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P2-09
一酸化窒素の新規シグナル分子 8-nitro-cGMP
による骨リモデリング調整の解明

（八王子 : 歯科口腔外科）
○金子児太郎、小川　　隆
（口腔外科学）
　近津　大地

【目的】　炎症で産生が亢進する一酸化窒素（NO）
は可溶性グアニル酸シクラーゼを直接活性化し、
cGMP依存的なシグナルを伝える。近年、NOの新
規下流シグナル分子として、8-nitro-cGMPが発見
された。我々は以前に、8-nitro-cGMPが成長板の
軟骨細胞で生成され、骨伸長を促進することを報告
した。骨伸長のみならず、骨の形成と吸収からなる
リモデリングも NOによって調整されることが知ら
れている。そこで我々は、8-nitro-cGMPの骨リモ
デリングにおける役割を骨芽細胞、破骨細胞を用い
て解析した。
【方法】　初代培養マウス骨芽細胞（OB）は、生後
1日齢のマウス頭蓋骨より単離した。また、マウス
骨髄細胞をM-CSF存在下に 3日間培養して誘導し
たマクロファージを、M-CSFおよび RANKL存在
下に 3日間培養することで破骨細胞（OC）分化を
誘導した。8-nitro-cGMP特異抗体を用いた免疫染
色により OB、OCにおける 8-nitro-cGMP生成を検
出した。8-nitro-cGMPを添加し OBの培養を行い、
アルカリホスファターゼ（ALP）活性および石灰化
物形成に及ぼす 8-nitro-cGMPの影響を解析した。
また、OCへの分化に対する 8-nitro-cGMPの効果を
酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）活性で評
価した。OB、OCともに分化マーカーの遺伝子発現
を定量 PCRで評価した。
【結果】　OB、OCは、抗 8-nitro-cGMP抗体によっ
て染色された。培地に添加した 8-nitro-cGMPは、
OBの増殖には影響を及ぼさず、ALP活性の低下と
石灰化を抑制した。cGMPの膜透過誘導体である、
8-bromo-cGMPは逆に骨芽細胞分化を促進した。
8-nitro-cGMPと反応・不活性化させる活性イオウ
分子種の生成に必要な酵素 CARS2をノックダウン
したところ、8-nitro-cGMP添加と同様の結果が得
られた。また、8-nitro-cGMPは OCへの分化を有意
に促進した。8-nitro-cGMPは、RANKLによって誘

導される破骨細胞分化と RANKの発現を促進した。
【考察】　これらの結果は、NO産生が亢進する炎症
性の環境下で、8-nitro-cGMPが骨吸収促進と骨形
成抑制による骨の脆弱化を引き起こす原因物質の 1
つである可能性が考えられた。今後、本研究が関節
リウマチや歯周病など炎症性骨疾患の治療法の開発
につながる可能性が考えられる。
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Single molecule imaging reveals a distinct differ-
ence in Lck-dynamics between CD4+ and CD8+ T 
cells
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CD4+ and CD8+ T cells conjugate with APCs and 
their TCRs recognize the cognate antigens on MHC.　
We previously demonstrated that clustering of TCRs at 
the T-APC interface upon antigen recognition, named a 
“TCR microcluster”, worked as a signalosome for T cell 
activation.　In both CD4+ and CD8+ T cells, Lck 
associating to CD4 or CD8 translocates to TCR micro-
clusters, and then phosphorylates TCRs and their 
downstream signaling molecules.　It is still unclear 
whether Lck shows different contributions to TCR 
signaling in CD4+ and CD8+ T cells.　To address this 
issue, we examined the dynamics of CD4, CD8 and Lck 
using TIRF microscopy and antigen-presenting lipid 
bilayers.　We then found that CD8 and Lck together 
formed rigid clusters with TCRs in CD8+ T cells, 
whereas neither CD4 nor Lck showed specific locali-
zation with TCR microclusters in CD4+ T cells.　Even 
in CD4+ T cells, constitutively active mutant Lck 
（Y505F） translocates into TCR microclusters, indicating 
that the localization and the dynamics of Lck appear to 
strongly contribute to TCR signaling.　We therefore 
developed a new system that enables to simultaneously 
trace the movement of individual Lck molecules and the 
position of TCR microclusters.　Individual Lck 
molecules showed different types of movement, which 
were freely mobile outside TCR microclusters or long-
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