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概 要 

 

核ラミナは，内核膜の下面を覆うタンパク性の薄膜で，その構成タンパクに

は lamin A，lamin B，lamin Cの 3つのタイプが知られている。このうちヒト lamin 

A と lamin C は，ともにヒト染色体 1q21 に存在する 12 個のエクソンから成る

LMNA 遺伝子の産物である。Lamin A と lamin C (lamin A/C) は LMNA 遺伝子

からの alternative splicing によって転写されるため，N 末端側の 566 個のアミノ

酸は共通であるが，lamin A は 664 個のアミノ酸から，lamin C は 572 個のアミ

ノ酸からつくられる。Lamin A/C は，他の核内因子と相互作用し，核の構造を

維持する他に，遺伝子の複製と発現，細胞分化の決定に関して重要な役割をし

ている。一方，lamin A の点突然変異体の１つである progerin は，遺伝性早老症

のHutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) の原因タンパクとして知られて

いる。HGPS 患者の特徴として，骨形成の異常による骨格系の成長障害に加え

て，骨組織おける骨芽細胞と骨細胞の減少があげられる。しかし，lamin A/C

が骨芽細胞分化に及ぼす影響，さらに progerin の発現に起因する骨芽細胞分化

の抑制メカニズムについては不明な点が多い。本研究は，lamin A と progerin

を前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 に過剰発現させることで，lamin A と

progerin がMC3T3-E1の骨芽細胞分化にどのような影響を与えるかを検討した。 

第 1 章では，MC3T3-E1 の成熟骨芽細胞への分化過程における lamin A/C の

発現パターンの解析および lamin A を過剰発現させたときの影響について検討

を行った。分化培地に 20 ng/ml のリコンビナント bone morphogenetic protein 

(BMP)-2 を添加し，MC3T3-E1 を 7，14，21 日間培養した後，lamin A/C の発現

について real time PCR と Western blotting によって調べた。その結果，石灰化が

誘導された培養 21 日目に lamin A/C の顕著な発現増加が認められた。また，

estrogen 受容体アンタゴニストの fulvestrant を添加することで，BMP-2 存在下

で促進した lamin A/C の発現と骨芽細胞分化の抑制が示された。次に lamin A 

cDNA を組込んだ発現ベクターを MC3T3-E1 に遺伝子導入し，lamin A が過剰

発現する lamin A 導入細胞を樹立した。分化培地に BMP-2 を添加して 21 日間

培養した結果，骨タンパクの alkaline phosphatase (ALP)，type I collagen (Col1)，

bone sialoprotein (BSP)，osteocalcin (OC)，dentine matrix protein 1 (DMP 1) および

骨芽細胞分化関連転写因子 Fra-1 の発現が増加し，基質の石灰化が確認された。

BMP-2 存在下，lamin A 導入細胞に fulvestrant を添加して培養した結果，BSP，

OC，DMP1，Fra-1 の遺伝子発現と石灰化レベルが減少した。しかし，これら

の遺伝子発現と石灰化のレベルは，BMP-2 存在下に fulvestrant を添加した対照

群 (ベクターのみ導入) よりも高かった。つまり，lamin A の過剰発現は，

fulvestrant によって阻害された MC3T3-E1 の成熟骨芽細胞への分化を完全では

ないが回復させた。 
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第 2 章では，マウス lamin A の C 末端側 50 アミノ酸を欠如した progerin を

コードする lamin A dC50 cDNA を MC3T3-E1 に導入し，導入細胞における骨芽

細胞分化について検討した。分化培地で lamin A dC50 導入細胞を 7，14，21 日

間培養した結果，ベクターのみを導入した対照群と比較して ALP，Col1，BSP，

DMP1と骨芽細胞分化関連転写因子 Runx2の遺伝子発現が有意に減少した。OC

と骨芽細胞分化関連転写因子 osterix (Osx) の遺伝子発現は変化しなかった。一

方，分化培地に BMP-2 を添加して lamin A dC50 導入細胞を培養したところ，

Runx2 と Osx の発現減少と基質の石灰化の抑制が示された。また，MC3T3-E1

への lamin A dC50 の導入は，-catenin の核内移行と細胞内における active 

-catenin とリン酸化 GSK-3の発現レベルを減少させることも判明した。 

以上の結果から，lamin A は MC3T3-E1 の骨芽細胞分化と石灰化を促進する

ために重要な役割をもつことが明らかになった。また，progerin は active 

-catenin の発現と GSK-3のリン酸化を抑制し，骨芽細胞の初期分化と最終分

化を負に制御していることが示唆された。 
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第 1 章 

 

Lamin A の発現は前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 の 

骨芽細胞分化と石灰化を促進する 

 

 

緒 言 

 

骨芽細胞分化は，細胞内で機能する様々な転写因子やシグナル伝達分子の相

互作用によって調節されている。このうち骨芽細胞分化関連転写因子の Runx2

は，間葉系幹細胞を骨芽細胞へ分化させるための最初の effector として機能す

る。すなわち，間葉系幹細胞は，Runx2 を発現すると骨芽細胞前駆細胞へと表

現形質が変化し，その後，前骨芽細胞，骨芽細胞，さらに成熟骨芽細胞へと分

化が進む[1,2]。初期の骨芽細胞分化において，前骨芽細胞は弱いながらも骨タ

ンパクの type I collagen (Col1) および alkaline phosphatase (ALP) を発現する

[3,4]。分化した成熟骨芽細胞は，Col1 と ALP の他に，骨タンパクの bone 

sialoprotein (BSP) と osteocalcin (OC) を強く発現し，石灰化に必要な細胞外基

質を産生する[5]。その後，成熟骨芽細胞の多くはアポトーシスを起こして消失

するが，一部は骨基質の中に取り込まれ骨細胞に分化する。骨細胞は，骨タン

パクの dentine matrix protein 1 (DMP1) を強く発現することが知られている[6,7]。

これらの骨タンパクは，Runx2 や osterix (Osx) などの分化関連転写因子ととも

に，骨芽細胞の分化段階に応じて発現し，基質の石灰化をコントロールしてい

る[7-9]。 

骨芽細胞分化は異なる環境下で働く多くの外的因子によって調節されてい

る。たとえば女性ホルモンの estrogen は骨形成と骨吸収の両方を調節しながら，

生理的な骨量維持のために機能している。一方，estrogen 受容体アンタゴニス

トの１つである fulvestrant は，前骨芽細胞の骨芽細胞への分化と石灰化を阻害

する[10,11]。骨芽細胞特異的に estrogen 受容体 α の発現を欠失させた遺伝子欠

損マウスの実験から，estrogen シグナルが前骨芽細胞から成熟骨芽細胞への分

化と骨形成を直接制御していると考えられている。しかし，fulvestrant が骨芽

細胞の分化を抑制するメカニズムは十分には解明されていない[12,13]。 

核ラミナは，内核膜の下面を覆うタンパク性の薄膜で，核の形態構築と染色

体構造の制御，および遺伝子の転写調節に関与している[14]。核ラミナを構成

する分子のうち，分子量の異なる 2種類の variantである lamin Aと lamin Cは，

同じ12個のエクソンをもつLMNA遺伝子からalternative splicingで産生される。

しかし，ごく稀に LMNA 遺伝子の exon11 にある 1,824 番目の cytosine に点突

然変異が起き，thymine に置換 (C1,824 → T) されると，その lamin A の点突然

変異体は核膜に蓄積し，早老症を特徴とする遺伝性疾患の Hutchinson-Gilford 
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progeria syndrome (HGPS) が発症する。HGPS 患者の特徴として低身長や骨粗鬆

