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本論文で使用した略語一覧

AB；アルシアンブルー

ALP；アルカリフォスファターゼ

AR；アリザリンレッド

BMP；　Bone　morphogenetic　protein

BGP；　Bone　gla　pyotein

Ca；カルシウム

Co12；Type　Hコラーゲン

CP；コラーゲンペプチド

ECM；細胞外基質

FCP；魚燐コラーゲンを酵素処理して得た魚燐由来CP

GAG；グリコサミノグリカン

GalcNAc；N一アセチルガラクトサミン

Gal－Glc；ラクトース

Ga1－GlcN；ラクトサミン

Ga1－GlcNAc；N一アセチルラクトサミン

Glc；グルコース

GlcN；グルコサミン

（GlcN）2；キトサンダイマー

GlcNAc；N一アセチルグルコサミン

（GlcNAc）2；キトビオース

GlcU；グルクロン酸

Gly；グリシン

Hyp；ヒドロキシプロリン

Mg；マグネシウム

MGP；　Ma£rix　gla　protein



MTT；テトラゾリウム塩：

OA；変形性関節症

P；リン

pCP；酸処理した豚皮ゼラチンを酵素処理して得た豚皮由来CP

Pro；プPtリン

Pro－Hyp；プロリルヒドロキシプuリン

Pro－Hyp－Gly；プロリルヒドロキシプuリルグリシン

PTH　；　para£hyroid　hormene

Runxl；　runt　re！ated　traRscription　factor　1

Runx2；　runt　related　transcription　factor　2

Sox9；　SRY一一box　containing　gene　9

TGF－B；　transforming　growth　factor　beta
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総論の部

緒言

　関節軟骨は、弾力性及び減縮低掃生を有する組織として、骨と骨の摩擦を防ぎ、関

節に可動性を与えている［1］。関節軟骨は約2％の軟骨細胞と98％の細胞外基質（ECM）

で構成されている。軟骨の弾力性及び圧縮低抗性は、軟骨細胞によるビアルUン酸及

びコンドuイチン硫酸などのグリコサミノグリカン（GAG）、コラーゲンなどECMタン

パク質の産生によって維持されている。すなわち、関節軟骨に存在する軟骨細胞が正

常な軟骨ECM代謝を行うことは、軟骨組織の維持に極めて重要である［2］。

　正常な関節軟骨は、特異的な三層構造を有している。関節腔に面した最表層を形成

する浅層は、扁平な軟骨細胞が高密度に配列している。鉱層の下部の中間層は、ECM

中に低密度で軟骨細胞が散在する中間層があり、下部に移行するに従って、軟骨細胞

が縦整列し、軟骨柱を形成している。類骨と接する最下層の深層は、中間層と比較し

て、肥大化した軟骨細胞を有する［3］。これら3層の軟骨層のそれぞれの役割は、ま

だ不明な点が多いが、各軟骨層に存在する軟骨細胞が正常な軟骨代謝を行い、軟骨組

織が維持されていると考えられている。

加齢、食生活の乱れ、疾病及び薬物の影響、メカニカルストレスなど、様々な要因

で変性した軟骨組織は、ECMの代謝異常を起こし、軟骨の異所石灰化が誘導される［4，

5］。軟骨組織の異所石灰化は、変形性関節症（OA）の一因となる［6］。　OAは、主に加

齢に伴う軟骨変性を基盤とし、変性した関節軟骨にメカニカルストレスが加わること

によって、関節軟骨が磨耗する疾患である［7，8］。OAは関節の機能障害及び痴痛を惹

起するため、QOLを著しく低下させる疾患として高齢化社会において解決すべき課題

となっている。

OAの発症メカニズムは不明な点が多いが、GAGや細胞外基質タンパク質の代謝異常、
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ECMの石灰化など、様々な要因が複合的に働き発症に至ると考えられている［9］。　OA

の危険因子としては、遺伝的要因、肥満などの生活習慣、骨密度や筋肉の低下などが

報告されているが、具体的な予防法及び治療法が確立されていないのが現状である

［10］。また、QAの有効な薬物が未だ開発されていないため、　OA患者の処置として、

NSAIDSの処方、ヒアルmン酸注射、骨切り術などの対症療法が行われているのが現状

である。そのため、多くのOA患者は、軟骨修復作用を目的として、軟骨構成成分で

あるグルコサミン、コラーゲン、＝ンドロイチン、軟骨抽出物、カルシウム（Ca）・マ

グネシウム（Mg）剤など、いわゆる健康食品を摂取している。しかし、これらのいわゆ

る健康食品の科学的根拠はあいまいである［IH3］。

　内軟骨性骨化は、軟骨細胞が問葉三四細胞から分化し、増殖軟骨細胞、成熟軟骨細

胞、肥大化軟骨細胞の分化過程を経て、石灰化軟骨となり骨組織に置換される骨形成

過程である〔14］。生体内において、骨形成に利用される多くの軟骨細胞は、石灰化軟

骨へ分化が進行する。一方、関節軟骨や肋軟骨など、一部の軟骨組織は骨に置換せず

成熟軟骨のまま維持される。成熟軟骨細胞の分化維特の詳しいメカニズムは不明な点

が多いが、軟骨及び骨の形成過程は、遺伝子レベルで様々な軟骨・骨特異的転写因子

によって調節を受けており、これらを介し、細胞間基質などの代謝が調節され、軟骨

細胞の増殖及び分化が制御されている［15－17］。

　成熟した軟骨細胞は、ヒアルロン酸やコンドuイチン硫酸などのGAGを産生し、軟

骨細胞の性質を維持する役割を担っている［18－211。Type　Hコラーゲン（Co12）は、

軟骨特異的コラーゲンで、軟骨形成過程の増殖軟骨細胞期及び肥大化軟骨細胞期の細

胞間基質に存在し、石灰化軟骨細胞期及び骨形成の過程では消失することが報告され

ている〔22，23］。アルカリフォスファターゼ（ALP）は、軟骨が石灰化する前の段階に

おいて、活性が上昇していることが知られている〔24，25］。したがって、ALP活性の

増加は、前肥大化軟骨細胞への分化の指標として用いられている。Matrix　gla　protein
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（MGP）は、ビタミンK依存性の翻訳後修飾によって合成される軟骨細胞間基質タンパ

ク質である［26］。MGPは、血管内皮細胞の動脈硬化部においても観察されていること

から、石灰化に深く関与するタンパク質の一つであると考えられている［27－29］。Bone

gla　prOtein（BGP）は骨特異的基質タンパク質で、軟骨形成及び骨形成過程の進行に

伴い、増加し、骨基質を維持するために重要なタンパク質であると考えられている

［30］．

　軟骨細胞の増殖・分化を制御する増殖因子は、Bone　morphogenetic　protein（BMP）

群やtransfor搬ing　growth　factor　beta（TGF一β）がよく知られている［31］。これらTGF一

β／BMPファミリーは、細胞膜に存在するレセプターに結合後、転写調節因子のSmad

をリン酸化し、軟骨特異的遺伝子の発現を調節する［32－34］。Smad　2は、骨・軟骨形

成因子の一つであるTGF一βの下流に存在し、軟骨の分化を促進する転写因子の一つと

考えられている［35］。また、Smad2はSRY－box　containing　gene　9（Sox9）やrunt　re　lated

transcription　factor　2（Runx2）などとヘテロ広量体を形成することにより、Sox9

やRunx2の下流に存在する軟骨特異的遺伝子の発現を調節すると考えられている

〔36－38］。Smad4はリン酸化されたSma（2やSmad3とヘテロ熱量体を形成し、様々な転

写因子と相互作用することによって、軟骨の分化を制御していると考えられている

［39，40］。Sox9はSox　fa孤ilyに属する転写因子の一つで、間葉系幹細胞から軟骨細

胞への分化の誘導と、肥大化軟骨細胞への分化の抑制を調節する軟骨特異的転写因子

と考えられている［17，41，42］。runt　re！ated　transcription　factor　1（Runxl）は

肥大化軟骨に発現し、内軟骨性骨化に必要な転写因子の一つと考えられている［43］。

Runx2は成熟軟骨に発現し、骨細胞への置換に必要な骨特異的転写因子の一つと考え

られている［44一一46］。

　　軟骨細胞株ATDC5は、内濠骨性骨化の過程を再現するモデル細胞株として、骨の

発生の研究において現在広く利用されている［47，48］。内軟骨性骨化の過程で、骨へ
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置換されるために石灰化軟骨へ分化が進行する軟骨細胞と、関節軟骨など永久軟骨細

胞として石灰化せず分化が維持される軟骨細胞は、共に間葉系幹細胞から分化する。

すなわち、永久軟骨細胞は、内軟骨性骨化の過程において、成熟軟骨に分化した後、

分化が停止しズいる細胞である可能性を示している。したがって、関節軟骨細胞のECM

中には、分化を停止させ、成熟軟骨細胞を維持する因子が含まれている可能性が考え

られた。そこで本研究では、培養過程において、ATDC5の分化が石灰化軟骨の方向へ

経時的に進行する特性を利用し、ECMの代謝産物中に、成熟軟骨を維持する因子及び

軟骨の石灰化を促進する因子が存在する可能性を検討した。すなわち、ATI）C5を関節

軟骨維待に重要な分子をスクリーニングするアッセイ系として用いた（Fig．1）。

　本実験では、今まで不明な点の多かった生体内における関節軟骨代謝を明らかにす

ることを研究の目標としている。すなわち、関節軟骨細胞において組織の細胞外基質

構成分子がシグナルとして作用し、関節軟骨の維待に関与するか否かをinγゴ加及

びiR　Yi　voで検討している。さらに、関節軟骨代謝を明らかにすることにより、関節

機能障害のリスクを低減あるいは治療に有効な分子の探索を行っている。
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第1章　　細胞外カルシウム及びマグネシウムが培養軟骨細胞株ATDC5の分

　　　　　化舗卸に及ぼす影響〔49］

　Ca、　Mg、リン（P）は硬組織である軟骨や骨を構成する主要ミネラルである［50］。細

胞外液中に含まれるCaイオン濃度と骨組織の石灰化は厳密に制御されている［50，

51］。胎児の軟骨は、複数の分化方向に分かれる。つまり、内軟骨性骨化の過程で、

骨の鋳型として分化する軟骨と、関節軟骨や肋骨、口喉蓋軟骨、耳軟骨など、軟骨が

維持される方向である［52］。成体の軟骨組織は、石灰化軟骨へ分化せず、成熟軟骨の

段階で分化が維持される。内軟骨性骨化において、各転写因子によって分化が進行し

た軟骨細胞は、細胞外Ca及びP濃度が共に上昇することで、肥大化軟骨細胞のアポ

トーシスが最終的に誘導され、骨組織に置換される可能性が報告されている［53，54］。

したがってCa・Mg・Pは、硬組織を構成する主要ミネラルであるが、軟骨の分化にお

ける役割は、まだ不明な点が多い。

　1993年、Brownらによって、牛副甲状腺の細胞表面にカルシウムセンシングレセプ

ター（CaSR）が同定された［55］。　CaSRは生体内のCaの合口性を維持する過程で重要

『な機能を有している［56］。つまり、副甲状腺のCaSRは、細胞外のCaイオンを感知し、

細胞内シグナル伝達を経てparathyro　id　hormone（pm）の分泌を介し、細胞外Ca濃

度を調節している。最近の研究で、腎臓や骨、軟骨などで、組織の周辺の狭い両域に

おいて、Caセンシングメカニズムが存在し、細胞外のCaイオンを感知し、細胞内に

情報を伝達していることが報告されている［57－61］。CaSRは細胞外Ca2＋やMg2＋濃度

を調節すると、応答が変化する可能性が報告されている［62］。さらに、（）aSRは軟骨組

織の成長板に発現し、ECMの石灰化に関与している可能性が報告されている［63］。す

なわちCaは、基質分子となるだけでなく、直接シグナル分子として作用することが

明らかとなっている。
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　関節軟骨の異所石灰化は、変形性関節症の一因となることが報告されている［5，6，

