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ウシの 骨形成

緒 言

骨の形成過程は多くの遺伝子の働きにより厳密に制御

されているが，ある重要な遺伝子の異常により，さまざ

まな骨格の形成異常を引き起こすことが報告されている．

このようにしておこる遺伝的な骨格の形成不全症は，ヒ

トだけでなくウシ，ブタ，ニワトリなどの家畜において

も発症し，生産者に多大な経済的損失をもたらせる．ま

た，今後さらに大型化に向けた改良がなされる家畜にお

いて，正常な骨格形成は必須の要因であり育種面におい

て重要な課題である．したがって，骨の形成過程に関与

する重要な遺伝子を同定し，その機能を解析することは，

ヒトの臨床面だけでなく畜産分野にとっても重要である

と考える．

Ellis-van Creveld症候群は，軟骨の形成不全による四

肢の短小を主な症状とし，その他に多指，爪および歯の

形成不全などの異常が認められるヒトの遺伝病として知

られてる ．近年，Ellis-van Creveld 症候群の原因遺伝

子として EVC が同定され，四肢の形成過程において重

要な遺伝子であると考えられている ．一方，我々の研究

室を含む共同研究により，四肢の短小，関節の変形，歩

行困難を特徴とする

のでは

軟

いかと

不全症の解析により，

新規の遺伝子であるLIMBIN（LBN ）が原因遺伝子と

して同定された ．その後，LBN はヒトの Ellis-van
 

Creveld症候群のうち EVC に変異が認められない患者

において変異が報告され，EVC と LBN の異なる遺伝

子が Ellis-van Creveld 症候群の原因遺伝子であること

が示された ．さらに，これらの遺伝子は同一染色体上

で約２Kb離れて head-to-headとして向き合っており，

プロモーターを共有している可能性が考えられている ．

以上の結果から，EVC と LBN が四肢の形成過程にお

いて重要な役割を担い，その過程において，これらの遺

伝子は機能的に何らかの関連がある

肢の伸

な

に重要

思わ

れる．しかし，これまでに EVC と LBN は四肢の骨形

成過程においてどのように関与するのかは明らかにされ

ておらず，Ellis-van Creveld 症候群が発病するうえで

EVC と LBN がどのように関与するのか未だ不明であ

る．本研究では，両遺伝子の骨組織における発現パター

ンを明らかにするとともに，特に四

胎齢1

張

日，生

であ

る成長板軟骨組織における発現の局在について解析を行

い，EVC と LBN の骨形成過程における役割と関連性

について検討した．

材料・方法

RNA抽出

４週齢

7

ットよ

後１日齢，４週齢，８週齢ラット脛骨の

成長板軟骨を含む骨頭部および 臓，肝ラ り

cv E  Lbn

 