症などの骨格系関連の諸症状がみられることから，lamin A は骨代謝に重要な

役割を持つと考えられている[15]。実際に LMNA 遺伝子欠損マウスは，野生型

マウスと比較して骨髄内の脂肪蓄積量が増加し，反対に骨量の減少が認められ

ている[16]。また，間葉系幹細胞を用いた研究から，lamin A/C の発現抑制が骨

芽細胞分化を阻害することも明らかにされている[17,18]。これらの結果は，

lamin A/C が骨芽細胞分化または骨形成過程において重要な役割を果たすこと

を示唆している。しかし，骨芽細胞分化過程における lamin A の役割は充分に

は解明されていない。前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 は，適切な培養条件下

では石灰化誘導能をもった成熟骨芽細胞へ分化する[19]。そこで，本章の実験

では MC3T3-E1 を使用して，前骨芽細胞から成熟骨芽細胞への分化過程におけ

る lamin A の役割について遺伝子の強制発現系を用いて検討した。 

 

 

材料および方法 

 

１．免疫組織学的検討 

パラフィン包埋後の 8 週齢 C57BL/6J マウス長管骨の組織切片スライド 

(S054WO，Abnova) と下顎骨の組織切片スライド (S060WO，Abnova) を使用

した。切片は 200 倍に希釈した polyclonal rabbit anti-lamin A/C antibody (Santa 

Cruz Biotechnology) と 4℃，16 時間反応させ，Ca2+と Mg2+を含まない PBS (-) で

洗浄した後に，200 倍に希釈した horse radish peroxidase (HRP)-conjugated goat 

anti-rabbit IgG (Zymed) と室温で 2 時間反応させた。PBS (-) で洗浄後，0.3 μg/μl

の 3,3'-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich) で処理することによって抗体結合部の

発色を行い，観察した。核染色は Mayer のヘマトキシリンで行った。 

 

２．細胞培養 

マウス前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 (RIKEN Cell Bank, RCB1126) は，

10％ FBS (GIBCO) を含む -minimum essential medium (和光純薬) を用い，

37℃，5％ CO2環境下で培養した。骨芽細胞分化を誘導するため，コンフルエ

ントに達した MC3T3-E1 を 50 mM β-glycerophosphate，50 μg/ml アスコルビン酸

および 10-8 M dexamethasone を含んだ分化培地を用いて[20]，リコンビナント

bone morphogenetic protein-2 (BMP-2，PeproTech) の添加あるいは非添加の条件

で，21日間培養した。更に estrogen受容体の下流シグナル伝達を阻害するため，

10 μM fulvestrant (Sigma-Aldrich) を添加して 21 日間培養した。 

 

３．組織化学的検討 

MC3T3-E1 を 24 ウェルプレートに播種し，分化培地を用いて BMP-2 の添加
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あるいは非添加の条件で，7，14，21 日間培養を行った。ALP 染色は，細胞を

4％パラホルムアルデヒドで 10 分間固定，洗浄後，基質として NBT/BCIP 溶液 

(pH 9.5，Roche Diagnostics GmbH) を加え，室温で 20 分間反応をさせた。一方，

石灰化基質の有無を確認するため，細胞をメタノールで 10 分間固定し，洗浄

後，1.0％ alizarin red S (Sigma-Aldrich) で 30 分間染色した。さらに染色した各

ウェルに 5％ギ酸を加え alizarin red 色素を溶出させ，波長 415 nm で吸光度を

測定した[21]。 

 

４．Lamin A cDNA のトランスフェクション 

マウス lamin A cDNA の coding region は，5’-TCT AGA ACC ATG GAG ACC 

CCG TC-3’と 5’-GCG GCC GCT TAC ATG ATG CTG CAG-3’をプライマーとし

た reverse transcription PCR (RT-PCR) によって作成した。発現ベクターは

pPyCAG-EGFP-IP (熊本大学発生医学研究所 丹羽仁史博士から供与) を使用し

た。まずこのベクターの EGFP 配列を切り出し，作成した lamin A cDNA を挿

入した。対照としては EGFP 配列を除いただけのベクターを使用した。続いて

Lipofectamine LTX と plus reagent (Thermo Fisher Scientific) を用い，発現ベクタ

ー1 g を製品指示書に従って MC3T3-E1 に導入した。その後，1 g/ml 

puromycine (Sigma-Aldrich) を用いた薬剤選択を行ない，lamin A の安定過剰発

現細胞株を樹立した。 

 

５．Western blotting  

タンパク量として 20 μg の細胞抽出液を SDS-PAGE 用のゲルで分画し，poly 

vinylidene difluoride 膜に転写した。10% スキムミルクでブロッキングを行った

後，転写膜を 500 倍に希釈した polyclonal rabbit anti-lamin A/C antibody (Santa 

Cruz Biotechnology) と 4℃，16 時間反応させた。0.1％ Tween-20 を含んだ PBS 

(-) で洗浄した後，転写膜を 500倍に希釈したHRP-conjugated goat anti-rabbit IgG 

antibody と室温で 2 時間反応させた。転写膜の化学発光は，ECL Prime ウエス

タンブロッティング検出試薬 (Amersham-Pharmacia Biotech) を使用した。内部

対照の actin を検出するため，goat anti-mouse actin antibody (Santa Cruz 

Biotechnology) お よ び HRP-conjugated donkey anti-goat IgG (Santa Cruz 

Biotechnology) を使用した。 

 

６．Real time PCR 

RNA は RNAiso Plus  (タカラバイオ) を使用して細胞から抽出した。cDNA

は 5 gの RNAを含んだ 20 lの反応液に 200 ngのランダムプライマー，10 mM

の dNTPs，および 200 U の SuperScript Reverse Transcriptase (Invitrogen) を加え

て，50℃，50 分間の反応で合成した。合成後，1 l ずつを各遺伝子のプライマ

ー (表１) と 20 U の Taq DNA polymerase を含む反応液 19 l と混合し，Smart 
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Cycler II (タカラバイオ) を使用して半定量的 PCR (real time PCR) を行った。 
 

７．統計分析 

得られた結果は Student's t-test あるいは one-way ANOVA, Tukey's multiple 

comparison test を用いて評価し，p < 0.05 を有意とした。なお，すべての実験で

得られた結果は 3 回の平均 ± SD で示した。 

 

 

結 果 

 

１．骨組織における lamin A/C 発現 

マウス長管骨における lamin A/C の局在を明らかにするために，抗 lamin A/C

抗体を用いた免疫染色を行ったところ，骨梁および皮質骨に存在する骨細胞と

骨芽細胞に lamin A/C の発現が観察された (図 1A，B)。また，lamin A/C の発現

は歯周組織でも観察された (図 1C，D)。長管骨組織と同様に，lamin A/C の発

現は歯槽骨内の骨細胞にも認められたことから (図 1C, D)，lamin A/C は軟骨内

骨化あるいは膜内骨化で生じたいずれの骨組織においても発現していること

が明らかとなった。 

骨芽細胞の分化過程における lamin A/C の発現を調べるため，BMP-2 (20 

ng/ml) の添加または非添加下の分化培地で，MC3T3-E1 を 21 日間培養した。

その結果，培養 7，14，21 日目の BMP-2 添加群では BMP-2 非添加群 (対照群) 

よりも強い ALP 陽性反応がみられた。また，対照群では認められなかったが，

BMP-2 添加群では培養 21 日目に alizarin red で濃染された石灰化基質が確認さ

れた (図 2A)。さらに，real time PCR では，培養 21 日目に lamin A/C の有意な

発現増加が BMP-2 添加群において認められた (図 2A)。一方，BMP-2 (20 ng/ml) 