64］。また、動脈血管壁の異所石灰化は、冠動脈疾患の一因となることが報告されて

いる［65，66］。疫学調査の結果、Ca摂取量に対するMgの摂取量比率の低下は、心臓

疾患の危険性が増昇することが報告されている［67］。クmトー遺伝子変異マウスは、

動脈血管壁の異所石灰化や、異常な骨代謝など、老化に伴う症状を示す老化モデルマ

ウスとして報告されている［68］。クmトv・・一・・一L遺伝子変異マウスに低P食を摂取させると、

このマウス特有の老化症状が抑制されることが報告されている［69］。これらの研究は、

Ca、　P、　Mgの摂取比率は、異所石灰化の発生の一因となることを示唆している。しか

し、PやMgの摂取量が、関節軟骨の維持にどのような影響を与えているかは、不明な

点が多い。

我々は、初めに、軟骨細胞株ATDC5において、細泡外Ca、　P、㎏が軟骨E（Mの石灰

化への影響を与える可能性を検討した。また、ゴη蜘。におけるPとMgの摂取が関節

軟骨にどのような影響を与えるか検討した。

第1節　　カルシウム及び㎏が軟骨細胞の分化に与える影響

　軟骨ECMの石灰化は、　ECMにおける無機的な作用ではなく、軟骨細胞を介した能

動的な作用である可能性を検討した。DMEM／F　12培地に塩化Caを各1mh，3酬，6

mlSil［，9説，12磁，　and　24磁添加し、リン酸カルシウムの濾殿が形成される濃度

を調べた。その結果、1醸から24説すべてのCa濃度において、　DMEM／F12培地

中にリン酸カルシウムの結晶は生じなかった（data　not　shown）。さらに、293丁細

胞を6酬塩化カルシウムを添加したDMEMI／F12培地中で7日間培養し、アリザリ

ンレッド（AR）染色を用いてCa沈着を測定した。その結果、293T細胞のE（MにCa

沈着は形成されなかった（data　not　shown）。　ATDC5において、細胞外Caが、　ATDC5

に増殖に与える影響を検討した。ATDC5の培地中に終濃度が1iiiM，3醐，6翻，9

　　　　　　　　　　　　　　　6



説，12磁，及び24酬となるようにCaを添加し、3日間培養後、　WWアッセイを

行った。その結果、実験したすべての濃度において、ATDC5の増殖に影響を与えな

かった（data　not　shewn）。これらの結果から、　ATDC5において、61nM　Caは、培地

中のリン酸カルシウムを無機的に形成せず、且つATDC5の増殖に影響を与えない

濃度であると判断した。したがって、本実験では6・mMのCa濃度で実験を行った。

　細胞外Ca及びMgがATDC5の石灰化への分化の指標である乱P活性に与える影

響を、ALP染色を用いて検討した。　DMEWF12培地中にCa源として塩化カルシウム

ニ水和物及びMg源として塩化マグネシウム六水和物を添加し、通常培地（N；1酬

Ca，0。7磁㎏）、高Ca培地（Ca；6磁Ca，0．7磁M9）、高Mg培地（Mg；1醒Ca，

4．2磁Mg）、高Ca／高M9培地（Ca／M9；6説Ca，4．2醐Mg）を用いてATDC5を培

養iした。5日間培養した後、AしP染色を行った。その結果、細胞外Ca及びMgは、

ATDC5のALP活1生に影響を与えなかった（data　not　shown）。

　次に、細胞外Ca及びM9が、　ATDC5の石灰化に与える影響を検討した。　ATDC5

をCa及びMg添加培地を用いて、7日間、14日間、21日間、28日間各々培養した

後、AR染色を行い、石灰化面積を比較した。その結果、　Ca培地で培養したATDC5

は、N培地で培養したATDC5と比較して、7日間早い21日目にCa沈着が観察され

た。培養28日後、Ca培地で培養したATDC5のCa沈着面積は、　Nと比較して約5

倍に増加した。Mg及びCa／Mgで培養したATDC5は、28日間の培養期間中、　Ca沈

着は観察されなかった（Figure　2．　A）。また、培養28日後の典型的な顕微鏡写真

をFigure　2．　Bに示した。これらの結果から、　ATDC5が肥大化軟骨細胞に分化が進

行した段階において、CaはATDC5の石灰化を促進し、　MgはCaによる石灰化を抑

制することを明らかにした。

7
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　Figure　2，　Efdect　ofextraeellular　calcitun　and　magnesiurn　ions　on　minerulization　ofATDCs　cetls，

　eLTDCs　cells　were　plated　at　a　density　efsxlO‘cetlstwell　in　24－wetl　plates　and　cultuTed　up　to　28　days

in　medium　conmining　thc　normal　ion　ooncuntratiens　or　in　that　having　othcr　caleium　and　fuagnesiurTl

　coloer？tra｛iens，　Every　7　days　peiods，　parts　o’fstainod　dishas　wcre　oountod　under　a　light　mieroscopc，

　and．　alizariri　red　stalned　area　was　qumtified　by　densitomctric　analysis．　A：Changes　in　Ca　depesiti6n

　under　thc　varieus　rnedium　conditions，　B：Twentyeight　day　cuitums　wert　slained　with　alizalin　red　to

　identify　calcium　deposits．（N）：1mM　calciLtm　and　O．7　mM　magnesium，（Ca）：6rnM（nlciurn　and　O．7

　rnM　magnesium，（Mg）：1rnM　ealciurn　and　4．2　mM　magnesium，（Ca／．Wg）：6mM　calcium　and　4．2

mM興n雛i㎜・R・・ult・㎎・㈹t　m㎝・SDd面嘲恥m㈱・i・d脚d㎝・駆面m鴫卿h
ercper＃nents　carTied　our　30r　4　culLure　wells．　wells．Photogrxphed　were　showed　a　typical　data　in　these

　exp師m購糞ts．

　石灰化軟骨へ分化が進行する前の成熟軟骨細胞は、GAGを産生している。細胞外

Ca及びM9が、　ATDC5のE（MにおけるGAG量に与える影響を検討した。　ATDC5をCa

及びMg添加培地を用いて、7日間、14日間、21日間、28日間各々培養した後、

アルシアンブルー佃）染色を行い、GAGの染色面積を比較した。　Ca及びCa／M9

培地で培養したATI｝C5は、　N培地で培養したATDC5と比較して、7日間早くABで

染色された（Figure　3．　A）。また、培養28日目のGAGの染色面積を比較した結果、

Ca培地で培養したAIDC5は、　N培地で培養したATI｝C5の約2倍に染色面積が増加

した。一方、Mg培地で培養したATDC5のGAG染色面積は、　N培地の約1／2に減少

した。さらに、Ca／㎏培地で培養したATDC5のGAG面積はCa培地の約1／2に減少

した（Figure　3．　B）。これらの結果から、成熟軟骨細胞において、細胞外Caは軟骨

細胞の石灰化過程への分化を促進し、㎏は軟骨細胞の石灰化過程への分化を抑制

することを明らかにした。
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Figure　3．　Etbct　ot’cxtracetlular　calcium　and　rnagnesium　ions　on　matuTation　ofATDCs　cnils．　ATDCs

oells　underwent　diimtiation　br　28　days　in　the　various　medium　indicated　in　the　legend　ofFigure，2．

Every　7　days　periods，　parts　ofstained　dishes　weTe　counled　under　a　light　mic　t）scopq　arid　alcian　blue

stainod　area　ar　m　was　quantifiod　by　daisitornetric　analysis．　A；Graphic　depiction　ofchanges　in　GAG

pruduction　by　AT　DCS　oclls　under　thc　various　medium　conditions．　B：　Twerlty－eight　day　culturcs　were

stained　wirh　alcian　blue　to　identify　glycosarninoglycan．　Resutls　represent　mean±SD　dodved　tfom

thiee　indepEmderit　encpe貞ments，　each　experiments　carTied　out　30r　4　culture　wel且s．　welis．Photographed

were　showed　a　typical　data　in　these　expedmenls．

　Ca及びMgによるAID（石の分化調節メカニズムに、　CaSRが関与している可能性

を検討した。初めに、ATI）C5の分化段階におけるCaSRのmRNA発現レベルを調べ

た。培養0目目のATDC5はCaSR鵡の発現が確認できなかったが、培養3日目

に、少量のCaSR融Aの発現が確認できた。その後、培養7日目、14日目、21日

目及び28日目におけるATDC5のCaSR酬Aの発現レベルは、経時的に増加した

（data　not　sh。wn）。次に、細胞外Ca及びMgが、肥大化軟骨細胞におけるATI＞C5

のCaSRの発現に与える影響を検討した。　ATDC5を各々のCa及びMg添加培地を用

いて、28日間培養した後、Total　RNAを抽出し、　RT－PCR法を用いて、　CaSRのrrRNA

発現レベルを比較した。その結果、Caは、　CaSRのniRNA発現レベルを通常と比較

して、約1．5倍に増加させた。しかし、M9は〔laSRの憾NA発現レベルに影響を与

えなかった（Figure　4）。

　さらに、Caイオンに結合し、且つ石灰化に関与する可能性がある分子であるMGP

及びBGPや内軟骨性骨化における転写因子であるSox9及びRunx2の遺伝子発現レ

ベルを検討した。ATDC5を各々の培地を用いて、28日問培養した後、　Total　RNA

　　　　　　　　　　　　　　　　　9
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Figure　4，　Excess　extiip：11ular　cnlcium　and　rnagnesiurn　ions　change　mRNA　leveis　ofcbondrocyte－

associated　genes　in　ATDCs　cells．　ATDCS　oells　underwent　diimtiation　br　2S　days　in　the　various

medium　indicared　in　the　legend　ofFigure2，　Totai　RNA　was　theri　isolated　and　was　usod　for　RT－PCR

analysis　ofcaicium－scnsing　receptor（CaSR），　matrix　gla　pretein（MGP），　bonc　gla　pTetein（BGP）and

Rumx2．　mRNAs．　PCR　products　were　electrophoresed　through　agamse　gels．　All　gcEs　were　digitally

imaged　ffat　hcad　scanncr　and　Adobc　PhotoShop　Elements．　Band　intaisitics　ofthese　digirally　imaged

were　deterrnined　using　lmagel　softwar＝fom　autoradiograpks　obtainod　fiom　these　digitally　imagod　gel＄

at　lc固3difE【㎝t臥p㎝⊃mc日ts　and　the　signals　were皿ormaliz磁by　those　ofGAPDH　t田ns面pts．

Rcs山s　represent　mcarr±SD　deived丘om　three　independent　experiments，　e㏄h凱perim㎝ts　carrjcd　ou：

3altuae　wells．串，pく0．05　using　Stud即t’sIt聡t．

を抽出し、RT－PCR法を用いて、　MGP，　BGP，　Runx2（Figure　4），　and　Sox9のmRNA

発現レベルを比較した。その結果、Caは、　CaはMGP齪Mレベルを約1．4倍増加

させ、㎏は瞭｝P曲レベルを約1／2に減少させた。さらに㎏はCaによる鵬P脳

発現レベルの増加を約1／2に抑制した。また、CaはBGPの献NA発現レベルを約

し5倍に増加させたが、　MgはBGPのmRNA発現レベルには影響を与えなかった。ま

た、Ca及びMgは転写因子であるSox9及びRunx2のrnR）CA発現レベルには影響を与

えなかった。この結果から、M9によるCa誘導性石灰化抑制メカニズムは、　MGPが

深く関与している可能性が高いと考えた。

　Ca及び㎏によるMGP調節作用を抗MGP抗体を用いてタンパク質レベルで検討し

た。ATDC5を通常培地を用いて培養し、各分化段階におけるMGPタンパク質の発現

を調べ鳥その結果、培養0日目及び1日目のATDC5のECMにMGPタンパク質は

発現しなかった。培養2日目のATDC51よ細胞の周囲に、少量のMGPタンパク質

が発現した。さらに、培養7日目、14日目、21日目、28日目におけるMGPタンパ

　　　　　　　　　　　　　　　10



ク質の発現レベルを調べた結果、経時的にMGPタンパク質の発現レベルが増加し

た（data　not　shown）。

　次に、Ca及びMgが、　ATDC5のMGPタンパク質発現レベルに与える影響を検討し

た。ATDC5を各々の培地を用いて、21日間培養iした後、抗MGP抗体を用いてMGP

タンパク質レベルを比較した。その結果、CaはMGPタンパク質レベルを顕著に増

加させ、MgはMGPタンパク質レベルを減少させた。さらにMgはCaによるMGPタ

ンパク質の増加を抑制した（Figure　5．　A）。染色強度の相対値のグラフをFigurre　5．　B

に示した。その結果、CaはMGPタンパク質の発現レベルを通常の約2倍に増加さ

せ、MgはMGPタンパク質の発現レベルを通常の約1／2に減少させた。また、　Mgは

CaによるMGPタンパク質発現レベルの増加も約1／2に減少させた（Figure　5．　B）。

この結果は、撚A発現レベルの結果と同様の傾向を示した。

　石灰化前の分化段階である培養21日目のATDC5において、　CaはMGPタンパク質

を増加させ、MgはMGPタンパク質を減少させた。この結果は、　Ca及びM9が石灰

化に与える影響と同様の傾向を示し鶴したがって、MGPは石灰化を促進するタン

パク質として機能し、Ca及びM9はMGPの代謝を介して石灰化を調節している可能

性が示唆された。MGPと石灰化の関係を調べるために、二重染色を行った。　ATDC5

をCa培地を用いて28日間培養した後、　AR染色を用いて石灰化部を調べた（Figure

6．A）。次に、　AR染色を行ったATDC5を抗MGP抗体を用いて染色した。その結果、

ATI）C5のECMの石灰化部とMGPタンパク質が発現した箇所が一致した（Figure　6．　B）。

この結果から、MGPはATDC5の石灰化を促進し、　Ca及びMgはMGPを介して石灰化

を調節している可能性が高いと考えられた。

質
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Figttre　S．　Excess　extraceliular（nlcium　and　rn’agriesium　ions．　change　the　exprz　ssiOn　ofimmun’edetoeted

