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骨芽細胞様細胞 MC3T3-Elにおける

ギャップ結合細胞間コミュニケーション

は,basicfibroblastgrowthfactorと

phorbolesterにより,抑制される｡
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【緒言】 骨組織においてほ,骨芽細胞同士,骨細胞同

士,また,骨芽細胞と骨細胞とがギャップ結合を介して

お互いに接触し,高度な細胞間ネットワークを形成して

いる (Fig.1)｡そして,このギャップ結合細胞間コミュ

ニケーション (GJIC)によって,骨代謝調節ホルモンや

サイトカイン,さらにはメカニカルストレスなどの様々

な外的刺激が,協調的に骨芽細胞及び骨細胞間に伝播さ

れ,骨形成系細胞の増殖 ･分化を調節することが推測さ

れる｡また近年,いくつかのホルモンやサイトカインが

骨芽細胞におけるGJICを調節することが報告された｡

しかし,それらの因子が,ギャップ結合の構成蛋白質で

あるコネクシソに与える影響について,分子生物学的レ

ベルで検討したものは少ない｡そこで,今回,骨芽細胞

Fig.1骨組織における細胞間コミュニケ-ショソ
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のGJICと増殖との関連に着目し,骨芽細胞の強力な増

殖促進因子であるbasic fibroblast growth factor

(bFGF)とフォルボールエステル (TPA)がどのように

株化骨芽細胞MC3T3-ElのGJICに影響を与えるかを

検討した｡

【方 法】 QuiescentなMC3T3-Elを各 種 濃 度 の

bFGFとTPAおよび,tyrosinekinase(TyrK)とpro-

teinkinaseC (PKC)の阻害剤で任意時間処理した｡

GJICの測定は,レーザーサイトメーターACASを用い

て行った｡(Fig.2)｡ギャップ結合の主要な構成蛋白質で

あるコネクシソ43(Cx43)の変化については,抗Cx43抗

体を用いたWesternblot分析,およびCx43のcDNAプ

ローブを用いたNorthernblot分析により検討した｡

【結果 ･考察】 MC3T3-ElのGJICは細胞同士が接

触し始める頃から観察され始め,confluentになりalka-

1ine phosphatase活性が上昇するとともに増加 した

(datanotshown)｡これは,GJICと骨芽細胞の分化と

の間の正の相関を示している｡そこで,骨芽細胞の分化

と相反する増殖とGJICの関連を知るために,TPAと

bFGFのGJIC-の影響を調べた｡TPAとbFGFは添

加後24時間で,濃度依存的にDNA合成を促進した｡一

方,GJICは,TPAとbFGFにより,濃度依存的に抑制

され,MC3T3-Elの増殖に伴い,GJICが抑制されること
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Fig.2ACAS570を用いた,GJICの測定

(A)Confluent状態のMC3T3-El細胞に蛍光色素 (CFDA)を一

様に取 り込ませる｡ACAS570にてscanningL,任意細胞(#1-7)

を選択するoCはコントロールの細胞を示す.(B)レーザーにて,

任意細胞のCFDAを消光する｡(C)隣接する細胞とGJICを持っ

ていれば,隣接細胞からCFDAが流入し蛍光強度が回復する｡こ

のときの蛍光強度回復速度を測定する｡グラフは,消光前の蛍光強

度を100%としたときの各細胞の蛍光強度の経時的変化を示して

いる｡
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Fig.3 MC3T3-E l のGJIC量 (○ ),DNA合成 (● )に対する
TPA (A)ま た はbFGF(B)の 効 果｡ *p<0.01,未処理群
との比較 ｡
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Fig.4 TPA(A)またはbFGF(B)の添加による,MC3T3-El

のGJIC量の経時的変化｡*p<0.01,未処理群との比較｡

が明らかとなった(Fig.3)｡経時的変化を見ると,TPA

は処理後 1時間でGJICを大きく抑制し,その低レベル

は24時間まで持続した(Fig.4A)｡しかし,bFGFでは,

約10時間後からGJICの抑制を認めた (Fig.4B)｡

Westernblot分析の結果からTPAの処理後 1時間で,

Cx43はリン酸化され,SDS-PAGE上で43kDaの上方に

シフトした｡そして,約6時間後からCx43のmRNA量

の減少とそれに伴 うCx43蛋白質量の減少が認められた

(Fig.5A,6A)｡これより,TPAによる短時間後のGJIC

の抑制は,Cx43のリン酸化に伴 う質的変化から,さらに

その後の抑制はCx43の量的な減少からもたらされるこ

とが示唆された｡一方,bFGFでは,TPAと同様に添加

後 1時間でCx43の リン酸化が認められたが,bFGFは

TPAと異なり短時間でGJICを抑制 しないことから,

TPAと異なった リン酸化様式が示唆された｡処理約 6

時間後から,Cx43のmRNA量を減少し,その後,それ

に伴 うCx43蛋白質量の減少が認められた (Fig.5B,6B)｡

これより,bFGFによるGJICの抑制は主にCx43の量的

減少に起因すると考えられた｡さらに,これらのGJIC抑

制効果,Cx43の質的･量的変化は,TPAではPKCの阻

害剤で,bFGFではTyrKの阻害剤で,それぞれ完全に

解除された｡

【結論】 bFGFとTPAは,それぞれ異なった様式
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Fig.5 TPA(10nM,A),bFGF(0.5nM,B)で各時間処理

後,細胞膜分画を調整し,Western blot分析を行った｡MC3

T3-Elの細胞膜上には分子量の異なる数種のCx43が存在する｡

このサンプルをアルカリ性ホスファターゼにより脱リン酸化す

ると41kDの単一バンドになる (datanotshown)0

A

28S-

18S-

TPA

評野馳 瀞 覇
Cx43mRNA

* * @ GAPDHmR"A

一 一 + - + 一 十
0 1 6 12 (h)

B

:……:鄭 鱒 雛 轡 噸 鱒 磯 Cx43mR"A

● ● ● ● ● ● ● 三二二二一 -=･.二

bFGF 一 一 + - + - +
0 1 6 12 (h)

Fig.6 TPA(10nM,A),bFGF(0.5nM,B)で各時間処理

後,totalRNAを抽出し,Northernblot分析を行った｡
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Fig.7 TPAとbFGFによる株化骨芽細胞MC3T3-ElのGJIC

に対する抑制機構

(Fig.7)で,株化骨芽細胞 MC3T3-ElのCx43の質的変

化もしくは量的減少を引き起こし,GJICを抑制する｡
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