添加あるいは非添加の条件で fulvestrant (10 μM) の影響を調べた結果，BMP-2

添加によって培養 21 日目に増加する lamin A の発現と石灰化は，fulvestrant の

添加で抑制されることが判明した (図 2B)。また，この lamin A に対する影響と

同様に，fulvestrant は，BMP-2 添加で培養 21 日目に増加する lamin C の発現も

有意に減少させた (図 2C, D)。 

 

２．Lamin A の過剰発現による骨芽細胞の分化と石灰化 

骨芽細胞分化における lamin A の役割を探るために，lamin A cDNA を発現ベ

クターに組込み，MC3T3-E1 に導入した。対照群にはベクターのみを導入した

細胞を使用した。Lamin A 導入細胞は，対照群と比較して強い lamin A の発現

が認められた。この結果は，導入した lamin A が細胞内でタンパクとして安定

に発現していることを明確に示すものであった (図 3A)。次に，分化培地を用

いて，これらの細胞を 0，5，10 ng/ml の BMP-2 添加または非添加の条件で 21
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日間培養し，ALP 染色と alizarin red 染色を行った。その結果，lamin A 導入細

胞では，BMP-2 の添加あるいは非添加に関わらず ALP 陽性反応が対照群の細

胞よりも増強した (図 3B)。しかし，BMP-2 非添加の条件下では，lamin A 導入

群および対照群のいずれの細胞においても alizarin red陽性の石灰化基質は認め

られなかった (図 3B)。一方，lamin A 導入細胞においては，5 ng/ml あるいは

10 ng/ml の BMP-2 添加によって，alizarin red で濃染される石灰化基質が認めら

れた。対照群の細胞では，用いた BMP-2 濃度に関わらず石灰化基質は認めら

れなかったことから (図 3B, C)，過剰発現させた lamin A が BMP-2 に応答して

骨芽細胞分化と石灰化を誘導することが示された。さらに，lamin A 導入細胞

では，ALP, Col1, BSP, OC, DMP1 および Fra-1 の発現レベルが対照群の細胞よ

りも増加したことから (図 3D-l)，MC3T3-E1 における lamin A の過剰発現は，

転写因子 Fra-1 の発現を介して骨タンパクや転写因子の発現を誘導して成熟骨

芽細胞への分化を促進すると考えられた。 

 

３. Lamin A によって誘導された骨芽細胞分化における fulvestrant の影響  

Fulvestrantは，MC3T3-E1における骨芽細胞分化と石灰化を阻害し，lamin A/C

の発現を抑制した (図 2B)。そこで lamin A 導入細胞における fulvestrant の影響

を調べるため，分化培地に 10 ng/ml の BMP-2 を加え，10 μM の fulvestrant 添加

または非添加の条件で 21 日間培養し，MC3T3-E1 の骨芽細胞分化について検

討した。その結果，fulvestrant 非添加の条件下では，lamin A 導入細胞の alizarin 

red による染色強度が増加し，石灰化とともに骨芽細胞分化が促進した (図 4A)。

しかし，fulvestrant 添加の条件下では，lamin A 導入細胞における ALP の染色

強度は減弱し，石灰化が抑制された (図 4A, B)。さらに，fulvestrant 添加は，lamin 

A 導入細胞と対照群の細胞のいずれにおいても，BSP, OC, DMP-1 と Fra-1 の発

現レベルを fulvestrant 非添加時よりも減少させた (図 4C-F)。Fulvestrant 存在下

での lamin A 導入細胞における BSP, OC, DMP1, Fra-1 の発現と石灰化のレベル

は，ベクターのみを導入した対照群と比較して高いレベルを示したことから 

(図 4C-F)，fulvestrant 存在下でも骨芽細胞分化を促進するには，lamin A の過剰

発現が必要なことが示された。 

 

 

考 察 

 

核ラミナは線維芽細胞，軟骨細胞，骨芽細胞および破骨細胞などの種々の細

胞型それぞれで特異的な発達を示す[22]。サル歯槽骨では，骨芽細胞，骨細胞

およびその前駆細胞の核ラミナは，破骨細胞のそれに比して顕著に肥厚してい

る[23]。核ラミナの主成分は，A 型 lamin (lamin A/C) および B 型 lamin (lamin B1

および lamin B2) を含む V 型中間フィラメントタンパクである[14]。このうち
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lamin A/C がマウス長管骨と歯槽骨にみられる骨芽細胞と骨細胞に強く発現し

ていたことから (図 1)，本章の実験では前骨芽細胞様株化細胞の MC3T3-E1 を

用いて，lamin A の骨芽細胞分化に与える影響について検討した。 

 ヒト骨髄間質細胞の骨芽細胞への分化過程において laminA/C の発現が促進

することが報告されている[18]。今回，MC3T3-E1 を BMP-2 存在下で培養した

結果，石灰化の促進とともに，lamin A/C の発現レベルの増加も確認された (図

2A)。この結果は，lamin A/C の発現が骨芽細胞分化と相関し，かつ骨芽細胞の

機能である骨の石灰化に重要な因子であることを示している。実際，lamin A

の過剰発現が BMP-2 に応答して MC3T3-E1 の骨芽細胞分化と石灰化を促進す

ることも，本章の実験結果は示している (図 3B)。また，lamin A の過剰発現は，

骨タンパクとともに，骨芽細胞分化関連転写因子 Fra-1 の発現を有意に増加さ

せることも示した (図 3F)。Fra-1 は骨基質形成の活性化因子であり[24]，lamin A

の過剰発現によって誘導された MC3T3-E1 から成熟骨芽細胞への分化は，Fra-1

の誘導を介して促進した可能性がある。このように lamin A は，骨芽細胞分化

の co-activator として，骨芽細胞分化の inducer である BMP-2 に応答しながら，

骨形成過程において重要な役割をしていると考えられる。 

Lamin A の過剰発現が骨芽細胞分化を促進し，またヒト骨髄由来間葉系幹細

胞の脂肪細胞分化を阻害するとの報告があるが[25]，lamin A/C の発現減少によ

って，間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を抑制するという報告もある[17,18,26]。