MGP　protein　in　ATDCS　ec］｝s，　A：ATocs　cclls　undrvwcnt　diimtiation　br　21　dayg．　in　thc　various

medium　desczibed　in　the　ILgend　efFlguTe　2．　The　oells　wcrc　were　used　br　imrnuiiodetectien　ofMGP

protein．　Then　the　oells　were　counterstained　with　Mayer’s－hernatoxylin　solutlon　bi　light　microscopy．

B：．qraphicpresentation　ofthe　changes　in　MGP　protein　expressien¢ansed　by　excessive　extracel］ular

calcium　ion　and／or　magnesium　ion　du貢皿g　ATDC5　cells　dl㎞tiation．　Res醸s卿rcs㎝塾mean±SD

dOdvor藍fiom　throe　independent　cxperimorltS，　cach　expOdmenじs（痂cd　ou130r　4　c山uic　wclls，

Photegriphed　were／shewed　a　typical　data　in　these　e）tperimerits．“，　p〈O．05　using　Student’sttest，

A． B．

鼎　　　　一

ec’“

Figurc　6．1］k）ublc　s’taining　ofal囲調st曲ing組d　the　cxpmssion　ofirnmunodctc：od　MGP

prDte孟n　in　ATI）C5　cells．　AτDC5　cells　und剛¢nt　di㎞tiationめτ28　days　iロthc　high　Ca　media

desedbed　in　the　lagend　ofFigure　2．　The．eells　were　were　used　br　alizarin　red　staining　to　identify

伽皿ゆsits（A）．　Th切th。　cells　wer：double－stained　us曲i㎜岨。det㏄【i。n。rMGP蜘n
and　counlerslained　with　Mayer’s－heniatoxylin　solution　（B），　Photogtaphed　were　showed　a　typieal

data　in　these　exporimients．
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第2節　　　リン濃度増加に伴う軟骨細胞分化誘導作用に細胞外マグネシウムが

　　　　　与えるの影響

　Pは内軟骨性骨化の過程で軟骨細胞の分化を誘導することが報告されている

［70］。そこで、MgがPによる石灰化を抑制する可能性を検討した。コントロール

培地（C；6醐Ca，0．7磁Mg，1耐P）、高P培地（P；6iiM　Ca，0．7　mM　Mg，2剛

P）、高Mg培地（Mg；6　mM・Ca，4．2蝋顛g，1mM　P）、高P・高Mg培地（P／Mg；6nM

Ca，4．・2　mM　Mg，2mM　P）を用いてATDC5を21日間培養し、　AR染色を用いて石灰

化に与える影響を検討した。その結果、Pは顕著に石灰化を促進し、　MgはPによ

る石灰化を抑制した（Figure　7）。

P及びMgが、成熟軟骨細胞が産生するGAGに与える影響を検討した。　ATDC5をP

及びMg添加培地を用いて、21日間培養した後、　AB染色（pH　2．・5）を行い、総GAG

の染色面；積を比較した。その結果、PはCと同程度の総GAG量だった。一方、　Mg

は総GAG量をCの約2／3に減少させた。また、有意な差はなかったが、　P／Mg培地

で培養iしたATDC5は、　Pと比較して、総GAG量が増加傾向を示した（Figure　8）。こ

の結果は、石灰化の結果と一致しなかった。したがって、P及びMgがGAGに与え

る影響を、AB染色（pH　1，0）を用いて、さらに検討した。　ATDC5をP及びMg添加培

地を用いて、21日問培養した後、AB染色（pH　1．0）を行い、硫酸黎特異的GAGの染

色面積を比較した。その結果、Pは硫酸基特異的GAG量をCの1／5以下に減少させ

た。一方、Mgは硫酸基特異的GAG量をCの約5倍に増加させた。さらに、　MgはP

による硫酸基特異的GAG量の減少を抑制した（Figure　9）。この結果から、　Pはヒア

ルロン酸の存在量に影響を与えないが、コンドロイチン硫酸の存在量を顕著に減

少させる可能性が示唆された。また、Mgはヒアルロン酸量をわずかに減少させる

が、コンドロイチン硫酸の量を増加させる可能性が示唆された。これらの結果か

ら、ATDC5において、　MgはCa及びPによる石灰化を抑制し、その抑制メカニズム

　　　　　　　　　　　　　　　　13
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Figure　7．　Etbct　ofP　and　Mg　ions　in　the　medium　en　mineralization　ofATncS　cells．　The　eells　we［e

plated　at　a　density　efs　x　lor　cellslwell　in　24　well　plates　in　high　catcium　medium　containing　the

nom1田ion　concentration　or　inthat　having　high　P　andlor　Mg　oonceot盛bn．　Twenty・one　d日y　cult脈s

were　stained　with　alizarin　rod　to　identify　calcium　clFposits．（CJ：normal　P　and　Mg　conoentratiens　in　the

medium（1mM　P　and　O．7　mM　Mg＞（P）：high　P　medium（2mM　phosphorus　and　O．7　mM

magnesium），（Mgl：high　Mg　medium（lmM　phosphorus　and　4，2　mM　magnesiurnX（PIMgi：high

Pthigh　Mg　mediurn（2mM　phosphorus　and　4．2　mM　tnagnesium），　These　oell－culture　ertperirnents　were

oo随duCted　3重imes，　md　30r　4　cUltuie　wetls　were　usod　br　eacit　expeimelt．申，ρく0．05　using　Student’s

ttesしPhotog倒phs　oftypical　resutts　obtai皿◎d　in血ese　experiments　a爬shown．
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Figし鵬8．　E血l　ofP　and　Mg　ions　in　thc　medium　on

ameunt　ofextrDellular　teld　GAG　ofATDCS　cells．

ATDCS　oclls　underwent　d｛imtlation　br　21　days　in

the　various　media　indicated　in　the　logend　ofFigure7，

Twenty・one　day　cultU【麗w㎝甑n瓠wilh飢d鋤
b且uc　fPH　2．S）to　identify　pToduction　ofto回GAG．

These　cell－culture　encpedrnents　weie　conductod　3

皇imεs，飢d　30r　4　c山Uie　wellS　were　usedめr㎝血

experiment．“．　p〈O，05　using　Student’sttest．

Photegrzg）bs　eftypica1　iesults　obtained　in　these

expedrnents　ate　shown．

6mM　Ca
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Figute　9，　Efibet　efP　and　Mg　ions　in　the　medium　on

amount　ofeettrctヨ1Iular　sul蹴磁GA（i　ofATDC5　cells，

ATDCS　eeils　undwt　diimtiation　br　21　days　in

the　various　med藍a　indicatcd　in　the　iegend　ofFigu鵬7．

Twenty・o鵬〔by　a」聴ures　were　stai皿ed　With　alCian

blue　lpH　1，0）to　identify　pfoduct｛on　oftomi　GAG．

These　oe］1－culturc　ee［periments　were　conductod　3

times，　and　3　er　4　cultute　wells　were　usod　for　each

experi皿enL．，ρ＜0．05　using　S如dent．sttest．

PhotogTel止s　oftypia蒐】爬su馳s　obi8韮nud　i驕thcse

experiments　are　shown．

6rnM　Ca
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にはコンドロイチン硫酸が関与している可能性が考えられた。

　Caによる石灰化促進作用は、　MGPを介し誘導され、　MgはMGPの発現量を抑制す

ることで、Caによる石灰化を抑制することを示した。そこで、　P及びMgによる石

灰化調節作用にMGPが関与する可能性を検討した。　ATDC5をP及びM9添加培地を

用いて、7日間培養した後、抗MGP抗体を用いて免疫組織染色を行い、　MGPタンパ

ク質の染色面積を比較した。その結果、PはMGPタンパク質の発現をCと比較して、

約8倍促進した。M9はMGPタンパク質の発現をCと比較して、約1／2に減少させ

た。さらにMgはPによるMGPタンパク質の発現量の増加を約1／8に減少させた

（Figure　10）．

　以上の結果から、PはCaによる石灰化をさらに促進させることを明らかにした。

また、㎏はCaのみではなくPによる石灰化も抑制できることを明らかにした。　P

及びMgの石灰化調節作用は、コンドロイチン硫酸及びMGPタンパク質の代謝を介

して行われている可能性を見出した。
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Fig鵬10．　ElbしofP　and　Mg　ions　in　the　medlurn　on

MGP　protein　expression　ofATDCs　cells．　ATDCs

eclls　underwent　diimtiation　br　7　days　in　the

various　media　indicated　in　the　legend　ofFigure．7．

Severt－day　cultures　were　used　for　immunodetection　of

MGP　protein．　These　oelL－cultare　experiments　were

conducted　3　tirnes，　and　3　er　4　culture　wells　wc　re　used

£｝rca鳴h　expe【imcnt．串，　pく0．05　us加g　Student’sttcst．

Photographs　oftypicul　results　obtained　in　these

expeirnenls．　aie　g．　hewn．

6mM　Ca

15



第3節　　高リン及び高マグネシウムの摂取が、マウス関節軟骨の機能纐卸に与

　　　　　える影響

P及びM9が、　in　vi　voにおいて関節軟骨に与える影響を検討した。10週齢の

C57BL／6J雄性マウスは、急激な体重増加及び骨成長が終了しているとの報告から、

本実験では、9週齢C57BL／6J雄性マウスを用いた［71］。一週間の予備飼育後、

C57BL／6」雄マウスを通常食群（C；0．05％㎏・0．3％P）、高P食群（P；O．・05％Mg・

1．5％P）、高Mg晶群（Mg；0．編雛g・α3％P）、高P・高Mg高畠（P／Mg；O．・8％㎏・

L5％P）の4群（n＝6）に分け、3週間飼育を行った。

　各群すべてのマウスの体重を経時的に測定し、本飼育開始時と本飼育終了時の

体重をTable　1に示した。本飼育終了時の体重は、高P及び高Mgを摂取させた3

群は、N群と比較して有意に減少した。また、本飼育終了時の血清中のP濃度は、

本実験で行った4群のマウスにおいて、有意な差は生じなかった。一方、P群はN

群と比較して血清中のMg濃度が約1／2に減少し、　Mg群はNと比較して血清Mg濃

度が約2倍に増加した。P／Mg群の血清Mg濃度は、　N群の血清Mg濃度と比較して、

有意な差は生じなかった（Tab！e　1）。

Table　i．　Body　welgi｝t　aiid　serum　phosphorus　as｝d　niag．i｝esluRi　coRcentratloR

P 1　ig PIMg

initial　wciglx　〈g）　．？．，4．17irO．EC

fina韮weight（9＞　　　　28ゑ《疑2・13“

serum　pliospl）orus（mgrdl）　9．71il．31

sLerum　magnesium（｝ng／dl＞　3．37thO．35＃

2r，．97fuO．75

26．55土1．02b

lO．78±2．IO

l．：S8iO．25b

23．70±・O．65　24．61thO．88

24．19ま護。墨Oh　　　　24．46th◎．85b

9．8iri　O．．s一，9　9．74ti2．45

6，7重ま＝◎、03“　　　　　35茎ML3（Y奮

D韮龍r戯suやerscriptsぎbr　va韮ues轍hin　a　row　d¢鷺◎te　a　significan重dift’erence〈pく◎．◎5）by　tt櫨ey’s・rest

betwecn　each　group．

pt　6



　P及びMgがマウス関節軟骨に与える影響を検討する目的で、各群の後足膝関節

の組織切片を作製した。切片をマイヤー・ヘマトキシリン染色及び認（pH　1．0）染色

を行った後、顕微帯下で観察し、P及びMgがマウスの関節軟骨の厚さ、成長版軟

骨の厚さ及びECMにおける硫酸基特異的GAG量に与える影響を検討した。　P及び

Mgがマウスの関節軟骨の厚さ、成長版軟骨の厚さ、　ECMにおける硫酸基特異的GAG

量に与える影響を検討した。

　その結果、Pは関節軟骨層を減少させ、硫酸基特異的GAG量も減少させた。一方、

Mg及びP／M9は関節軟骨及び硫酸基特異的GAG量に影響を与えなかった（F　i　gu］re

11．A）。硫酸基特異的GAGの結果は、加眈roの結果と同様の傾向を示した。関節

軟骨層の厚さと、成長板軟骨の厚さを各々3ヶ所ずつ計測し、通常マウスに対する

各々の層の厚さの相対値をFigure　U．　B．　Cに示した。その結果、　Pは関節軟骨層の

厚さを通常と比較して約1／2に減少させた。Mgは通常マウスと同程度の関

節軟骨層を保持した。さらに、㎏はPによって誘導された関節軟骨層の減少を抑

制した。この時、成長板軟骨の厚さは、4群間に有意な差は生じなかっ鶴これら

の結果から、成長したマウスにおいて、Pの過乗帳取は成長板軟骨には影響を与え

ないが、関節軟骨層を減少させ、ECMにおけるiZiンドロイチン硫酸の量を減少させ

ることを明らかにした。一方、Mgの過剰摂取は、成長板軟骨及び関節軟骨の厚さ

及び硫酸基特異的GAG量に影響を与えないが、　Pの過剰摂取が関節軟骨に与える影

響をMgは相殺し、通常の関節状態の維持に作用することを明らかにした。

　Inγゴ加において、　MgによるPの分化調節作用は、　MGPが関与している可能性

が示唆された。したがって、次に、生体内におけるMGPタンパク質の発現を検討

した。初めに、内軟骨性骨化の過程における軟骨組織のMGPタンパク質の局在を、

抗MGP抗体を用いてマウスの免疫組織i染色法で検討した。内軟骨性骨化が進行し

fi　7
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Figure　l　l．　Efeet　ofP　and　Mg　on　thidcriess　and　amounts　ofsulfated　GAG　ofarticular　cartiiagc　in

