後 CBB 染色 で one
−band を切 り出 し、ア

　　　　　 ミ ノ 酸 配 列 を決定 し た と こ ろ 、こ の 抗原は フ ィ プ ロ ネ ク チ ン で あ っ た。 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の

　　　　　antisense ・
ohgopeptide を TSBl3 に transfection し、細胞表面 で の 発現を低下 させ た と こ ろ 、

　　　　　共 存培養系 に お け る破骨 細胞 形成活性 は低 下 した 。
こ の 結果 は フ ィ プ ロ ネ クチ ン が 破骨 細胞 分化

　　　　　を制御 す る こ とを抗体 の み な らず、遺伝子 レ ベ ル で も証明で きた こ とを示 す 。

　　　　　 〈 考察 ＞ A15 ・1 の 処理 に よ り、in　vivo 、　 in　vitro で 破骨細胞形成が 阻害 され た こ とか ら、細胞表

　　　　　面の フ ィ プ ロ ネ ク チ ン が ス ト ロ
ー

マ 細胞依存性の 破骨 細胞分化 に必須 で あ る可 能性 が 示 唆 され

　　　　　た。 フ ィ プ ロ ネ クチ ン と破骨 前駆 細胞上 の イ ン テ グ リ ン と相互 作用 に よ り生 じた シ グナ ル が

　　　　　RANK ・RANKL に よ る破 骨細胞 形 成 シ グナ ル を補助 し た も の と考え られ る 。
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