これらの報告は， lamin A の強い発現が間葉系幹細胞の骨芽細胞への

commitment を誘導し，骨芽細胞前駆細胞から骨芽細胞への分化を促進する可能

性を示している。 

女性ホルモン estrogen の欠乏は，閉経後の骨粗鬆症を引き起こす[27]。選択

的 estrogen 受容体アンタゴニストとして知られている fulvestrant は，プロテア

ソームによる estrogen 受容体の分解を促進する。すなわち，fulvestrant は受容

体における estrogen の活性阻害に加え，核内の estrogen 受容体数を減少させる

ことによって，estrogen のシグナル伝達を遮断する[27]。MC3T3-E1 において

fulvestrant は石灰化を抑制したが (図 2B, D)，fulvestrant が骨芽細胞分化を阻害

するメカニズムは不明であったため，本章の実験では MC3T3-E1 の骨芽細胞分

化における fulvestrant の影響についても検討を加えた。BMP-2 非存在下で

fulvestrant を添加しても，lamin A/C の発現レベルは fulvestrant 添加群と比較し

て有意な変化が認められなかった。しかし，BMP-2 存在下での fulvestrant 添加

は，fulvestrant 非添加の条件で増加する lamin A/C の発現レベルを顕著に抑制し

た (図 2B, D)。当初，このような BMP-2 存在下でみられた fulvestrant による抑

制効果が，estrogen 受容体を介した estrogen シグナル伝達の阻害によって生じ

ると推測したため，BMP-2 非存在下で estradiol 17 (E2) を添加し，lamin A/C

の発現変化を調べたが，結果として，有意な発現増加は認められなかった (未



 9 

発表データ)。すなわち，lamin A/Cの発現を促進する estrogenシグナルは，BMP-2

非存在下で培養した MC3T3-E1 においては機能しないと考えられた。したがっ

て，estrogen シグナル以外に BMP-2 によって活性化される他のシグナル分子が

lamin A/C の発現増強に必要であると推測された。 

BMP-2 (10 ng/ml) 存在下において，fulvestrant は対照群の細胞における ALP

染色強度と骨タンパクの発現レベルを低下させた (図 4A-F)。このことは，

fulvestrantが BMP-2によって誘導されるMC3T3-E1の骨芽細胞分化を阻害する

ことを示している。加えて，fulvestrant による骨芽細胞分化と石灰化の抑制は，

転写因子 Fra-1 の発現減少と相関すると考えられるが (図 4C-F)，fulvestrant に

よる骨芽細胞の分化抑制メカニズムを十分に解明するにはさらなる研究を要

する。一方，BMP-2 と fulvestrant を同時添加によって lamin A 過剰発現細胞で

検出される BSP, OC, DMP1 の発現レベルは，同じく BMP-2 と fulvestrant の同

時添加で培養した対照群の細胞での発現レベルよりも有意に高かった (図

4C-F)。lamin A の過剰発現は，fulvestrant によって阻害された MC3T3-E1 の骨

芽細胞分化や石灰化レベルを十分に回復するには至らなかった (図 4A)。しか

し，lamin A の過剰発現下では，estrogen シグナル機構が抑制されていても，

MC3T3-E1 から成熟骨芽細胞への分化や石灰化には促進傾向がみられた。 

本章の実験では，lamin Aの発現がMC3T3-E1の骨芽細胞分化と相関し，lamin 

A過剰発現が骨タンパクの発現上昇をともなう骨芽細胞分化を促すことを示し

た。また，estrogen 受容体アンタゴニストの fulvestrant は，MC3T3-E1 の骨芽細

胞分化を阻害した。さらに，lamin A の過剰発現は，fulvestrant によって抑制さ

れた MC3T3-E1 の骨芽細胞分化および石灰化を部分的に回復させた。すなわち，

これらの知見は，lamin A の発現が骨芽細胞機能の維持や成熟骨芽細胞への分

化能と密接な関係を示唆している。  
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図 1 骨芽細胞における lamin A/C の発現 

 

マウスの長管骨 (A, B) および下顎骨 (C, D) 切片の抗 lamin A/C 抗体染色

像。A 長管骨 (星印) の骨梁中の骨細胞とその表面の骨芽細胞 (矢印) におけ

る lamin A/C の局在を示す (スケールバーは 50 m)。B 皮質骨 (星印) に存在

する骨細胞，骨髄側の骨芽細胞あるいは骨髄腔面の lining cell (矢頭) におけ

る lamin A/C の局在を示す (スケールバーは 50 m)。C 歯槽骨においても

lamin A/C の発現は顕著であった (スケールバーは 100 m)。D 歯槽骨 (星印) 

の内部の骨細胞やその表面の骨芽細胞おける lamin A/C の局在を示す (スケ

ールバーは 50 m)。 

  



 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 MC3T3-E1 の骨芽細胞分化と lamin A/C の発現 

 

A 分化培地を用いて MC3T3-E1 を BMP-2 (20 ng/ml) 添加 (+) または非添

加 (-) で 21 日間培養し，ALP と石灰化を染色によって検出した (上図)。Real 

time PCR によって，lamin A/C をコードする LMNA 遺伝子と-actin の発現レ

ベルを調べた。グラフは-actin の発現レベルで補正された LMNA 遺伝子の相

対的な発現量を示す (下図，** p < 0.01)。B 分化培地を用いて MC3T3-E1 を

BMP-2 (20 ng/ml) と estrogen 受容体アンタゴニストである fulvestrant (10 M) 

の添加 (+) または非添加 (—) の条件で 21 日培養した。細胞は固定後，alizarin 

red で染色した (上図）。Real time PCR によって LMNA 遺伝子と-actin の発現

レベルを調べた。グラフは，-actinの発現レベルで補正された相対的な LMNA

遺伝子の発現量を示す (下図，**p < 0.01)。C Lamin A, lamin C および actin の

発現を Western blotting によって検出した。D Lamin A, lamin C および actin の

発現を Western blotting によって検出し，actin の発現レベルで lamin A (白) と

lamin C (灰色) の発現レベルをそれぞれ補正し，相対的な発現量を表すグラフ

とした (**p < 0.01)。  
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図 3 Lamin A の過剰発現が MC3T3-E1 の骨芽細胞分化に及ぼす影響 

 

A lamin A 導入細胞 (Lamin A) とベクター導入細胞 (Control) における

lamin A，lamin C，actin の発現。Lamin A と Control で検出された lamin A の発

現レベルは，actin の発現レベルで補正して相対的な発現量を表すグラフとし

た (**p < 0.01)。B 分化培地を用いて Lamin A と Control を BMP-2 (0，5，10 

ng/ml)の存在下で 21日間培養してALP活性と石灰化を染色によって評価した。

C Lamin A と Control について，alizarin red で染色後にギ酸によって溶出させ

た色素を吸光度測定 (O.D. 415) した染色強度 (**p < 0.01)。D-K 分化培地を

用いて Lamin A と Control を BMP-2 の存在下で 21 日間培養し，ALP (D)，Col1 

(E)，BSP (F)，OC (G)，DMP1 (H)，Fra-1 (I) の発現レベルを real time PCR に

よって測定した。グラフは各発現レベルを-actin の発現レベルで補正した相

対的発現量。Lamin A で検出された各遺伝子の発現量は Control と比較した 

(** p < 0.01)。 
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図 4 Lamin AによるMC3T3-E1の骨芽細胞分化に及ぼす fulvestrantの影響 

 

A, B 分化培地を用いて lamin A 導入細胞 (Lamin A) とベクター導入細胞 

(Control) を BMP-2 (10 ng/ml) と fulvestrant  (10 M) 添加または非添加で 21

日間培養した。A ALP 活性と石灰化度を染色によって評価した。B 前項 A の

alizarin red 染色試料から色素を溶出させ，吸光度測定 (O.D. 415) によって求め

た染色強度 (** p < 0.01)。C-F 分化培地を用いて Lamin A と Control を BMP-2 

(10 ng/ml) と fulvestrant (10 M) 添加または非添加で 21日間培養した。BSP (C), 

OC (D), DMP1 (E), Fra-1 (F) の遺伝子発現を real time PCR によって評価した。

グラフは，各遺伝子の発現レベルを-actin 発現レベルで補正した相対的な発現

量 (** p < 0.01 および* p < 0.05)。 
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表 1 Real time PCR に使用したプライマーの塩基配列 
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第 2 章 

 

Progerin の発現は前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 における骨芽細胞分化と

-catenin シグナル系を阻害する 

 

 

緒 言 

 

核ラミナは内核膜を裏打ちする薄層であり，その構成タンパクには lamin A, 

lamin B, lamin C の 3 タイプが知られる[28,29]。これらは様々な核内因子と相互

作用し，核の構造を維持する他に，遺伝子の複製や発現，さらに細胞分化の決

定に関しても重要な役割を有するとされる[30]。このうちヒト lamin A と lamin 

C はいずれも，ヒト染色体 1q21 に存在する LMNA 遺伝子からの転写産物であ

る。LMNA遺伝子は 12個のエクソンから成り，alternative splicingによって lamin 

A と lamin C が産生される。その結果，N 末端側の 566 個のアミノ酸は共通で

あるが，lamin A は 664 個のアミノ酸から，lamin C は 572 個のアミノ酸からな

る[31,32]。また，lamin C は LMNA 遺伝子のエクソン 1〜10 の直接的な転写産

物であるのに対して，lamin A のコード領域はエクソン 1〜12 であり，翻訳後

修飾によって C 末端側の 18 アミノ酸残基も切断される[33-35]。一方，lamin A

の遺伝子変異体は遺伝性早老症の Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) 