C57BW6Jmice．　Shown　arc　sogtions　ofartlcular　cartilage　fiom　mioe　Sd　the　normal　dict（N），　thc　high　P

dict（P），　the　high　Mg　diet（Mg），　ancl　the　high　P／high　Mg　diet（MgtP），　A：The　iengitudinal　seetions　of

the　mouse　tibia　ware　stained　with　alcian　blue（pH　1．0）and　counterstained　with　Mayer’shematoxylin

solution　for　liternieroscopy．　BtThc　rclative　thickriess　of　artiedar　cartilage　by　dietary　P　and　Mg　in　this

bar　graph，　C：The　relative　thickness　efgrowth　plate　by　dietary　P　and　Mg　in　rhis　bar　graph，

PhotogTapbS　rePmsen！ative　ofthe卵ica1【℃sults　bund£）r　each　grouP（n己6）眠shown．串，　Pく0．05　using

Student’sttest．

ているマウス14日胚の頸骨を摘出し、縦断面の切片を作成後、免疫組織染色及び

核染色をし、軟骨組織の形態とMGPタンパク質の局在を調べた。　Figure　12，　Aは、

一次抗体を用いなかったなかったネガティブコントロールの結果を示した。頸骨

において軟骨組織が密集した増殖軟骨（P）、丸い細胞を有する成熟軟骨（m）、核に

たいして細胞が肥大化した肥大化軟骨（h）、核が消失した石灰化軟骨（c）が観察さ

れた。この時のMGPの局在を、　Figure　12．　Bに示した。その結果、増殖軟骨では、

細胞増殖部にMGPは観察されず、肥大化軟骨のECMから石灰化軟骨のE〔Mにおい

て、NK｝Pタンパク質が局在した。
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　　　鰺タr・〆’・・．／’　　．．∵．’

　　　　　　　・戸　　tt　’－　L　1
　　　　　　　　　　　．，’st一”　”i’”

　　　　　PmhC　h　mp
　　　B．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p：proliferative　chondrocyte

　　　　　　　　　　’”一’“ri　M：mature　chandrocyte

　　　　　　　　　．’．．．．1？t・：　．・h：hypertrophoc　chondrocyte

　　　　　ff－lff　rt＝iF：T＝1　t’3一　c：calcified　chondrocyte

　Figure　12．　■minunoloaaliZation　ofMGP　pro：ein　in（凱ila8c’η蜘．（へB）Irnmunoloealization　of

rvlGP．　proE？in　in，longituclinal　Feglions．ofthe　hind　limb　tibia　ofE12．Smeusc　ernbryos．　A：Mayer’s

hemat。xylin・tain　a・・c。ntr・1，・B・a・ti－MGP・・ntib・dy・slal・and・M・y・・’s　h・m・t・xylin　stain．　L。w釘

Fasc　lcttgp．beE｝eath　the　horiz｝ntal　bars：p，　proliftmting　chondrvcytes；rn．　matuTe　ch6ndrocytes；h，

　hypertTophic　chondrocytes；　c，　calcified　mineralized　chondroqytesl　Double－headed　arrvws　ifidicite’：he

　areF　efMGP　protein．　Photographs　are　representative　ofthe　results　typieally　obtained　fom　6　mice　in

　cnd：　group・

　次に、成体の関節軟骨組織におけるMGPタンパク質の発現部位を比較した。本

実験では、8週齢の若齢マウスと52週齢の老齢マウスを用いて比較を行った。

Figure　13．　Aの点線両矢印は、関節軟骨を示した。　Figure　13．　Aの両矢印は、関節

軟骨におけるMGPタンパク質の発現した層の割合を示した。関節軟骨層に対する

MGP層が占める害1恰の相対値をFigure　13．　Bに示した。その結果、8週齢と比較し

て52週齢のマウス関節軟骨では、関節軟骨層に占めるMGP層の割合が、約2倍に

増加した。この結果から、関節軟骨組織におけるMGPタンパク質は加齢に伴い増

加することを明らかにした。

　P及びM9がマウス関節軟骨のMGPタンパク質の発現に与える影響を検討した。

各群の後足膝関節の組織切片を作製し、免疫組織染色法を用いて鵬Pタンパク質

の局在を比較した（Figure　14．　A）。　Figure　13と同様に、関節軟骨層に対するMGP

タンパク一発魚層を害r恰のグラフをFigure　14．　Bに示した。その結果、　PはMGPタ

ンパク質の発現層を通常と比較して、約1．5倍に増加させた。㎏はMGPタンパク

　　　　　　　　　　　　　　　　19



質の発現層の割合に影響を与えなかった。しかし、M9はPによるMGPタンパク質

の発現層の増加を掬制した。この結果は、P及びMがin　vitro．においてMGPタン

パク質の発現に与えた影響と一致した。
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Figure　13．　immunolocalization　efMGP　protein　in　atticular　cartilage　in　vivo．　A：Age－related

distributien　ofMGP　in　rhe　mouse　artitular　cartilage．　Se：tions　ofarticular　canilage　fiom　8－week｛ld　and

S2－week｛ld　mice　are　shown　Doublesheaded　dorted　arrows　indicate　the　area　of・articular　cartilage．

Double－headed　anvvvs　indicate　the　area　efMGP　pivtein．　B：The　relative　thickness　ofartlcular　eartilage

and　MGP　prαein　exp罵ssion　a祀a　Photographs　are　representative　ofthe　results　typically　obtained　fom

6【nice　in　eaCh　grQup．申，ρく0．05　using　Student’sttest．

　　，s．t・’一L一’t”““．．’fi’，g　tl’　lt

Figure　14，　Eim　ofP　and　Mg　on　imTnunodetected　MCJP　protein　ofarticular　caTtilage　in

C57BU6Jmic巳A面㎝且ar　ca虞ilage　ofmice飼the　nom組diα〔NX　high　P　dieL（P），　high　Mg　dict

（Mg），　and　high　Pfhigh　Mg　diet（P／Mg）a配shown．　Double－headed　dotted　anows　indicate　the　atca　of

別tiqユ且ar　ca血1age．　D）uble－headed　atrows　indicate　the　area　ofMGP　protCin，　B：The　relative　miC㎞ness

of　articular　cartilage　and　MGP　protein　expression　ac乱Photographs　aro　representative　ofthe　TesUlts

lypically　obtained　fivm　sections　fiem　6　rnice　in　each．g［pup．’，　p〈O，05　using　Student’sttesr．

20



第4節　　　本章の小括および考察

　胎児中の軟骨組織は、いくつかの発生過程を有する。すなわち、関節軟骨や肋

軟骨など永久軟骨として維持される軟骨組織と、内軟骨性骨化の過程で、骨形成

の鋳型となり、消失する軟骨に分類することができる［16，52］。成体において、

関節軟骨は、非石灰化軟骨組織として維持されている。一方、成長板軟骨は、正

常な骨形成を誘導されるために、軟骨細胞が石灰化する。関節軟骨の石灰化は、

変形性関節症の一因となり、成長板軟骨の非石灰化は、骨軟化症の一因となる〔72，

73］。本実験の結果、細胞外Ca及びMgは、　ECMの石灰化を調節しているのみなら

ず、軟骨細胞のGAG代謝を調節していることを見出した。そのメカニズムとして、

細胞外Ca及び㎏は、軟骨特異的遺伝子の発現に影響を与えていることを、　RT－PCR

の結果から明らかにした。CaSRはCFK2細胞株及び成長板軟骨の肥大化軟骨細胞に

発現していることが報告されている［63，74］。本実験で、軟骨細胞株ATDC5にお

いて、細胞外Ca濃度の上昇に伴い、　CaSR　mRNA発現レベルが増加することを、初

めて明らかにした。これらの結果から、細胞外Ca濃度の増加は、　CaSR献NAの発

現を誘導し、ATDC5における軟骨細胞の分化を促進させる可能性が示唆された。

　石灰化組織では、ビタミンK依存性タンパク質であるMGP及びBGPが、石灰化

関連タンパク質として同定されている［75］。本実験の結果から、細胞外Ca濃度

の増加は、MGP及びBGP　MRNAの発現レベルを増加させることを明らかにし、細胞

外MgはMGP感Mの発現レベルを減少させることを示した。さらに、細胞外㎏は、

細胞外Ca濃度の上昇に伴うMGP㎡姻A発現レベルの増加を抑制することも示した。

Sox9及びRunx2は、内軟骨性骨化の分化段階を調節するマスター遺伝子として知

られている［15］。本実験の結果から、細胞外Ca及び細胞外Mgは、　Sox9及びR㎜x2

献NAの発現レベルに影響を与えなかったため、　Ca及びM9による石灰化調節は、

転写におけるマスター遺伝子を介さない調節である可能性が示唆された。本実験
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はRT－PCR法を用いて、軟骨特異的遺伝子の発現レベルを比較した。今後、プuモ

ータアッセイ及びノザンブUッティング法など分子生物学的手法を用いて、詳細

なメカニズムを検討することが必要である。

　Pは骨の構造の維持や、ATPなどの高エネルギー分子構成成分、核酸の構成成分

などとして、成体にとって、明らかに重要なミネラルである。しかし、動物実験

において、飼料中のPの割合が高いと、腎臓などの軟組織が石灰化することが報

告されている［76］。最近の研究では、ビタミンDレセプター遺伝子欠損マウスを

用いた実験において、食事性のCa及びPの摂取比率は、骨代謝に影響を与えるこ

とが報告されている［77，78］。また、マウスにおいて食事性のP及びMgの摂取

比率は、心臓及び腎臓の異所石灰化に伴うCa量に影響を与えることも報告されて

いる［79］。これらの報告は、PはCaやMgなどその他のミネラルを介して石灰化を

調節している可能性を示唆し、適正なP摂取は、正常な骨代謝を維持するために

重要であり、不適切なP摂取は、異所石灰化を誘導する可能性があることを示し

ている。

　クロト一遺伝子欠損マウスは、寿命の短縮、生殖能力の欠如、異所石灰化、皮

膚の萎縮、野州症など、ヒトの加齢に伴う症状を有するマウスとして知られて

いる［80］。クロトー遺伝子欠損マウスにおける食事性P摂取の制限は、これらク

ロト遣伝子欠損マウス特有の症状を改善させるこが報告されている［69］。しかし

ながら、正常な関節軟骨の維持に、Pが関与する可能性はいまだ検討されていなか

った。本実験の結果、Pの過剰摂取は、高齢マウスにおける関節軟骨の特徴を有

することを明らかにした。’また、Pと同時にMgを摂取することによって、正常な

GAG代謝及びMGPタンパク質の発現を維持し、　Pが誘導する関節軟骨の加齢変性を

抑制できることを明らかにした。Mgは成体内で2番目に多く含まれているカチオ

ンである。通常、成人の総Mg量の約1／2は、軟組織に存在し、残りは骨組織中
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に存在している。本実験の結果は、Mgが関節軟骨の維持に重要な役割を担ってい