73岡山大学農学部学術報告 Vol. ， - （ ）

Received October 1,2003



脳，心臓，肺，腎臓，筋の各組織からTRIZOL Reagent

(Invitrogen）を使用して RNA を抽出した．

半定量 RT-PCR

抽出した各組織の RNA から Super Script Pream-

plification System（Invitrogen）を用いて cDNAを合

成した．ラット Evcと Lbn の塩基配列を明らかにする

ために，マウスの遺伝子の塩基配列を基に設定したプラ

イマー（Evc１：５’-ACCAGAAGTTCCGGCCTCTG-

３’Evc２：５’-GAGCTGGAACACTTAAACTGG
 

TCC -３’）（Lbn１：５’-GTTCTTCCTAACCATGG
 

TCTTCAC -３’and Lbn２：５’-CCACCGCTGACC
 

AGATTCTTCATC-３’）を用い，ラットの脛骨cDNA

を用いた RT-PCR を行った．それぞれ増幅した DNA

断片について塩基配列を解析した後，ラットEvcとLbn

に特異的な各プライマー（Evc３：５’-TGGCAAGGAG
 

GATGGCAGCTC-３’, Evc ４：５’-TGTTTGCCA
 

ATCTGGCCTGAAGT-３’）（Lbn ３：５’-ACACAG
 

CAGGCTTCATCGCAG-３’,Lbn４：５’-CATCAGA
 

AGGGCAATGATGTCC-３’）を用いて各組織のcDNA

による RT-PCR を行った．使用した cDNA 量は，内

部標準コントロールとしてGlyceraldehyde３-phosphate
 

dehydogenase(Gapdh）をもちいて調整した．PCR反応

は94℃（30秒），60℃（30秒），72℃（45秒）の条件で28

サイクルの反応を行った．増幅したDNA断片は1.5 ア

ガロースゲルにて電気泳動を行い，エチジウムブロマイ

ドにより染色を行った．

In situハイブリダイゼーション

プローブにはジゴキシゲニンをラベルしたアンチセン

スおよびセンスプローブを使用した．Evc １と Evc ２

もしくは Lbn１と Lbn２のプライマーにより増幅した

DNA断片を導入したプラスミドベクターからＴ７および

SP6RNAポリメラーゼによりプローブを作成した．Evc

は生後１日および４週齢ラットの脛骨を，Lbnは生後５

週齢マウスの脛骨における発現をそれぞれ調べた．脛骨

の組織切片は４ パラホルムアルデヒドで固定後，パラ

フィンに包埋して作成した．組織切片を HCl,

Proteinase Kによる前処理を行った後，１μg/ プロー

ブを含む hybridization buffer (50 formamide,

1xDenhardt’s solution,4xSSC,10 dextran sulfate,１

mM EDTA）で42℃で12時間のハイブリダイゼーション

を行った．2xSSC および0.1xSSC により洗浄した後，

DIG nucleic acid detection kit (Roche Molecular
 

Biochemicals）によりシグナルを検出した．反応後の切

片はメチルグリーンにより核染色を行った．

結果及び考察

半定量 RT-PCR による Evcと Lbnの脛骨における発

現パターンの解析

胎生期から生後８週齢までのラット脛骨および４週齢

ラットの各組織における Evcと Lbn の発現について解

析した．まず，ラットの Evcと Lbn の塩基配列は未だ

に明らかにされていなことから，ラットの両遺伝子の一

部を単離することを試みた．マウスの遺伝子の塩基配列

をもとに設定したプライマーにより，ラット脛骨 cDNA

を用いた RT-PCRを行った結果，Evc cDNAとして611

bp,Lbn cDNAとして384bpの断片をそれぞれ増幅した．

これらの塩基配列はマウスの Evcと Lbn に対してそれ

ぞれ95.1 と94.1 の相同性が認められ，今回増幅した

cDNA はラットの Evc と Lbn であることを確認した

（データ省略）．これらの塩基配列を基にラットの Evcと

Lbnのそれぞれに特異的なプライマーを作成し，RT-PCR

により発現パターンを調べた．まず，脛骨における発現

パターンは，両遺伝子ともに胎生期で最も強く，生後個

体の脛骨では週齢を増すにしたがって発現量が減少して

いた（Fig.１Ａ）．また，各組織における発現を調べたと

ころ，Evcはすべての組織で発現していることが確認さ

れた．Evcの発現は肺において最も強く発現しており，

腎臓，脳においても強い発現が確認され，肝臓，心臓，

筋でもわずかに発現していることが確認された．一方，

Lbnもすべての組織での発現が確認され，肺において最

も強い発現が認められ，次いで脳，腎臓でも強く発現し，

これらの結果は Evcの発現パターンと類似していた（Fig.

１Ｂ）．

以上の結果から，両遺伝子とも軟骨細胞を含む骨で発

現しており，骨が活発に形成されている胎生期から機能

することが示唆され，Ellis-van Creveld症候群における

四肢の短小への関与を支持する結果となった．また，Evc
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Fig.1  Analysis of the expression of rat Evc and Lbn by
 

RT-PCR.