を発症させることが知られている。HGPS は加齢変化の他に重度の骨粗鬆症や

骨変形症を伴う疾患として位置づけられている[36]。HGPS の患者では，LMNA

遺伝子のエクソン 11 の 1,824 番目の cytosine に点突然変異が生じ，その結果

cytosine が thymine に置換 (C1,824 → T) されることで異常な splicing が生じ，C

末端側の 50 アミノ酸が欠失した progerin が産生されて核内に蓄積する[33, 

36-38]。 

マウス LMNA遺伝子のエクソン 8〜11を欠損させた遺伝子改変マウスでは，

ヒトHGPS患者と同じように骨量の減少をともなう重度の骨粗鬆症と骨変形症

が観察されている[39]。また，多量の progerin タンパクを発現させたマウスで

は，骨折，骨の低石灰化，そして広範囲な骨組織における骨細胞と骨芽細胞の

欠損を伴った重度の骨形態異常が報告されている[40-42]。さらに，siRNA によ

る lamin A/Cの発現抑制では，ヒト骨芽細胞と骨髄間葉系細胞におけるALP, OC, 

BSP および Osx の発現レベル低下と石灰化の抑制が生じる[17,18]。しかし，骨

芽細胞分化を阻害する progerin の作用メカニズムは解明されていない。 

-catenin シグナルは，間葉系幹細胞や骨芽細胞前駆細胞の骨芽細胞分化にと

って重要な役割を持つことが知られている[43-45]。-catenin の活性化はそれ自

身のリン酸化による。すなわち，非リン酸化-catenin (active -catenin) は，

glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) と axin との複合体から分離して核内へ移
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行し，標的遺伝子の TCF/LEF motif に結合してその遺伝子発現を誘導する。一

方，リン酸化された-catenin (inactive -catenin) は，GSK-3と axin の複合体に

捉えられ，ユビキチン化の後に細胞質内のプロテアソームによって分解される

[46]。間葉系幹細胞における lamin A/C の過剰発現は，骨芽細胞分化を強く促進

するとともに，-catenin の活性化を誘導し，核内での-catenin と TCF/LEF motif

の結合を増強する[25]。一方，lamin A/C 欠損マウスにおいては，-catenin の低

レベル発現と骨組織中の脂肪細胞増加が認められている[16]。これらの報告は，

lamin A が-catenin のシグナル経路を活性化することで骨芽細胞分化を促進す

ることを示唆している。 

本章の実験は，ヒトで生じる progerin に相当する C 末端側 50 アミノ酸を欠

損させたマウス progerin をコードする lamin A dC50 cDNA を作成し，前骨芽細

胞様株化細胞 MC3T3-E1 へ導入し，この遺伝子導入が骨芽細胞分化に及ぼす影

響と-catenin 及び GSK-3の発現の関係について検討した。 

 

 

材料および方法 

 

１．細胞培養 

MC3T3-E1の培養は，第 1章に記載の方法で行った。50 mM β-glycerophosphate，

50 μg/ml アスコルビン酸および 10-8 M dexamethasone を含む培地を分化培地と

し，分化培地に BMP-2 を添加したものを石灰化培地とした。コンフルエント

に達した MC3T3-E1 を石灰化培地にて 7，14，21 日間培養した。 

 

２．マウス lamin A dC50 cDNA の作成 

Lamin A dC50作成のために，約1.8 kbのマウス lamin A cDNA[47]を鋳型とし，

プライマーセット (P1: 5’-GCA TGC TCG CAC TAG CGG GCG TGT-3’，P2: 

5’-TTA CAT GAT GCT GCA GTT CTG GGA GCT CTG GGC TCC CGC TCC ACC 

GGC-3’) を用いた PCR によって，SphI と NotI 断端を有する 3’側の短い DNA

断片を増幅した (図 1A)。次に，鋳型 cDNA を SphIで消化し，FACE1/Zmpste24

認識部位[33-35]を含む 50 アミノ酸コード領域の 150 bp が欠失した XbaI-SphI

フラグメントを調製し，これと SphI-NotI フラグメント (前述の SphIと NotI 断

端を有する DNA 断片) とを，EGFP 配列を削った発現ベクターpPyCAG-IP にク

ローニングした (図 1A)。なお，欠失させた 150 bp がヒト progerin で欠損して

いる 50 アミノ酸に相当することは，得られた lamin A dC50 の塩基配列決定 

(single extension service, Sigma-Aldrich) によって確認した (図 1B)。 

 

３．MC3T3-E1 への lamin A dC50 の遺伝子導入 

Lamin A dC50 を組込んだ発現ベクターは，第 1 章に記載の方法と同様に
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Lipofectamine LTX と plus reagent を用いて MC3T3-E1 へ導入し，陽性クローン

を選択した (以下，lamin A dC50 導入細胞)。また，lamin A dC50 と EGFP 配列

を持たないベクターを導入した MC3T3-E1 を対照群の細胞とした。 

 

４．RT-PCR と半定量的 RT-PCR 

Lamin A dC50 導入細胞と対照群の細胞から全 RNA を RNeasy Mini Kit 

(Qiagen) を使用して抽出し，第 1 章に記載の方法で cDNA を合成した。 

RT-PCRは 1 lの cDNAに対して 19 lの 2.5 U Taq DNA polymeraseとプライ

マーを含む反応液を加えて全量を 20 l にした後，94℃で 15 秒，64℃で 30 秒

のサイクルを 35 サイクル繰返し，最後に 72℃，10 分間反応させた。なお，本

章の実験における lamin A および laminA dC50 の検出では，5’- GCA TGC TCG 

CAC TAG CGG GCG TGT -3’と 5’-GCG GCC GC T TAC ATG ATG CTG CAG-3’

のプライマーセット用いた。反応後 10 l を 2.0%アガロースゲル電気泳動に供

し，ethidium bromide 染色を施した。 

ALP, Col1, BSP, OC, DMP1, Runx2, Osx, -actin の発現レベルは，第 1 章に記

載の方法で real-time PCR によって調べた。このために，第 1 章の表 1 に記載の

プライマーに加えて，骨芽細胞分化関連転写因子 Runx2 については 5’-CAC 

AAA TCC TCC CCA AGT GG-3’と 5’-GGA GGG CCG TGG GTT CTG AG-3’)，

Osx については 5’-GGA GGT TTC ACT CCA TTC CA-3’と 5’-TAG AAG GAG 

CAG GGG ACAGA-3’の各プライマーセットを用いた。 

 

５．Western blotting 

Lamin A dC50導入細胞と対照群の細胞から得たタンパク量 20 gの細胞溶解

液を用いて，第 1 章に記載の方法で Western blotting を行った。1 次抗体は

polyclonal rabbit anti-lamin A/C antibody (Santa Cruz Biotechnology), anti-mouse 

GFP antibody (Medical & Biological Laboratories), anti-phospho-GSK-3β (Ser9) 

antibody (Cell Signaling Technology), anti-β-catenin antibody (BD PharMingen), 

anti-active-β-catenin (Upstate Biotechnology) および goat anti-mouse actin antibody 

(Santa Cruz Biotechnology) を，2 次抗体は HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG 

(Santa Cruz Biotechnology) および HRP-conjugated donkey anti-goat IgG (Santa 

Cruz Biotechnology) を使用した。 

 

６．組織化学的検討 

ALP 染色，石灰化基質の検出，溶出 alizarin red S 量の測定を第 1 章に記載の

方法と同様に行った。 

 