ることを示している。

　関節軟骨のECMは、骨と骨を接続し、且つ潤滑に関節を可動させるために重要

である。コンドロイチン硫酸及びケラタン硫酸は関節軟骨において、アグリカン

のコアプmテインに側鎖として結合しているGAGとして知られている［20］。アグ

リカンは、軟骨特異的ECMの一つであり、軟骨組織の弾力性及び圧縮抵抗性の機

能を保持するために重要な成分である［1，18，81］。OA及び加齢に伴い、関節軟骨

におけるコンドロイチン硫酸及びケラタン硫酸の産生量が減少することが報告さ

れている［82，83］。また、プロテオグリカンの合成を促進させること及び分解を

抑制させることは、OAの治療に有効である可能性も示唆されている［84］。

　本実験の染色結果から、Pの過剰摂取は、関節軟骨ECMにおけるコンドロイチン

硫酸及びケラタン硫酸など硫酸基特異的GAGの量を減少させるが、　Mgを同時に過

剰摂取することは、Pによる硫酸基特異的GAG量の減少を抑制できることを明らか

にした。

　さらに、本実験の結果、Pは関節軟骨におけるMGPタンパク質の発現を過剰に誘

導することを明らかにした。関節軟骨におけるPの過剰摂取に伴うMGPタンパク

質発現の変動の結果は、老化マウスのMGPタンパク質の発現変動と類似している

ことを明らかにした。一方、Mgの過剰摂取は、関節軟骨におけるMGPタンパク質

の発現に影響を与えなかったが、Pと共にMgを過剰摂取させることによって、　P

による異常なMGPタンパク質の発現の誘導を抑制し、通常のMGPタンパク質の発

現状態を維i持できることを明らかにした。また、軟骨細胞株ATDC5の結果から、　P

はECMの石灰化を誘導し、MgはPによる石灰化も抑制できることを明らかにした。

また、ATDC5におけるP及びMgによるMGPタンパク質の発現の変動と石灰化の結

果は、一致していた。さらに、ATDC5において、　PはECMにおける硫酸基特異的GAG
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の量を減少させ、㎏はPによる硫酸基特異的GAG量の減少を抑制できた。したが

って、本実験におけるin　vi・voの結果は、　iRγゴ伽の結果と一致した。

　以上in　vi　tro及び加蜘。の結果から、　CaとPは軟骨変性及び石灰化を誘導す

るのに対し：、Mgはこの誘導を抑制することを明らかにした。このMgによる石灰化

調節メカニズムは、Mgが軟骨細胞にシグナル分子として作用し、　CaSR、　MGP及び

GAGを介して、　PとCaによる石灰化を抑制する可能陸が考えられた。すなわち、

Mgは、正常な関節軟骨代謝の維持に重要な因子であることを初めて見出した。
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第2章　　細胞外基質分子であるグリコサミノグリカン代謝産物が関節軟骨

　　　　　細胞の機能制御に与える影響［85］

　　近年、変形性関節症の痙痛緩和を目的として、ヒアルUン酸やコンドロイチン硫

酸などGAG及びGAGの基本四戒糖であるGlcNやグルコサミンアナログが、経口摂取

されている［11］。ヒアルnン酸は、N一アセチルグルコサミン（GlcNAc）とグルクロン酸

（G！cU）が交互に結合してできた直鎖状の高分子多糖である〔21］。コンドロイチン硫酸

は、N一アセチルガラクトサミン（GalcNAc）とGlcUを構成糖とし、アグリカンの側鎖と

して軟骨組織に存在している［86］。ヒアルロン酸及びコンドmイチン硫酸は、軟骨ECM

を形成するGAGとして、軟骨組織に圧縮抵抗性を付与している。　GlcN摂取及びコンド

Uイチン硫酸摂取による変形性関節症の症状改善効果は臨床レベルでは報告されて

いるが、有効性が一致していないのが現状である［87，88］。GlcNは摂取量の約90％が、

腸管から吸収されることが報告されている［89］。したがって、GlcNは、　GAGの構成糖

としてECMに取り込まれるため、関節軟骨の維持に有用であると考えられている。し

かし、最近の報告では、実験動物においてG！cN摂取後の滑膜中への到達量は微量で

あるため、GlcNの有効性はGAGへの取り込みのみでは：解明できない可能性が示唆され

ている［90］6また、GlcN含有健康食品は、キチン加水分解物が利用されている。しか

し、GIcNなどのグルコサミンアナmグの有効性は検討されていない。

本章では、ECM分子であるGAG代謝産物が関節軟骨細胞の機能制御に与える影響を

検討することを目的に実験を行った。さらに、GlcN及びグルコサミンアナuグの有効

性及び作用メカニズムの解明への応用を目的に実験を行った。
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第1節　　GAG代謝産物を用いた軟骨細胞機能調節因子のスクリーニング

　GlcN及びグルコサミンアナログが、軟骨細胞に直接影響を与える可能性を検討

しtCa軟骨細胞株ATDC5にグルコサミン塩酸塩及びグルコース（Glc）を各々0．　Ol％，

o．03％，o，1％，　o．3％，　o．6％添加し3日間培養後、　MTrアッセイを行った。その結果、

Glcは、実験で用いたすべての濃度において、　ATDC5の細胞増殖に影響を与えなか

った。一方、グルコサミン塩酸塩を添加したATDC5｝よ0．01％，0．03％，0．1％，　O．・3％

の添加濃度ではATDC5の増殖に影響を与えなかったが、終濃度0．6MlcNを添加し

たATD（5は、通常培地で培養したATDC5の増殖率と比較して約1／5に低下した（data

not　sh。wn）。この結果から、本実験で用いるGlcNの添加濃度は、1㎎／岨とした。

　　N　Glc　G］cN
ll護憲饗
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Figurc且5．　E臨ofglugDsamin　and　glucosamine　analo9巳es　on　a」kaline　phospha眺e蹴ivity　ofATDC5

cells．　ATDCs　cells　were　cultuied　in　normal　rnedium（IV）and　mediurn　contalning　l　mgtml　glucose

（θ’c），91ucosamine　hyd＝ochloride（θ’【ゴ》），　N一蹴yl　glucosamine（Gノ翻。），　glucDsaロゴ皿e　di－sa［nhaide

（r6tCIV）2），　N－acetyl　gluoosamine　di－saocharide（rαd＞しdc）2），　lactose（Gal一σ’の，1ac！osamine（GalLG’cめ

er　N－aDetyl　Iactosamlne（Gal－GtcfVAc）for　s　days，　fixed　and　smined　histochernically　to　deteer　ALP　as

desαdbed　i回Ma面als　a旺d　M破hods．　Photog田phs　ofdish｛s　stained　br　MP（A）and　g田ph　showing　the

signal　intensity　ofthe　stained　area　in　each　culture　es）．　Results　represe［it　the　mcan±SD　derived　fum　3

independer！t　expeimcrtts，　wi血each　exp血enls　caiTied　out　4　using　c山uru　wells．零，　p〈0．05　us正ng

Student’sttost，
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　次に、GlcN及びキチン及びキトサンから誘導されるグルコサミンアナログを添

加し、ATDC5の増殖に与える影響を検討した。キチン及びキトサンから誘導される

グルコサミンアナログとして、Glc、　GlcNAc、キトサンダイマー（（GlcN）2）、キト

ビオース（（GlcNAc）2）、ラクトース（GalS！c）、ラクトサミン（GalGIcN）、N一アセ

チルラクトサミン（Ga　l℃lcNAc）を用いた。終濃度0．1％として添加し、3日間培養

後、WWアッセイを行った。その結果、本実験で用いたGlcN及びグルコサミンア

ナログはATDC5の増殖に影響を与えなかった（data　not　shown）。

　また、GlcN及びキチン及びキトサンから誘導されるグルコサミンアナuグが、

ATDC5の分化に与える影響を、　ALP染色を用いて検討した。その結果、　GlcNはネガ

ティブコントn一ルであるGlcと比較して、　ALP活性を約1／3に減少させた。一

方、GlcNAc，（GlcN）2，（GlcNAc）2，（Ga　l一一Glc），（Ga1GlcN），及び（Gal－GlcNAc）な

どのグルコサミンアナuグは、Glcと比較して、　ATDC5回目LP活1生に有為差を与

えなかった（Figure　15）。

　さらに、GlcN代謝に関与するグルコサミンアナログを添加し、　ATDC5の増殖に

与える影響を検討した。GlcN代謝に関与するグルコサミンアナuグとして、　Glc、

フルクトース（Fru）、ガラクトース（Gal）、ガラクトサミン（GalcN）、　GlcNAc、

GlcU、グルクロノラクトン（GlcULac）を用いた。終濃度0．1％として添加し、3日

間培養後、㎜アッセイを行った。その結果、本実験で用いたGlcN及びグルコサ

ミンアナログはATDC5の増殖に影響を与えなかった（data　not　shown）。

　一方、GlcN及びGlcN代謝に関与するグルコサミンアナuグが、　ATDC5の分化に

与える影響を、ALP染色を用いて検討した。その結果、　GalcNはGl　cNと比較して、

ALP活性を約1／5に減少させた。一方、　Fru、　Ga　l、　GlcU及びGlcULacのグルコ

サミンアナuグは、Glcと比較して、　ATDC5のALP活性に有為差を与えなかった

（Figure　16）．
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Figurc　16，　Efu　ofglucosarnin　and　glucosarnine　analegues　on　alkaline　phosphatase　aetivity　ef

ATDCS　oells．　ATDCs　cells　were　cultured　in　normal　medium（IV）and　rnedium　containing　l　mglm1

91uoose〔Gtc＞血1c⑩se（Fra）galactose（GaO，91ucos毘nine（αdV），9飢日ctosami鵬（Gσ1cめ，　N徽yl

galactosamine（Gatcハ「）or　grほcrDnic　aゴd（σ～‘tノ）偽r　5　days口五xed臼且d　s餐ゴned　histodh㎝iα韮ly　to

detect　ALP　as　described　in　Materials　and　Methods．　PheteEpaphs　ofdishes　smined　for　ALP〈A）and

9即hshowing　the　slgrTal　intεnsity　of廿le　s面ned　a旧i【L｛ndi　cul血爬（B），　Resuits町〕result　thc

m㎝士SD面ved丘um　3　indqpendent¢xperiments，　with　eヨch　expロim邸s（arr｛ed　out　4ロsing

culture　wells・＊，　PくO．05　using　Stu｛ient’Sttest．

　次に、GlcN及びGalcNがATD（Eの増殖及びALP活性に与える影響を詳細に検討

した。ATDC5の培地中に各々0．01％、　O．　025％、0．05％、　O．　1％、　O．・25％のGlcN及びGalcN

を添加し、3日間培養後、unアッセイを行い、5日目間培養後、　ALP染色を行った。

　　その結果、GlcNは上記実験濃度においてATDC5の増殖に影響を与えなかった

が、ALP活性を濃度依存的減少させた。さらに、　GlcNは、0．01％添加したATDC5

のALP活性を約2／3に有意に低下させた。一方、　GalcNは、0．25％添加したATDC5

の増殖率を約1／2に減少させ為また、0．01％GalcNは、　ATDC5のALP活性に影響

を与えなかった（data　not　shown）。

　GalcNはATI＞C5の増殖を抑制した結果、　AIP活性を低下させた可能性が示唆され

た。一方、GlcNは、　ATDC5の増殖には影響を与えなかったが、　ATDC5のALP活性を

低下させたことから、GlcNは、増殖期が終了した軟骨細胞に影響を与えている可

能陸が考えられた。そこで、GlcNが、　ATDC5の石灰化に与える影響を検討した。
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ATDC5の培地中に終濃度1　mg／mlのGlc及びGlcNを添加し、各々35日間培養i後、

