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【まとめ】 

高齢化が進行中の日本において関節

症患者数が増加しつつあり、軟骨採取

の外科的侵襲や軟骨細胞の体外培養を

行わない、新しい軟骨組織再生法の確

立が望まれている。本研究課題では細

胞膜通過配列を付加した転写因子を外

来性に導入することで細胞の動態・運

命が制御可能であった結果を得た。こ

のことは、細胞膜通過配列を付加した

転写因子を用いることで、将来的には

軟骨組織再生法へ応用できることが示

唆された。 

 

１．研究の目的 

高齢化が進行中の日本において加齢

に伴い発症する関節症患者数が増加し

つつある(1)。治療法として過去の対症

療法から近年は自家軟骨細胞を体外培

養後に移植する細胞療法へ移行しつつ

ある。しかしこの細胞療法は、患部以外

からの軟骨組織採取という外科的侵襲

があることや、培養中に震災が発生し

た場合の停電によるインキュベーター

機能不全や、液体窒素タンク倒壊によ

る凍結細胞の損害などの地震多発国日

本においては潜在的なリスクを有する

など問題が多い。 

 近年 iPS 細胞誘導などに転写因子の

タンパク質導入法応用が報告されてい

る(2)。タンパク質導入法とは、標的細

胞に導入したい転写因子などに細胞膜

通過配列を付加し細胞膜通過能を与え、

標的細胞の分化や機能を人為的に制御

する方法である(3)。本研究課題では、

患部周囲細胞へはじめに細胞増殖活性

増強因子として Elk1 (4) を導入し患

部周囲の細胞を増加させ、次に軟骨細

胞分化促進因子である SOX9 (5)を導

入し軟骨細胞分化を促進することで、

軟骨採取の外科的侵襲や軟骨細胞の体

外培養を行わない、新しい軟骨組織再

生法の開発を目指し、研究を行った。 

 