７．レポーターアッセイ 

-catenin の活性測定のために，-catenin 結合配列である TCF/LEF motif をコ
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ードするプラスミド TOP/GFP[26]を lamin A dC50導入細胞と対照群の細胞に導

入した。使用した TOP/GFP は，金沢大学がん進展制御研究所 大島正伸博士よ

り供与を受け，導入は第 1 章に記載の方法で行った。薬剤選択には 100 g/ml

の Geneticin (Sigma-Aldrich) を使用して陽性クローンを回収した。得られた細

胞はさらに分化培地を用いて 21 日間培養し，メタノールで 10 分間固定した。

その後，500 倍に希釈した anti-GFP antibody と 4℃で一晩反応させ，洗浄後に

Alexa 488-conjugated anti-rabbit IgG antibody と反応させた。GFP の発現を蛍光顕

微鏡 (BZ-8100, KEYENCE) で観察した。なお，核染色には 1 g/ml の DAPI溶

液を使用した。 

 

８．回復実験 

Lamin A dC50 導入細胞と対照群の細胞を，5 M SB216763 (Sigma-Aldrich) ま

たは 5 M deoxycholic acid (DCA, Sigma-Aldrich) を含む分化培地で 21日間培養

した。RNA の抽出後，ALP と Col1 の発現レベルを検出するために real time PCR

を行った。 

 

９．統計処理 

統計学的処理を必要とする実験はすべて 3 回繰返し，得られた結果を平均 

± SD として表し，Student's t-test あるいは one-way ANOVA, Tukey's multiple 

comparison test を使用して評価した。p < 0.05 あるいは p < 0.001 を有意とした。 

 

 

 

結 果 

 

１．ヒトおよびマウスの lamin A と lamin A dC50 の C 末端アミノ酸配列の比較 

ヒト lamin A は，ヒト染色体 1q21 の LMNA 遺伝子のエクソン 1〜12 にコー

ドされる 664 アミノ酸からなる。しかし実際には C 末端部の翻訳後修飾で，SIM

と LLGNSSPRTQSPQNCを含む 18アミノ酸が lamin A前駆体から切断されて成

熟 lamin A となる (図 1B)。ヒト lamin A では，エクソン 11 に存在する 1,824 番

目の cytosine の thymine への点突然変異 (C1,824 → T) が起きると，18 残基の切

断が起きず，その代わりに C 末端側 SPQNC の近位に位置する 607〜656 番目

に存在する 50 アミノ酸の異常切断が生じる (図 1B)。一方，マウス lamin A も

LMNA 遺伝子のエクソン 1 から 12 によってコードされているが，ヒトよりも

アミノ酸が１つ多く，665 アミノ酸から構成されている[48]。図 1B に示すよう

に本章の実験では，この C 末端側のアミノ酸配列をアライメントして，ヒト

lamin A dC50 の欠損部位に相当するマウス lamin A の 608 から 657 番目の 50 ア

ミノ酸が欠失するように lamin A dC50 cDNA を作成した。その後，発現ベクタ
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ーの pPyCAG-IP に組込み，MC3T3-E1 に導入した。その結果，RT-PCR では，

マウス lamin Aと lamin A dC50の増幅産物はそれぞれ 706 bpと 556 bpとして確

認できた (図 2A)。抗 lamin A/C 抗体を利用した Western blotting では lamin C (65 

kDa) のやや上方に lamin A dC50 のタンパク発現が認められた (図 2B)。対照群

では lamin A dC50 の遺伝子及びタンパク発現は検出できなかった (図 2A, B)。 

 

２．MC3T3-E1 の初期骨芽細胞分化における lamin A dC50 の影響 

Lamin A dC50 導入細胞と対照群の細胞をそれぞれ分化培地で培養し，骨芽細

胞への分化能について検討した。その結果，7，14，21 日間の培養で，どちら

の細胞群にも弱い ALP 活性は検出されたが，明らかな石灰化は確認できなか

った(図 3A, B)。一方，対照群の細胞では骨タンパクのALP, Col1, BSP, OC, DMP1

と骨芽細胞分化関連転写因子の Runx2, Osx の発現が確認された (図 3C-I)。し

かし，lamin A dC50 導入細胞では，対照群の細胞と比較して ALP, Col1, BSP, 

DMP1, Runx2 の発現レベルが有意に減少していた。なお，OC と Osx の発現レ

ベルに有意な変化は認められなかった。 

 

3．MC3T3-E1 の石灰化誘導における lamin A dC50 の影響 

Lamin A dC50 導入細胞と対照群の細胞をそれぞれ石灰化培地で培養し，石灰

化誘導能，すなわち骨芽細胞の最終分化に与える lamin A dC50 の影響について

検討した。7，14，21 日間培養した結果，ALP 活性についてはいずれの細胞群

にも有意な変化は認められなかった。一方，培養 21 日目の対照群において

alizarin red 陽性の石灰化基質を検出したが，lamin A dC50 導入細胞では顕著な

石灰化は認めなかった (図 4A, B)。また，lamin A dC50 導入細胞は，対照群と

比較して，BSP，OC，DMP1，Runx2，Osx の発現レベル減少が (図 4E-I)，ALP

と Col1 は発現レベル増加が認められた (図 4C, D)。 

 

４．MC3T3-E1 の-catenin シグナルにおける lamin A dC50 の影響 

Lamin A dC50 導入細胞と対照群の細胞に TOP/GFP プラスミドを導入後，分

化培地を用いて 21 日間培養し，TCF/LEF motif に対する-catenin の結合活性及

び-catenin と GSK-3 の発現を検討した。蛍光染色では，対照群の核に強い

GFP の発色が認められたが (図 5A, C)，lamin A dC50 導入細胞では GFP の発現

は著しく減少していた (図 5B, D)。同様に Western blotting でも，GFP の発現は

対照群で強く，lamin A dC50 導入細胞で弱かった (図 6A, B)。すなわち，-catenin

の TCF/GFP への結合能は対照群で強く，lamin A 導入細胞では弱いことが明ら

かになった。さらに total -cateninに対する active -cateninの発現 (図 6A, C) は，

対照群と比較して lamin A dC50 導入細胞で低かった。同様に，対照群と比較し

て total GSK-3に対するリン酸化GSK-3の発現も lamin A dC50導入細胞におい

て有意に減少していた (図 6A, D)。 
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５．Lamin A dC50を発現したMC3T3-E1の-cateninシグナルに与える SB216763

と DCA の影響 

前項の結果から，lamin A dC50 による MC3T3-E1 の分化抑制は，active 

-catenin とリン酸化 GSK-3の発現減少に関係していると考えられた。そこで

SB216763 と DCA を使用した回復実験を行った。SB216763 は GSK-3の阻害剤

として-catenin の発現を増加させ[49]，DCA はヒト大腸癌細胞の-catenin 

activator として知られる[50]。Lamin A dC50 導入細胞と対照群の細胞とを

SB216763添加，DCA添加，あるいはこれら非添加の分化培地で21日間培養し，

ALP と Col1 の遺伝子発現を比較した。その結果，DCA 添加で培養した lamin A 

dC50 導入細胞では，DCA 非添加の lamin A dC50 導入細胞よりも強い Col1 およ

び ALP の発現を認めた (図 7)。さらに，SB216763 を添加した lamin A dC50 導

入細胞では，非添加の lamin A dC50 導入細胞よりも ALP 遺伝子発現が増加し，

lamin A dC50 非導入の MC3T3-E1 での ALP 発現レベルにまで回復した (図 7)。 

 

 

考 察 

 