AR染色を用いて、石灰化を比較した。その結果、　GlcNは、　ATDC5のECMの石灰化

を、Glcと比較して約1／10に抑制した（Figure　17）。さらに、ヒアルロン酸及び

コンドロイチン硫酸の構成糖であるGlcU及びGIcNAcが、　ATDC5の石灰化に与える

影響を検討した。ATDC5の培地中に、終濃度1mg／mlのGlcU、　GlcNAc及び

GlcU－t－GIcNAcを添加し、35日間培養を行った後、　AR染色を用いて石灰化を比較し

た。その結果、GlcU、　GlcNAc、　GlcU＋GlcNAcは、　ATDC5の石灰化に影響を与えなか

った（data　not　shown）。この結果は、　ALP活1生の結果と同様の傾向を示した。

　次に、GlcNが軟骨ECMのGAG量に与える影響を検討した。　ATDC5の培地中に終

濃度1　mg／mlのGlc及びGlcNを添加し、各々35日間培養後、　AB染色を用いて、

GAG量を比較した。　AB（pH　2．5）を用いて、総GAGの染色を行い、　AB（pH　1．0）を用

いて、硫酸基特異的GAGの染色を行った。その結果、　GlcNはGlcと比較して、総

GAG量を約2／3に減少させた（Figure　18）。一方、認（pHl．0）を用いて、硫酸基特

異的GAG量を比較した結果、総GAG染色の結果と異なり、GlcNは硫酸基特異的GAG

量をGlcと比較して約2．5倍に増加させた（Figure　19）。この結果から、　GlcN

は、軟骨のECMにおける硫酸基特異的GAGの産生を促進する可能性、あるいは分

解を抑制する可能性が示唆された。
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Figure　17．　Edet　of　g］ucosamine　en
mineralization　of　ATDCS　oells．　ATDCS　cells

were　eultured　br　35　days　in　the　various

medium　indicated　in　the　legend　of　Figure　！S，

fixed，　and　stained　histochernically　to　deted

cUleiurn　dq】osit5　by　団iz日亘皿　邸】　staining　as

desctibed　in　Materials　and　Method，　Th¢　graph

shows　the　signal　intensity　ofthe　stainod　atea　in
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media　indicated　in　the　1agend　of　Figure　15．

and　were　stained　with　alciart　biue　OH　1．0）

to　identify　sulfated　GAG．　Results　rep［esent

the　meari　±　SD　dedyed　fom　3　independent

experiments，　wi重h繭e【pc盛ment　caniOd
㎝tusing　3　cultu【e　wells．零，　pく0．05．　us血g

Student’s　t　test．
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第2節　　　グルコサミンの軟骨細胞分化調節メカニズムの解明

GlcNは、軟骨細胞株ATDC5の分化及び石灰化を顕著に抑制し、さらに硫酸基特

異的GAG量を増加させた。そこで、軟骨ECM中の硫酸基特異的GAGであるコンド

ロイチン硫酸が、ATDC5の石灰化に与える影響を検討した。　ATDC5の培地中に、終

濃度1㎎／撮のヒアルロン酸、コンドロイチンー4硫酸、コンドnイチンー6硫酸を

添加し、35日間培養を行った後、AR染色を用いて石灰化を比較した。その結果、

ヒアルuン酸は通常と比較してATDC5の石灰化を約3／4に減少させた。コンドロ

イチンー4硫酸及びコンドuイチンー6硫酸は通常と比較して、ATDC5の石灰化を約

1／2に減少させた（Figure　20）。この結果から、　GAGはATDC5の石灰化を抑制し、

さらに、＝ンドUイチン硫酸はピアルロン酸と比較して、石灰化を抑制できるこ

とを明らかにした。しかし、GlcNはATDC5の石灰化を約1／10に抑制したことから、

GlcNはコンドロイチン硫酸代謝調節以外の作用する可能性が示唆された。

GlcNが軟骨特異的ECMタンパク質のmRNAの発現に影響を与える可能性を検討し

た。ATDC5の培地中に終濃度1㎎／m1のGlc及びGlcNを添加し、3日間培養後、

RT－PCR法を用いてCo　12、　MGP、BGP　mi〈NAの発現レベルを比較した。その結果、

Co12　taRNAとBGP　iARNAの発現レベルは、ネガティブコントロールであるGlcと

GlcNで相違はなかった。一方、　MGP撚Aの発現レベルは、　Glcと比較してGlcNは

約2／3に減少した（Figure　21）。

　GlcNがGAGのみではなく基質タンパク質にも影響を与えたことから、　GlcNは軟

骨特異的転写因子を調節している可能性が考えられた。ATDC5を終濃度1㎎／m！の

Glc及びGlcNを添加し、3日間培養i後、　RT－PCR法を用いて軟骨特異的転写因子で

あるSox9，　R㎜x　1，　Runx2，　Smad2，　Smad4　mRNAの発現レベルを検討した。その結

果、軟骨分化におけるマスター遺伝子であるSox9，　Rux　1，　Runx2の曲発現レ

ベルはG！cとGlcNで相違がなかった。しかし、軟骨転写調節遺伝子であるSmad2
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及びSmad4　rrRNAを比較した結果、　GlcNはGlcと比較して発現レベルが約2／3に

減少した（Figure　22）。これらの結果から、　GlcNの軟骨分化調節メカニズムは、軟

骨基質タンパク質であるMGP及びTGF一βの下流に存在するSmad2及びSmad4が関

与している可能性が考えられた。
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Figure　20．　Efect　ofhyaluronari　and　chondroi．tin　sulene　on　mineralizatien　ofATDCs　oells．　ATDCs

eells　were　eul重uted　in　normal　rnedium（N）aロd　medium　oo畑ning　l　mg〆ml　hyal岨）㎜（枷），

chondroitin　4－sulite（CS4），　er　chondroitin　6－sulfue（CSe　for　3．S　days，　fixed　attd　stained

histO山㎝i副夏y　to　detec：calcium　deposits．　by　Alizarin．red　staining　as　desor｛bed　in　Mat面als　and

M飢hod．　Photegraphs　ofdishes’　s’tained　br　aliza血面（A）and　graph　showing　the　signal　intansity　ofthe

stainod　arca　in　eacti　cuiture　e）．　’Rcsults　represcnt　thc　mcan　±　SD　derivod　fom　3　indepe　ident

expeimemLs，　wilh鯉h¢xp面m㎝！5面ed　out　4］sing　cuiture　wcils．摩．　pく0．05　using　Studmt’sltes1．
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Figure　21．Efi）ets　ofGLcN　on　the　TnRNA　leve］S　br　ofchondTocyte　rnatrix　gdnes　in　ATocS　oells．

The　mRNA　ievels偽r　typc　H　oQilag巳n（CQI2），　m釦dx　gla　protcin（MGP）and　bone　gla　p爪》tein

eGP）］evels　ofmRNA　were　determined　by　RT－PCR．　The　gel　eleqtrophoresis　patterns　ofthe　PCR

products　（A）　and　densitometric　analySis　were　perfonnod　as　desodbed　in　Materials　and　Methods，

Then　the　signals　ebtained　fom　these　digitally　imaged　gels　in　at　least　3　difetmit　exped．　ments・　were

nertnalizxl　relativc　to　GAPDH　mRNA　lcval　as　sho－z　in　thc　graph　pm）．　Data　florn　a11　sets　of

determinations　are　the　rnean±SD，’，　p〈O，05　using　Student’srtest，
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Figure　22．　Etims　ofGlclsl　on　the　rnRNA　levels　br　chonclrogenic　and　osteogenic　transodption　factors　in

ATDCS　cells．　The　mRNA　levels　foT　Smad2，　Srnad4．　Sox9，　Runxl　and　Runx2　were　deterrnined　by

RT－PCR．丁hc　gd。】ectrophoresis　pattems　ofthe　PCR　products（A）㎜d　d㎝sitom面。副ysis　w㎝

peiformed　as　described　in　Materials　and　Mcthods，　Thert　the　signals　oblained　fom　thesc　digitally

imaged　gels　in　at　least　3　difercnt　expeiments　wcrc　nermalizul　telatiye　to　GAPDH　tTEnsa［ipts　as

shown　in　the　grzph　pt）．　Data　fom　ull　scts　efdctcrminations　are　the　mcan±SD，“，　p〈e．OS　us［ng

Studenゴsttest．

第3節　　GlcN及びN一アセチルグルコサミンが、マウス後足関節軟骨に与える

　　　　　影響

　ln　vitroの結果、　GlcNは軟骨の分化及び石灰化を抑制したため、次にin　vivo

において、GlcNが関節軟骨に与える影響を検討した。第1章において、我々は高

P食がマウス後肢関節軟骨組織の変性を誘導することを報告した。そこで、10週

齢のC57BL／6J雄性マウスを、通常食群（N）、高P食群（P）、0．02％GlcN摂取群（GlcN）、

0．02％GlcNAc摂取群（GlcN）の4群（n＝6）に分け、3週間飼育した。

　飼育終了後、後肢関節軟骨を摘出し、μ㏄を用いて、硬組織の構造を比較し、

関節腔、軟骨層及び軟骨層を支持する骨組織の3つを含む硬組織の構造に与える

影響を検討した。その結果、GlcNは、関節腔と軟骨層の厚さがCと比較して増加

した。また、軟骨層を支持する骨組織は、GlcNはCと比較して、骨密度が増加傾

向であった。一方、GlcMcは、関節腔と軟骨層の厚さ及び軟骨層を支持する骨組
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織の骨密度がCと同程度だった（Figure　23）．。

　次に、非脱灰切片を作製し、軟骨層を比較した。その結果、GlcNはCと比較し

て軟骨層が厚かった。さらにGlcNはCと比較して、面積あたりの軟骨細胞数が増

加した。一方、GlcNAcは、　Cと比較して、面積あたりの軟骨細胞数はわずかに増

加したが、軟骨層の厚さはCと同程度だった（Figure　24），

high－P　dict

　　　　　　　N　C　GlcN　GlcNAc

Figure　23，　Micrv－CT　analys’is　ofthe　articutar　carti’lagc　in　longitudinal　sections　ofphosphorus－inducad

abnormal　articular　cartilage　mioe，　Normal　diet（N）．1．5010　phespborus　diet（C），1，50！o　phosphorus　and

O．020！oglucosamine（GlcN），　and　1．5010　phosphorus　and　O．e20！o　N－acetyl　g］uobsamine（GlcNAc）were　fui

br　3　weeks　each　gtoups，PhotegTaphs　repmsenutive　ofthe　typied　msutts　bund　for　cech　group　（F6）　are

shown，

high－Pdict

　　　　　　N　C　GlcN　G］cNAc

FiguTe　24，．Ebu　ofGlcN　and　GlcNAc　on　thickness　ofarzicular　cartilage　in　phespherus－induoed

訓bno皿al　articular　cartilage　mi㏄L　normal　diCt〔N），1．5％phosphohjs　dict（C），1．5％phosphorus　and

O．0201a　glucosamine（GlcN），　and　I．5“lo　phQsphorus／and　O，02010　N－acetyl　gluoQsarnine（GleNAc）were　Sixi

br　3　weeks　ea［in　gtoups．Photegrapbs　representative　ofthe　typical　msults　bund　for　eacin　group（ri＝6）are

shown，
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第4節　　本章のノ繍舌および考察

GAGは軟骨組織の圧縮低抗性を維解するために重要な構成成分である。軟骨組織

特異的な主要GAGは、ヒアルロン酸及びコンドロイチン硫酸、ケラタン硫酸で

ある。Glc耶嵐関節機鰹轄におけるヒアルロン酸やコンドuイチン硫酸などの

基質供給の目的で．摂取されている。GlcNは大規模な臨床試験が行われているが、

有効性についての見解の一致はまだ成されていない［87，88］。また、GlcNの作用

メカニズムも不明な点が多い。いわゆる健康食品として流通しているGlcNの多く

は、キチンに含まれているため、カニやエビの殻を加水分解し製品化されている。

キチンの加水分解桑中には、GlcNの他にGlcNAcや（GlcN）2など複数のグルコサ

ミンアナログが含まれる［91］。最近の報告で、GlcNAcは軟骨保護作用を有する可

能性が示唆されている［92］。また、キトサン加水分解物やコンドロイチン硫酸を

経口摂取した時に、血中に二糖やオリゴ糖が検出されることも明らかになってい

る〔93，94］。しかし、グルコサミンアナログの有効性及び作用メカニズムは、ほ

とんど明らかになっていないのが現状である。

　本実験の結果、GlcNは、その他のグルコサミンアナuグと比較して、　ATDC5の

増殖には影響を与えないが乱P活性を低下させることが判明した。したがって、

GlcNは軟骨細胞にシグナル分子として認識され、軟骨細胞の分化調節に関与して

いる可能性が考えられた。また、GlcNにみられた軟骨分化調節作用は、　GlcNAc及

びその他のグルコサミンアナログでは得られなかった。

　　GlcNは、軟骨ECMにおいて、　GlcNAc及びGalcNAcに変換された後、ヒアルn

ン酸及びニンドロイチン硫酸などのGAGに代謝される［95－98］。したがって、　GlcN

はGAGの構成糖に直接取り込まれることによって、軟骨ECMの圧縮抵抗性を増加

させ、変形性関節症の痺痛緩和に寄与すると考えられている。動物実験において、

GlcNを経口摂取後、　GAG量が増加することが報告されている［99］。しかし、別の
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研究において、滑膜中には摂取したGlcNがほとんど到達しないことが報告されて