２．研究方法と経過 

２－１ 細胞 

マウス骨芽細胞セルライン MC3T3E1

は理研セルバンクから購入して用いた。 

２－２ ヒト Elk1, SOX9 変異体作製 

 ヒト骨肉腫細胞セルライン MG63 c

DNA から、ヒト Elk1 の CDS 領域の

5' 3'側にそれぞれプライマーを設定し



全 CDS 領域を含む PCR コンストラク

トを作製した。このときにそれぞれの

プライマーに制限酵素配列単独あるい

は制限酵素配列ならびに NLS 配列（D

PKKKRKV ｘ３）を付加し PCR プ

ロダクトへ NLS 配列を付加した。 

 ヒト SOX9 CDS クローンについて

は、市販されている MGC プライマー

ヒト CDNA クローン（TOT TCH10

03）を用いて全長 CDS を入手し、上述

のような制限酵素 site、NLS 配列を組

み込んだ degenerated PCR primer を

用いて PCR を行い、得られた PCR プ

ロダクトをアガロースゲル電気泳動、

精製した。 

 つぎに制限酵素でPCRプロダクト切

断後に大腸菌発現プラスミド pASK-I

BA44（IBA GmbH）へライゲーション

した。さらに構築したコンストラクト

へ 11R 配列を付加すべく、site directe

d mutation を行った。すなわち、CDS

領域直前あるいは直後とプラスミドバ

ックボーン領域に 24 塩基相同性を持

たせた上でアルギニンコドンを 5（5'プ

ライマー）あるいは 6（３'プライマー）

付加したプライマーならびにhigh fide

lity PCR 酵素である Prime Star Max

 (タカラバイオ)を用いて PCR を行い、

その後変異が導入されていないテンプ

レートプラスミド DNA を分解する目

的でメチル化されているGATC配列を

認識切断する DpnI(New England Bio

labs)処理を行った後、コンピテントセ

ルへ形質転換した。 

 形質転換したコンピテントセルから

プラスミドを抽出し配列を確認後にそ

のプラスミドを大腸菌 BL21(DE3)(バ

イオダイナミクス研究所)へ形質転換し

た。 

２－３ 変異体タンパク質の精製 

 形質転換した大腸菌BL21(DE3)を前

培養し OD 値が 0.5 となった時点でテ

トラサイクリンを最終濃度 0.2mg/L と

なるように添加し、各変異体タンパク

質の発現誘導を行った。その後発現さ

れたタンパク質を periplasm から Strep

-Tactin Spin Column purification ki

t (IBA GmbH)を用いて精製した。 

２－４ 精製タンパク質溶液中のエン

ドトキシン定量・除去 

 精製タンパク質溶液中のエンドトキ

シン量をリムルスカラーKY テストワ

コー（和光純薬）を用いて測定した。そ

の後、エンドトキシン混入量が高い精

製タンパク質についてエンドトキシン

除去を、Endotoxin removal kit（ジェ

ンスクリプト）を用いて行った。エンド

トキシン除去後、エンドトキシン混入

量を再測定し0.1 EU/ml 以下となるま

でエンドトキシン除去を繰り返した。 

２－５ 精製タンパク質の確認 

 精製タンパク質を変性条件下でミニ

プロティアン TGX ゲル（BioRad）を

用いて電気泳動を行った。泳動後、Bio

-Safe クマシーステイン（BioRad）で

各タンパク質バンドを可視化した。 

 また、western blot analysis にて各

タンパク質バンドの同定を行うべく、

同様に泳動したゲルを iBlot blotting s

ystem を用いて PVDF メンブレンへ転

写し、ブロッキング、1 次抗体反応（ラ

ビットIgG抗ELK1抗体（アブカム））、



2 次抗体反応（HRP 標識抗 rabbit IgG）

後に、ECL 基質として Luminata Fort

e （ミリポア）を用いてバンドの検出を

LAS4000mini（フジフィルム）で行っ

た。 

２－６ 細胞増殖アッセイ 

 マウス骨芽細胞セルライン MC3T3

E1 を 2ｘ104 cells/cm2で 24 well pla

te へ播種し、PBS または PBS 中にスト

ックしているリコンビナントElk1変異

体を終濃度0.6 μg/mlとなるように添

加し培養を行った。24 時間後に Cell P

roliferation Reagent WST-1（ロシュ）

を添加し、さらに 2 時間培養後に培養

液を回収し、吸光プレートリーダーに

て 600nm リファレンス波長として 45

0nm の吸光度を測定し Elk1 変異体添

加の細胞増殖への影響を測定した。 

２－７ 統計処理 

 サンプル間の有意差検定は、Tukey

の多重検定法（http://www.gen-info.o

saka-u.ac.jp/testdocs/tomocom/tukey.

html）にて行った。p < 0.05 を有意差

ありと判定した。 

 

３．研究の成果 

３－１ リコンビナントElk1変異体構

築 

各ステップでシークエンス確認を行っ

た後に次ステップへ進み、最終的に大

腸菌BL21でヒトElk1変異体を発現さ

せ、その精製を行った。精製したヒト E

lk1 変異体（Elk1-NLSx3-11R）を SD

S-PAGE ゲル中の電気泳動後に Coom

assie Brilliant Blue 染色を行い、その

バンドサイズを確認したところ、40～5

0kDa であった。ヒト Elk1 は 428 アミ

ノ酸残基でその分子量は計算上 44.9k

Da となり、x3 NLS 配列（3.0kDa）や

11R（1.7kDa）を加味してもバンドサイ

ズは適正なものと思われた。 

 次に western blot analysis にてこの

サイズのタンパク質バンドが抗Elk1抗

体を用いて検出を行えるかどうかを検

索した。Figure 3 に示したとおり、こ

のバンドは抗Elk1抗体に反応している

ことからヒトElk1リコンビナント変異

体タンパク質が作製されたものと考え

られた。 

３－２ ヒトリコンビナントElk1変異

体の細胞増殖促進効果 

 次に構築されたヒトElk1リコンビナ

ント変異体が細胞増殖促進効果を有し

ているかどうかを C 末への付加領域有

無変異体間で比較検討した。マウス骨

芽細胞セルライン MC3T3E1 に核膜通

過ドメイン（NLSx3）と細胞膜通過ド

メイン（11R）を有するヒト Elk1 リコ

ンビナント変異体（Elk1-NLSx3-11R）

を添加するとコントロールに比較して

細胞増殖の著しい促進が観察された。

細胞膜通過ドメインを有した Elk1-１

１R ではわずかな増殖促進傾向が見ら

れたが、細胞膜通過ドメイン・核膜通過

ドメイン を付加していないインタク

トElk1では細胞増殖促進効果は示さな

かった。これらのことから、細胞膜通過

ドメインを付加したヒトElk1リコンビ

ナント変異体は細胞外から細胞内へ移

行し、さらに核内まで移行することで

転写因子としての機能を発揮し、細胞

増殖促進効果を示したことが示唆され



た。 

これらの結果から細胞膜・核膜通過能

を有するヒトリコンビナントElk1変異

体を構築し、それを細胞外から適用す

ることで標的細胞の増殖促進が行える

ことが明らかとなった。このことから

本タンパク質導入法を適用することで

組織再生希望部位での細胞増殖促進が

行える可能性があることが示唆された。 

３－３ ヒトリコンビナント SOX９変

異体 

 現在全長 CDS 単独ならびに全長 CD

S 端末に制限酵素サイトならびに NLS

シグナルを付加したフラグメントをク

ローニングベクターにのせ、site specif

ic mutation を行うことで 11R 変異を

付加する部分を実行中である。 

 

４．今後の課題 

 構築したヒトElk1変異体の細胞内局

在はまだ確認しておらず、核移行シグ

ナル付加により核への局在が促進され

ているかどうかを確認する必要がある。 

 現在 SOX9 変異体を構築中であり、

それらが構築され次第、細胞培養実験

系にて標的細胞を軟骨細胞系への分化

が促進できるかどうかを確認する予定

である。培養実験系で各変異体の機能

を検証後、動物実験にて軟骨組織再生

が in situ で行えるかどうかを検証する。 

 

５．研究成果の公表方法 

しかるべきデータが出た時点で学術論

文としてまとめ、論文投稿を行う。投稿

先として Bone, Journal of bone and 

mineral researchなどを検討している。 
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