本章の実験によって，マウス progerin (lamin A dC50) は，初期の骨芽細胞分

化と成熟骨芽細胞への最終分化を抑制することが明らかになった。しかし，今

回作成したマウス lamin A dC50がマウス HGPSの病因となる本来の progerinと

同一配列であるかは不明である。なぜならば，今回作成したマウス lamin A dC50

は，ヒト lamin A dC50 に一致する 50 アミノ酸 (図 1B) を実験的に欠損させた

もので，C 末端側に生じると考えられる SIM の切断については考慮されていな

い。しかし，ヒトとマウスの lamin A dC50 の C 末端側のアミノ酸配列の保存は

良好であり (図 1B)，その相同性の高さから，本章の実験で過剰発現させたマ

ウス lamin A dC50 は，本来のマウス progerin にかなり近い特性があると期待さ

れる。Lamin A dC50 は骨タンパクの OC，BSP と転写因子の Runx2，Osx の発

現を抑制した (図 3E, H および図 4E, F, H, I)。これは，ヒト lamin A/C の shRNA

を使用した抑制実験の結果ともほぼ一致する[17,18]。このようなことから，本

章の実験で作製した lamin A dC50 の遺伝子導入細胞を用いたアッセイは，ヒト

あるいはマウスにおける細胞レベルでのHGPSの病態を評価するために有効な

方法だと考えられた。 

骨芽細胞分化は間葉系幹細胞の骨芽細胞系への commitment から始まる。骨

芽細胞へ commit された細胞は Col1 と ALP の発現が促進し，骨芽細胞への初

期分化が誘導される。続いて，様々な分化誘導因子の働きで OC，BSP，Runx2，

さらに Osx が発現し，成熟骨芽細胞への分化が促進されて基質の石灰化が誘導

される[2]。その後，成熟骨芽細胞の一部はアポトーシスによって消滅するか，
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あるいは骨基質内に取り込まれて DMP1 を強く発現する骨細胞となる[6,7]。

MC3T3-E1 は ALP 活性を示すほかに Col1，Runx2 の発現が認められる[51,52]。

そして低レベルではあるが，成熟骨芽細胞のマーカーの BSP，OC，Osx，DMP1

の発現も検出されている[52,53]。ところが，今回，分化培地で 21 日間培養し

たにも関わらず，lamin A dC50 導入細胞では石灰化を誘導できなかったことか

ら(図 3A, B)，lamin A dC50 導入細胞はこの培養条件では，最終分化をする以前

の前骨芽細胞の表現形質を維持していると考えられた。さらに，ALP, Col1, BSP, 

DMP1, Runx2 の発現レベルは，lamin A dC50 導入細胞で有意に減少したことか

ら，lamin A dC50 は MC3T3-E1 の初期分化をも抑制すると考えられた。しかし，

OC と Osx の発現レベルが lamin A dC50 導入細胞と非導入細胞とで差異がみら

れなかったことを説明できるデータは現在のところない。 

一方，石灰化培地で 21 日間培養した lamin A dC50 導入細胞においては，基

質の石灰化や BSP, OC, DMP1, Runx2, Osx の発現レベルが，対照群の細胞より

も有意に減少した (図 4A, B, E-I)。Lamin A/C siRNA を導入した間葉系幹細胞と

骨芽細胞においても本章の結果と同様に，Runx2 の DNA 結合能の減少と OC, 

BSP, Osx の発現低下が報告されている[17,18]。さらに，lamin A/C 欠損マウスも，

長管骨における OC 遺伝子の発現レベルの減少と頭蓋と体肢の骨量の低下が報

告されている[39-42]。これらのことから，lamin A dC50 は MC3T3-E1 の最終分

化を阻害することで骨タンパクの発現と石灰化を抑制していると考えられた。 

BMP-2 活性は，Smad や mitogen-activated protein kinase などの BMP-2 シグナ

ル分子の活性化と関係している。そうした分子はまた Runx2 や Osx の発現とと

もに BMP-2 を介した骨芽細胞分化においても重要な役割をしている[54]。した

がって，lamin A dC50 の過剰発現は MC3T3-E1 における BMP-2 シグナルを阻

害し，BSP, OC, DMP1, Runx2, Osx などの骨タンパクの発現を抑制しながら，成

熟骨芽細胞への分化を負に制御していると考えられる。しかし，石灰化培地で

培養した lamin A dC50 導入細胞においては，検出された ALP と Col1 の発現レ

ベルが増加していることから (図 4C, D)，lamin A dC50 が BMP-2 シグナル以外

の別のシグナル経路を活性化している可能性がある。 

本章の結果から MC3T3-E1 における lamin A dC50 と -catenin の相互作用に

ついても明らかになった。すなわち，TOP/GFP プラスミドによるレポーターア

ッセイで，対照群の細胞に強い GFP 発現が認められ，lamin A dC50 導入細胞で

は GFP 発現レベルが著しく低下することが示された (図 5)。Western blotting で

もGFPと active -cateninの発現量の減少が認められた (図 6)。これらの結果は，

lamin A dC50による骨芽細胞分化の抑制 (図 3C-E, G, H, 図 4A, B, E-I) は active 

-catenin の減少と関係していることを示唆している。実際，lamin A/C の発現

抑制は，-catenin の発現レベルを減少させ，-catenin の TCF/LEF motif への結

合を阻害することが報告されている[17,18]。本章の実験で得られた結果で興味
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深い点は，active -catenin の発現レベル (図 6A, C) と GSK-3のリン酸化レベ

ル (図 6 A, D) が同時に減少したことである。GSK-3の脱リン酸化は GSK-3

と axin の複合体における-catenin のリン酸化を促進し，さらにそのリン酸化

-catenin のユビキチン化およびプロテオソームによる分解が生じることが報

告されている[46]。したがって，lamin A dC50 の過剰発現による骨芽細胞分化

の抑制は，細胞内の-catenin と GSK-3の相互作用に依存すると考えられた。

実際，lamin A dC50 導入細胞で低下していた Col1 と ALP の発現レベルは，DCA

と SB216763を用いた回復実験で対照群の細胞レベル近くまで回復した (図 7A, 

B)。すなわち lamin A dC50 の発現が-catenin のリン酸化と GSK-3の脱リン酸

化とを同時に誘導することで，それより下流の-catenin のシグナル経路を阻害

し，MC3T3-E1 の初期骨芽細胞分化を抑制していると考えられた。 

本章の実験的検討から MC3T3-E1 におけるマウス lamin A dC50 の強発現は，

GSK-3の脱リン酸化および -catenin の不活化を誘導し，骨芽細胞分化を負に

制御していることが示された。しかし，lamin A dC50 と-catenin あるいは

GSK-3の直接的な相互作用については依然不明であり，今後はさらに，lamin A 

と-catenin シグナルの制御分子との相互作用について研究を進める必要があ

る。 
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図 1 マウス progerin (lamin A dC50 cDNA) の作成とヒトおよびマウスの

lamin A と lamin A dC50 の C 末端アミノ酸配列の比較 

 A マウス lamin A cDNA と lamin A dC50 の模式図とセンス (P1) およびアンチ

センスプライマー (P2) の位置をそれぞれ示す。P1 と P2 は 3’側の短い cDNA 断

片 (SphI-NotI) を合成するために使用した。そして 3’側の 0.15 kb (SphI-SphI) を

切断した 5’側の DNA 断片 (XbaI-SphI) と連結し，発現ベクターpPyCAG-IP へサ

ブクローニングした。B ヒトおよびマウスの lamin A と lamin A dC50 (dC50) の

C 末側のアミノ酸配列は，それぞれ良好に保存された構造をとる。ヒト lamin A

は，翻訳後修飾によってアンダーラインで示す 18 アミノ酸が欠損している。破

線はヒトおよびマウスの dC50 において欠損した 50 アミノ酸を示す。ヒト dC50

は LMNA 遺伝子のエクソン 11 にある 1,824 番目の cytosine が thymine に置換さ

れることで異常な splicing が生じ，結果として 50 アミノ酸が欠損する。マウス

dC50 もヒト dC50 と同じ位置のアミノ酸が欠損するように cDNA を作成した。  



 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 MC3T3-E1 へ lamin A dC50 の導入 