いる［90］。これらの結果から、GicNはGAGに直接構戒糖として取り込まれるため、

変形性関節症に有効であるのではなく、その他の作用メカニズムがある可能性を

示唆している。

　本実験で、GlcNは軟骨ECMのヒアルロン酸量には影響を与えないが、コンドロ

イチン硫酸の量を増加させることを示した。ピアルロン酸及びコンドロイチン硫

酸がATDC5の石灰化に与える影響を調べた結果から、コンドロイチン硫酸はピア

ルロン酸と比較して、石灰化を抑制することを示した。したがって、GlcNはコン

ドmイチン硫酸量を増加させることによって、成熟軟骨細胞から石灰化軟骨へ分

化が誘導されることを抑制している可能性を示した。

　石灰化抑制及びコンドUイチン硫酸産生誘導に関与する遺伝子を検討した。そ

の結果、GlcNはMGP櫨Mの発現を抑制したことから、　GlcNは軟骨細胞のMGP遺

伝子発現を介して、石灰化を抑制した可能性が考えられた。さらに、コンドロイ

チン硫酸の産生を誘導したGlcNは、　Smad2とSmad4㎡姻Aの発現量を減少させた。

Smad2はTGF一βの下流に存在する転写因子として知られている。また、　Smad2は、

Sox9及びRumx2と結合し、軟骨の分化過程を調節している可能性が報告されてい

る。以上のことより、GlcNの石灰化抑制作用は、　Smad2の発現調節を介し、　Smad2

が関与するSOX9及びRunx2の遺伝子発現制御を通じて、最終的にその下流のMGP

や軟骨基質タンパク質の発現を制御している可能性が考えられた。

　以上、本実験の結果、GAGの代謝産物であるGlcNは、軟骨細胞にシグナル分子

として認識されることによって、関節軟骨の正常な代謝を維持する可能性が示唆

された。一方、その他のGAGの代謝産物であるGlcNAcなどGlcNアナログは、　G！cN

と異なり、軟骨細胞にシグナル分子としては認識されないものと考えられた。さ

らに、G！cNを摂取することによって、関節軟骨の変性を抑制できる可能性が示唆
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された。GlcNの軟骨代謝維持メカニズムは、転写因子の1つであるSmad2、　Smad4

のmRNA発現を調節することにより、MGPなどその他の軟骨特異的遺伝子の発現を

介して、コンドUイチン硫酸の存在量を保持し、石灰化を抑制している可能性が

考えられた。すなわち、GlcNは、正常な関節軟骨代謝の維持に重要な因子である

ことを初めて見出した。
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第3章　　細胞外基質分子であるコラーゲン代謝産物が関節軟骨細胞の機能

　　　　　制御に与える影響

　軟骨のECMには豊富なCo12が存在している。　Co12の前駆体であるプロコラーゲン

は軟骨細胞が産生している。Co12は、プnコラーゲンが三重鎖を形成し、さらに、そ

の高分子がコラーゲン架橋形成する構造となっている［22］。形成されたコラーゲン架

橋構造は、マトリックスメタロプロテアーゼ（me）などのプロテアーゼによって代

謝されている［100－102］。すなわち、軟骨細胞が正常なコラーゲン代謝を行うことは、

関節軟骨の維持に重要である。

食品としても利用されているゼラチンは、コラーゲンを含むことから、皮膚や骨、

軟骨などの結合組織の維持に作用すると考えられ、以前から摂取されてきた［12，103，

104］。近年、関節症の機能改善を目的に、ゼラチンを加水分解したコラーゲンペプチ

ド（CP）が利用されている［11］。低分子化したCPは、小腸において、ペプチドの状

態で吸収されることも確認されている。CPの有効性は体感的に認められるものの、　CP

の軟骨細胞に及ぼす詳しい作用メカニズムは不明である。また、摂取コラーゲンの原

料の差異によっても有効性が異なると考えられるが、違いは検討されていない。ECM

タンパク質の加水分解物であるCPが、関節軟骨細胞の機能制御に与える影響を検討

した。

第1節　　　コラーゲンペプチドが培養軟骨細胞株ATDC5の分化制御に及ぼす影

　　　　　響

　初めに、培養軟骨細胞株ATDC5を用いて、豚皮由来及び漁鱗由来CPが軟骨細胞

の増殖・分化に与える影響を調べた。サンプルには酸処理した豚皮ゼラチンを酵

素処理して得た豚皮由来CP（pCP）、魚燐iコラーゲンを酵素処理して得た魚燐由来
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CP（fCP）を用いた。　DMEMIF12培地にペプトン（Pe）、p（P、　fCPをそれぞれ1㎎／m1

の終濃度で添加し、ATDC5を培養した。培養3日後、　pCP及びfCPがATDC5の増殖

に与える影響を、皿アッセイを用いて検討した。その結果、各CPはATDC5の増

殖には影響を与えなかった（data　not　shown）。

　一方、培養5日後、ALP染色を用いて、　ATDC5の前肥大化軟骨細胞への分化に与

える影響を検討した結果、pCPはAIP活腔をPeの約1／3に抑制しl　fCPはALP活

性をPeの約2／3に抑制した（Figure　25）、そこで、　pCP及びfCPがATDC5の石灰化

に与える影響を、培養35日目にAR染色を用いて検討した。その結果、　pCPは顕著

にATDC5の石灰化を挿制し、fCPはPeの約1／2に石灰化を減少させた（Figure　26）。

　CPはAT㏄5の増殖には影響を与えなかったが、石灰化とともに前肥大化軟骨細

胞分化を抑制したため、CPが、成熟歓骨細胞が産生するGAGの量に与える影響を

　　　　　　　　　　　難搬ゼ総

　　　　　　　　・ll：：

　　　　　　　　　臨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊

　　　　　　　　　
　　　　　　　　＜0．5　　　　　　　　　＊
　　　　　　　　．婁

　　　　　　　　董　0
　　　　　　　　　曾　　　　　　N　　　Pe　　pCP　　　fて＝P

FigUre　25．　EfEct　ofじollagen　p叩＝ides　on　a｝kaline　phosphatase　axivity　ofATDC5　ceUs，　ATDC5　cclls

were　plated　at　a　de【rsity　of　5x10ユ　Deils／well　in　966weU　plates　and　cult戚めr　5　ζ靭s　in（N）noπnaL

m頃ロm，（Pのlmg／ml　pep巳one　in　no【mal　medium．（ρごP）lmg11nl　SCP－5200　as　pig－ck：ived　collugen且n

nomlal　me［Eurn，（fCP）lmgt【田HDL・50F路舳一面v。d　collagen　in　fi・【mal　me［ium・Affer　S　days，

由eeells　were　s重ainel　ALP　and　parts　ef　slalned　d亘shes　we【e　counted　under　a　1正gh＝microscopa　and

alkalime　phosph賄e　stainヒd　arca　was　quanti五ed　by　densito皿dtric　an団1ysis　using　vidoDmi㎝）scopy　and

image　J　soflware．　Th¢signal　intensity　or【he　s1ained　cultures　was　detennined　by　densitornetry　and

ertpressed　as　a　bar　g：aph．　Results　r叩【esent　mcan土SD【㎞v磁匠Dm【h爬e　indepeロdent戯p鋭ments，

eadl　experimcn：s　ca㎡ed　out　30r　4　culture　wells，　Photogr耳pわed　w即。　showed　a　typic呂1　data　in　thcse

凱pedMorlts．宰，〆0．05聡ing　S重ロdent’sttest・
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Figure　26．　Effect　of　collagen　peptides　on

caleification　of　ATDC5　cetls．　AToc5　oells

wete　cultured　for　35　days　in　the　various

皿e［ILum　indicata」in　the　legend〔，fFigure　24，

and　wec　stained　with　alizarin　Tttl　to　identify

edcium　dcposits．　ResuLts　repres’ent　mean　±

SD　dedved　fom　three　independent
exp｛rimerits，　each　experiments　curTied　out　3

0r　4　culturre　wetls，　？hotegraphed　were

shewed　a　typical　data　in　these　expedments．

掌，pくO．OS　using　Student’s　t　test．
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Figure　27，　Etbet　of　cotlageri　peptides　on

umount　oftomi　GAG　ofATDC5　cells．

ATDC5　cellg．　weTe　cultured　br　35　days　in　the

v町ious　medium　 …ndicated　in　the　legend　of

Figure　24，　and　were　stained　with　alciaR　blue

lpH　2，5）　to　identify　total　glycosaminegtycan．

Resuits　nrpresimt　mEmi　±　SD　derived　fom　threc

independent　eetperiments．　each　ertperiments

canied　out　3　or　4　culture　wells，　Phetegrephed

wete　showed　a　typical　data　in　these
expedments．＊，ρく0．05　using　Student’sttcst．
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Figure　28．　E｛im　of　collagen　peptides　on

arnount　efsutfued　GAG　ofATDCs　cells．

ATDCS　oells　were　culturecl　ft，r　35　days　in

the　vadous　medium　in　the　Legend　ef　Figu；e

24．　and　were　stained　with　alcian　btue　lpH

1，0）　to　identify　suLined　glycosaminoglycan．

Regults　represertt　mean　±　SD　dedved　fom

three　independent　ercperiments，　each
exp面m㎝ts　c師iα1　eut　30r　4　culture　wells．

Photegraphod　were　showed　a　typica1　data　in

these　e）tperiments，　’，　p〈O．05　using　Student’

sttest．
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検討した。AB染色（pH2．5）を用いて、　ECMにおける総GAG（ヒアルロン酸十コン

ドロイチン硫酸＋ケラタン硫酸）の量を比較した結果、pCPはPeと比較して総GAG

量が約2／3に減少し、fCPはPeと比較して総GAG量が約1／3に減少していた（F　i　gure

27）。この結果は、石灰化及びALP活性の結果と類似していた。一方、　AB染色（pHl．0）

を用いて、硫酸基特異的GAG（コンドロイチン硫酸＋ケラタン硫醐の量を比較した

結果、総GAGの染色結果と異なり、pCPはPeと比較して硫酸基特異的GAG量が約

し5倍増加した。しかし、　fCPの硫酸基特異的GAG量は、　Peの約1／10に減少し、

石灰化及びALP活性値の結果と同様の傾向を示した（Figure　28）。これらの結果

から、pCP及びfCPは共に軟骨細胞の石灰化を抑制するが、その石灰化抑制メカニ

ズムが異なる可能性が示唆された。

　そこで、各種CPが、軟骨培養細胞ATDC5における軟骨細胞基質遺伝子のii｛iRNA

発現に与える影響をRT－PCR法を用いて検討した。その結果、　pCP及びfCPは、軟

骨特異的コラーゲンであるII型コラーゲン前駆体のCo12のi｝iRNA発現レベルには

影響を与えなかった。一方、pCPはMGP　inRNAの発現レベルをPeと比較して約1／2

量に減少させたが、BGPの濾NA発現レベルには影響を与えなかった。一方、　fCP

は、MGP及びBGP　mRNAの発現レベルはPeと比較して減少傾向を示したが、有意

な差はなかった。さらに、各種コラーゲンペプチド（pCP・fCP）が軟骨特異的転

写因子群のiitfli￥A　es現レベルに与える影響を検討した結果、　fCPはSmad2とSmad4

のmRNA発現レベルに影響を与えなかったが、　pCPはSmad2のmRNA発現レベルを

Peと比較して約1／2に、　Smad4の撚A発現レベルをPeと比較して約2／3に減少

させた。さらに、pCPはRunx　lの誼NA発現レベルをPeと比較して約1／2に減少

させた。この時、pCP及びfCPは軟骨分化におけるマスター遺伝子であるSox9及

びRuax2のmRNA発現レベルに影響を与えなかった（Figure　29）。
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Figure　29．　Col三age縫peptides　modulat¢d　mRNA　l¢vels　ofcho難（㎞（ッte搬a添x－related　genes　in　ATDC5

0ells．　ATDC5㏄蓋1s　we！e　cu玉t匿ed盆）r　3　days量且重he　vaぬous鵜ed掘】m｛農重he　legend　ofFiguie　24．　T　o£al

RNA　WaS　thCn　iSOiated　a縫d　WaS“SCd衰》r　RT－PCR鋤a1yS三S◎f　COL2，　MGP，　BGP，　SOX9，　Ri．mX玉，