The expression was analyzed in (A) rat tibia from
 

embryonic day 17(E17),postnatal day 1(P1),28(P28)

and 56(P56)and in (B)rat tissues,the liver(Li),brain

(Br), lung (Lu), heart (He), kidney (Ki), muscle (Mu)

and tibia (Ti).
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と Lbnは今回調べたすべての組織で発現が確認された．

今回の半定量RT-PCRによる解析では，Evcと Lbnと

の発現量を単純に比較することは出来ない．しかしなが

ら，両遺伝子とも組織間における発現パターンは非常に

類似していることが明らかになった．このことはhead-to-

headとして配置している両遺伝子がプロモーターを共有

している可能性をさらに高めるとともに，機能的にも関

連している可能性が推測された．また，骨以外の組織に

おいて発現していることが確認され，これまでにEllis-van
 

Creveld 症候群の症状として稀ではあるが，肺，腎臓，

肝臓にも異常が報告されていることから ，骨組織だけ

でなく，これらの組織においても何らかの機能を担って

いる可能性が新たに考えられた．

In situハイブリダイゼーションによる Evcと Lbnの発

現局在についての解析

脛骨の成長板軟骨における Evcと Lbn の発現局在を

in situハイブリダイゼーションにより解析した．Evcは

生後１日齢と４週齢の両方の成長板軟骨ともに，主に成

熟層から肥大層の軟骨細胞に強く発現していた（Fig.２

Ａ，Ｂ）．一方，静止層および増殖層の軟骨細胞には発現

が認められなかった．同様の方法により Lbnの発現局在

を検証した結果，増殖層にもっとも強い発現が認められ，

成熟層においても，増殖層ほど強くはないが発現してい

ることが確認された（Fig.２Ｃ）．また，静止軟骨細胞層

では発現していなかった．Evc と Lbn の両者ともにセ

ンスプローブではシグナルを検出できなかった（Fig.２

Ｄ，Ｅ，Ｆ）．

四肢などの長管骨の伸張には，骨幹端に存在する成長

板軟骨と呼ばれる軟骨細胞層が非常に重要である．成長

板軟骨における軟骨細胞は，静止軟骨細胞，増殖軟骨細

胞，成熟軟骨細胞，肥大軟骨細胞の順に分化し，その後

アポトーシスをおこし骨組織へと置換される．各細胞層

への移行は，厳密に規定されており，これまでにいくつ

かの遺伝子が関与していることが明らかにされている ．

本研究により，Evc と Lbn は特定の軟骨細胞に発現し

ていることが明らかとなり，両遺伝子がEllis-van Creveld

症候群の原因遺伝子であることをさらに支持している．

さらに，両遺伝子の発現局在は Ellis-van Creveld 症候

群を発症したヒトの成長板軟骨で報告されている増殖お

よび肥大軟骨細胞での異常と一致しており ，両遺伝子

がそれぞれ特異的な時期に機能していることが示唆され

た．つまり，Evcが発現していた成熟層から肥大層への

発現は，軟骨細胞が活発に増殖している増殖層から肥大

化へと移行する時期に相当し，Evcが肥大化軟骨細胞へ

の移行に関与することが予想された．一方，Lbnは増殖

層から成熟層にかけて発現していることから，Lbnが軟

骨細胞の増殖と肥大化に関与することが考えられた．Evc

と Lbnの発現局在を比較すると，それぞれの遺伝子が最

も強く発現している軟骨細胞の範囲は完全には一致して

いなかったが，成熟層から肥大層においては両遺伝子の

February 2004  Evcと Lbnの脛骨成長板における発現

Fig.2  Analysis of expression of Evc and Lbn in tibial growth plate by in situ hybridization.

Evc mRNA was detected in prehypertrophic and hypertrophic chondrocytes at postnatal day 1 (A)and day 28 (B).Lbn
 

mRNA was detected in proliferative and prehypertrophic chondrocytes (C).No signal was detected in negative control
 

using sense probe(D,E and F).R,the zone of resting chondrocyte;P,the zone of proliferative chondrocyte;PH,the zone
 

of prehypertrophic chondrocyte;H,the zone of hypertrophic chondrocyte.
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発現が確認された．したがって，両遺伝子の機能が互い

に関連しているかどうかは不明なままであるが，発現が

一致している成熟層から肥大層にかけて両遺伝子が機能

している可能性も考えられる．

以上，Evc と Lbn の成長板軟骨組織における発現局

在を明らかにし，Evc と Lbn が軟骨細胞を介した骨形

成過程において重要な遺伝子であることを示した．今後，

本研究で示唆された軟骨細胞における役割を検証するた

めに，培養軟骨細胞を用いた機能的解析をさらに進める

必要があると考える．
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