A Lamin A dC50 を導入した MC3T3-E1 (dC50) から RNA を抽出し，lamin A 特

異的なプライマーを使用して RT-PCR を行った。上のバンドが本来の lamin A，

下のバンドは lamin A dC50 (dC50) の発現を示す。対照にはベクターのみを導入

した細胞 (Cont) を使用した。内部対照として-actin の発現を示した。B lamin A 

dC50 (dC50) とベクターのみ (Cont) を導入した MC3T3-E1 の細胞溶解液をそれ

ぞれ SDS-PAGE で分画後，polyclonal anti-lamin A/C 抗体を使用して Western 

blotting を行った。上のバンドは lamin A，下のバンドは lamin C を示す。そして

lamin A dC50 は lamin C のやや上に位置するバンドである。なお，内部対照 actin

を示した。 
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図 3 分化培地を用いたときの lamin A dC50がMC3T3-E1の骨芽細胞分化に

及ぼす影響 

 A ALP 活性と基質の石灰化に与える影響。Lamin A dC50 導入細胞 (dC50)  

を分化培地で 7，14，21 日間培養し，ALP 染色と alizarin red 染色を行った。

対照群としてベクター導入細胞 (Cont) を使用した。B Alizarin red の染色強度

を測定した。dC50 と Cont の alizarin red 染色後，ギ酸処理によって色素を溶

出させ，O.D. 415 の吸光度を測定した。C〜I dC50 と Cont における骨タンパ

クと転写因子の発現をそれぞれ比較した。細胞は分化培地で 21 日間培養し，

ALP (C), Col1 (D), BSP (E), OC (F), DMP1 (G), Runx2 (H), Osx (I) に特異的なプ

ライマーを使用して real time PCR を行った。それぞれの発現レベルは-actin

の発現レベルで補正し，相対的な発現量とした。dC50 における骨タンパクと

転写因子の発現量は Cont と比較した (*p < 0.05, **p < 0.001)。 
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図 4 石灰化培地を用いたときの lamin A dC50がMC3T3-E1の骨芽細胞分化

に与える影響 

A ALP 活性と基質の石灰化に与える影響。Lamin A dC50 導入細胞 (dC50) 

は石灰化培地で 7，14，21 日間培養し，ALP 染色と alizarin red 染色を行っ

た。対照群としてベクターのみを導入した細胞 (Cont) を使用した。B dC50

と Cont における alizarin red 染色の染色強度を測定した。染色後，ギ酸処理

によって色素を溶出させ，O.D. 415 の吸光度を測定した。C-I dC50 と Cont

における骨タンパクと転写因子の発現を調べた。細胞は石灰化培地で 21 日

間培養し，ALP (C), Col1 (D), BSP (E), OC (F), DMP1 (G), Runx2 (H), Osx (I)に

特異的なプライマーを使用して real time PCR を行った。それぞれの発現レ

ベルは-actin の発現レベルで補正し，相対的な発現量とした。dC50 におけ

る骨タンパクと転写因子の発現量はContと比較した (*p < 0.05，**p < 0.001)。 
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図 5 Lamin A dC50 を導入した MC3T3-E1 における-catenin 活性の検出  

A, B ベクターのみを導入した細胞 (Cont) へ TOP/GFP を発現させ，

分化培地で 21 日間培養した。B, D Lamin A dC50 導入細胞 (dC50) に

TOP/GFP を発現させ，分化培地で 21 日間培養した。GFP の発現は

TCF/LEF motif に-catenin が結合することで検出される。核の染色は

DAPI 溶液を使用した (スケールバーは 100 m)。 
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図 6 Lamin A dC50 による-catenin と GSK-3の発現量の変化 

Lamin A dC50 導入細胞 (dC50) に TOP/GFP を発現させ，分化培地で 21

日間培養を行った。対照群としてベクター導入細胞 (Cont) に TOP/GFP を

発現させ，同じく 21 日間培養を行った。A -catenin と GSK-3を Western 

blotting によって検出した。GFP, total -catenin (-catenin), active -catenin, リ

ン酸化 GSK-3 (GSK-3 pSer9), total GSK-3 (GSK-3) は，それぞれの特異

的な抗体を使用して検出した。内部対照の actin を検出するために抗 actin 抗

体も使用した。B-D dC50 および Cont における GFP, active -catenin, GSK-3 

pSer9 の発現レベルを調べた。Western blotting で検出された GFP, active 

-catenin と GSK-3 pSer9 の発現レベルは，actin, -catenin, GSK-3の発現レ

ベルでそれぞれ補正して相対的な発現量とした。GFP, GSK-3 pSer9 および

active -catenin 発現量は Cont と比較した (*p < 0.05, **p < 0.001)。 

  



 29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7．Lamin A dC50 を導入した MC3T3-E1 の ALP と Col1 の発現に与える

SB216763 と DCA の影響 

Lamin A dC50 導入細胞 (dC50) に SB216763 (dC50+SB) あるいは DCA 

(dC50+DCA) を添加し，分化培地で 21 日間培養して Col1 (A) と ALP (B) 

の発現パターンを real time PCR で調べた。対照群としてベクター導入細胞

(Cont) を使用した。Col1 と ALP のそれぞれの発現レベルは，-actin の発

現レベルでそれぞれ補正し相対的な発現量とした (*p < 0.001)。 
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結 論 

 

 Lamin A と progerin (lamin A dC50) が前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 の骨

芽細胞分化に及ぼす影響について調べた結果，以下の結論を得た。 

 

1. BMP-2 誘導性の骨芽細胞分化と石灰化の促進に伴って lamin A/C の発現レ

ベルの増加が認められた。Estrogen 受容体アンタゴニストの fulvestrant はこ

の BMP-2 誘導性の骨芽細胞分化と石灰化を抑制した。 

 

2. Lamin A の過剰発現は，BMP-2 存在下での ALP，Col1，BSP，OC，DMP1

および Fra-1 の発現レベルを増加させ，骨芽細胞分化を促進し，石灰化を誘

導した。しかし，BMP-2 非存在下では骨芽細胞分化と石灰化を誘導するこ

とはできなかった。一方，lamin A の過剰発現下では fulvestrant 存在下にお

いても BMP-2 誘導性の骨芽細胞分化と石灰化が認められた。 

 

 

3. Lamin A dC50 の過剰発現は，BMP-2 非存在下での ALP, Col1, BSP, DMP1 と

Runx2 の発現レベルを減少させた。また，BMP-2 存在下で増加した Runx2

と Osx の発現レベルを低下させ，石灰化を阻害した。 

 

4. Lamin A dC50 の過剰発現は，-catenin の核内移行を抑制し，active -catenin

とリン酸化 GSK-3の発現レベルを低下させた。リン酸化 GSK-3阻害薬

SB216763 と-catenin 活性化剤 DCA は，lamin A dC50 の過剰発現によって

減少した ALP と Col1 の発現レベルを回復させた。 

 

以上のことから，lamin A は MC3T3-E1 の骨芽細胞分化と石灰化を促進するた

めに重要な役割をもつことが明らかになった。また，lamin A dC50 は初期の骨

芽細胞分化と成熟骨芽細胞への最終分化を抑制することが示され，このうち初

期の骨芽細胞分化では active -catenin の発現と GSK-3のリン酸化レベルの抑

制が関係していることが示唆された。 
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