Ru簸x2，　S田ad2　and　Sm｛磁4　mRNAs，　PCR　pr◎duc亡s　were　electrophoresed　thro魏gh　agarose　ge玉s．　All

gels　were　d三gitai　ly　imaged鐸at　head　scanner　and　Ad◎be　Ph◎t◎Sh◎p　Elc凱ents．　Ba識d　i　nterlsities◎f重hese

digit誠y三鼎aged　Were　dete謡n（（1媛漁9㎞age∫SO伽膿量◎m繊◎radiOgraphS◎b捻inCd　frOm癒CSC

dig姻1y　i鵬聡ed　g¢1s副榔t　3　d醗㎜t　expe麟㎝ts　and　t数¢sig曲were　normalized　by　those　of

GAPDN［trmscripts．　R｛靱三ts　fepresan£叡灘±SD　d¢錘ved　l沁m　three　indepe鍛dent　experime簸ts，　each

eocperiments　ca㎡¢d　out　3　cul撫re　wei三s．寒，ρ＜0．◎5　uslng　S重udent’sttest．

第2節 コラーゲンペプチドに含有する軟骨細胞機能制御に及ぼ虜活性ペプ

チドの探索

CP摂取後、静脈血中に、ペプチド配列がPP、Alaayp－Gly、Pro－Hyp、Pro→｛yp《｝ly、

Ile－Hyp、　Leu－Hyp、　Phe－Hypのものが検出されることが報告されている［105］。そ

こで、動物由来のpCPと魚由来のfCPでみられた影響の違いを明らかにするため、

アミノ酸配列の相違に着眼した。アミノ酸配列は、遺伝子情報が明らかになって

いるヒトとマウスとゼブラフィッシュを用いた。その結果、上記の静脈中に検出

される配列中、PP配列が、ゼブラフィッシュと比較してマウスとヒトで多く含ま

れている点に着目し、以下のアミノ酸及びペプチドを用いて実験を行った。

　ATDC5にグリシン（Gly）、プロリン（Pro）、ヒドロキシプロリン（Hyp）、プmリ

ンとヒドロキシプロリン（Pro＋Hyp）、グリシンとプuリンとヒドロキシプロリン

（Gly＋Pro＋Hyp）、プロリルヒドuキシプロリン（Pro－Hyp）、プロリルヒドロキシ
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Figure　30．　EfE＝t　ofamino　acid　or　peptide　on　ALP　acliyity　efATDCs　colls．　A：ATDCs　cells　werc

cu】tuied　in　no皿a且mediLIM（N）and　m鉛ium　conmining　l　mglml　Gly，　Pro，　Hyp，　Pm＋Hyp，

Gly＋PTv＋Hyp，　di－peptide　ofPro－Hyp　or　tri－peptide　ofPro－Hyp－Gly　br　s　days，　Affer　culturad，　the

oells　were　suined　with　ALP．　B：　Graph　sltowing　the　signal　intorisity　ofthe　stalnod　area　in　each　cultum

Results　Tepres凱t重he　mean±SD　d面v釦丘om　3　ind叩㎝dent　gκpedm㎝ts，　with　each　expedment

cmTied　out　using　s　cultuTe　wells．＊，　p〈e，05　using　Student’sttest，

プロリルグリシン（Pro－Hyp一｛｝ly）を各2，5niM添加した。5日間培養後、　ALP染色

を行い、ATDC5の前肥大化軟骨細胞への分化に与える影響を検討した。その結果、

Nと比較して、Pro－HypのみがATDC5のALP活陸を約1／5に低下させた（Figure　30）。

次に、ATI）C5の培地中にPro¶ypを0．1面、0．5耐、1副、2．・5・mM、5酬及び10

耐添加し、5日間培養を行い、ALP活性を比較した。その結果、1mM　fro－Hypは

通常と比較してALP活性を約2／3に、2．5副Pr。一Hypは通常と比較してALP活性
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を約1／4に、10説Pro－Hypは通常と比較してALP活性を約1／10に減少させた

（Figure　31）。すなわち、　Pro－Hypは濃度依存的にALP活性を低下させた。この結

果から、ATDC5の成熟軟骨細胞維持に関与するペプチドはPro－Hyp配列のジペプチ

ドであることを明らかにした。
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Figure　31．　EibcE　of？ro－Hyp　peptide　on

ALP　aetivity　ofATDCs　ceHs．　A：ATDCs

cells　were　cultured　in　various　？ro－Hyp

peptide　concentration　medium　for　s　clays．

Affer　cultllred，　the　celis　were　stained　with

ALP．　B：Graph　showing　the　signal

intensity　ofthe　stained　aiea　in　each

cロ1虻鵬Resuhs　represent　the田ean士SD

derived　forn　3　independent　experimcnts，

with　each　expedment　carriod　out　using　5

culture　weUs．＊，　pくO．05　using　Stロdent，s

ttest．

第3節　　コラー一・ゲンペプチド摂取がマウス関節軟骨に及ぼす影響

　CPがin　vi　voにおいて軟骨組織の機能改善に作用する可能性を検討するため、　P

を過乗1股与したP誘導性軟骨変性モデルマウスを用いて、pCP及びfCPがマウス関

節軟骨に与える影響を調べた。C57BL／BJ雄性マウスを通常食群（N）、コントロー

ノレ餌羊（C＝L5％Pand　5％guluten）、　pCP君羊（1．5％Pand　5％pCP）、　fCP群（L　5％

Pand　5％fCP）の4群（nr6）に分け、3週間飼料を自由摂取させた。後肢を摘出後、

μ㏄を用いて、硬組織の構造を比較し、関節腔、軟骨層及び軟骨層を支持する骨

組織の3つを含む硬組織の構造に与える影響を検討した。その結果、pCP及びfCP

は、関節腔と軟骨層の厚さがCと比較して増加した。また、pCPはfCPと比較して、
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軟骨層及び骨密度が増加傾向であった。また、軟骨層を刻寺する骨組繍よp（Pと

f（PはCと比較して、骨密度が増加傾向であった。さらに、pCPはfCPと比較して、

軟骨層を支持する骨組織の骨密度が増加した（Figure　32）。

　次に、非脱灰切片を作製し、軟骨層を比較した。その結果、pCPとfCPはCと比

較して軟骨層が厚かった。また、pCPはfCPと比較して軟骨層が増加傾向だった。

さらに、pCPはCと比較して、面積あたりの軟骨細包数が増加した（Figure　33）。

high－P　diet

　　N　C　pCP　fcp

Figure　32．　Micro－CT　analysis　ofthe　articular　cattilage　in　longitudinal　secrtions　ofphospherus－

inducexi　abnormal　articular　cartilage　mioe．　Normal　diet　on　1，SOfo　phosphorus　and　S“！o　gluten　diet

（C），1．5010phosphorus　and　501e　pigdeiyed　collagen　peptide　diet　lpCP），　and　l．5010　phosphorus　and

501e　fish－derived　coUagen　peptide　diet（＝P）were　fed　for　3　wecks　in　C57BLt6J　mica　Photographs

町｝爬sentaIive　ofthe　typi戯msu1：sめundめr鋤group（n嗣6）a田sbown．

high－P　diet

　　　　　　N　C　pCP　fCP

Figure　33．　Efu　ofcollagen　peptides　en　thidmess　ofarticular　cartilage　in　phosphorus－induced

ahnoTrnal　articular　cartilage　mioe．　Normal　dict（N），1．5Dlo　phosphorus　and　50！o　gluten　diet（CX　1，SOIo

phosphorus　and　5“！o　pigdierived　collagen　peptide　diet（pCP），　ancl　1．SOIo　phospherus　and　5010　fishderived

collagen　pqptide　dier（Gtuten）were　ixl　thr　3　wct　ks，　Phetographs　repmsentative　afthc　typical　Tesults

bund　br　each　gteup　（n＝6）　are　shown．
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第4節　　　本章の小話および考察

　本実験の結果、軟骨培養細胞株ATDC5において、CPは顕著に石灰化を抑制した。

CP添加は、　ATDC5増殖には影響を与えなかった。したがって、　CPは、本実験で使

用した濃度では、ATDC5に細胞毒性を与えないと考えられた。一方、　ALP活性測定

の結果、pCPは、　fCPと比較して、　ALP活性が低温だった。　CPは、　ATDC5の鯉活

性を抑制したことから、CPによる石灰化抑制作用は、軟骨の分化調節を介してい

る可能性が考えられた。また、CPの原料種によって、軟骨細胞の分化調節機能に

与える影響が異なる可能性が考えられた。

　さらに、CPが、　ATI）C5のECMの総GAG量及び硫酸基特異的GAG量に与える影響

を検討した。その結果、pCPは、総GAG量をわずかに減少させたが、硫酸基特異的

GAG量を増加させた。一方、　fCPは、総GAG量及び硫酸基特異的GAG量をともに減

少させた。軟骨の代表的なGAGには、ヒアルロン酸及びアグリカンの側鎖である

コンドロイチン硫酸やケラタン硫酸がある［18，、　21］。本実験の結果、pCPはヒアル

mン酸ではなく、コンドUイチン硫酸やケラタン硫酸の産生調節を介して、石灰

化を抑制している可能性が考えられた。

　石灰化抑制及びコンドロイチン硫酸・ケラタン硫酸産生誘導に関与する遺伝子

を検討した。その結果、pCPでMGP融Aの発現レベルが抑制されていたことから、

pCPは軟骨細胞のMGP遺伝子発現を介して、石灰化を抑制した可能性が考えられた。

さらに、コンドロイチン硫酸・ケラタン硫酸の産生を誘導したpCPは、　Smad2と

Smad4撚Aの発現量を減少させた。　Smad2はTGF一　Bの下流に存在する転写因子と

して知られている。また、Smad2は、　Sox9及びRunx2と結合し、軟骨の分化過程

を調節している可能性が報告されている。以上の結果から、pCPの石灰化抑制作用

は、Smad2の発現調節を介し、　Smad2が関与するSOX9及びRunx2の遺伝子発現制

御を通じて、最終的にその下流のMGPや軟骨基質タンパク質の発現を制御してい
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る可能性が考えられた。

　近年の報告で、生体内においてコラーゲンのRGD配列は、細胞表面のインテグ

リンレセプターと結合し、細胞の機能を調節していることが明らかになっている

［106－109しまた、上皮細胞において、　Gly－Pro－Hyp配列がケラチノサイト増殖因

子と結合することによって、細胞の増殖及び分化を調節していることが報告され

ている［110］。これらの報告は、生体内において、特定のペプチド配列が細胞機能

を調節することを示している。C57／BLマウスを用いた実験では、　CPを含むゼラチ

ン加水分解物を放射線標識した後、経口摂取させた結果、分子量500一一15000のペ

プチドが、ペプチドの形態で血申に取り込まれたことが報告されている［m］。ヒ

トにおいて、様々な配列及び分子量のCPを含むゼラチン加水分解物や軟骨組織抽

出物を摂取した後、静脈中にペプチド配列がA！a－Hyp－G！y、Pro－Hyp、Pro－Hyp－Gly、

I！e－Hyp、　Leu－Hyp、　Phe－Hypなどが検出されることが報告されている［105，112］。

この報告は、摂取したCPの一部の配列を持つペプチドは、消化管内において、ア

ミノ酸まで分解された後に吸収されるのではなく、ペプチドのまま生体内に取り

込まれ、代謝されていることが示唆される。本実験の結果から、本実験で用いた

CP中に含まれる活性ペプチド本体の一つはPro一一Hypであることを明らかにした。

また、PrrHyp略lyのアミノ酸配列を有するトリペプチドは、　ATDC5の乱P活性に

影響を与えなかったことから、生体内において、長鎖コラーゲン中のPro－Hyp配

列が直接軟骨細胞の機能制御に影響を与えているのではなく、コラーゲン代謝産

物であるPro－Hyp配列のジペプチドが、軟骨細胞に認識され、軟骨細胞の機能制

御に影響を与えている可能性が考えられた。

　以上の結果から、E㎝タンパク質の加水分解物であるCPは正常な関節軟骨代謝

の維持に重要な因子であることを、初めて見出した。また、この軟骨代謝維持作

用は、原料種による相違があることを明らかにし、pCPはfCPと比べ有用である可
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能性を示した。さらに、Pro－Hypが軟骨細胞の分化を調節する活性ペプチド本体で

あることを初めて明らかにした。
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総括

　　本研究は、生体内における関節軟骨代謝の一部を明らかにすることを目的に実験

を行った。すなわち、本研究では、関節軟骨細胞において組織のECM分子がシグナル

分子として作用し、関節軟骨の維持に関与するか否かを加yゴ加及びin卿。で検

討した。さらに、関節軟骨代謝を明らかにすることにより、関節機能障害のリスクを

低減あるいは治療に有効な分子の探索を行った。

本研究に基づき、以下の諸点を明らかにすることができた。

1．　硬組織の維持に重要なミネラルであるカルシウム、マグネシウム及びリンは、

　　骨組織のみならず、関節軟骨の代謝にも重要な機能を有していることを明らか

　　にした。石灰化成分であるカルシウム及びリンは、関節軟骨において、成熟軟

　　骨細胞から石灰化軟骨への分化を誘導し、軟骨組織の変性を促進することを見

　　出した。一方、同様に石灰化成分であるマグネシウムは、関節軟骨において、

　　成熟軟骨細胞を維饗し、軟骨組織の変性を抑制することを、初めて見出した。

2。　GAGの基本構成糖であるグルコサミンは、関節軟骨において、成熟軟骨細胞を維

　　持し、軟骨組織の変性を抑制することを明らかにした。グルコサミンによる成

　　総則骨細胞維持メカニズムとしては、グルコサミンが軟骨細胞にシグナルとし

　　て認識されることにより、転写調節因子であるSmad2及びSmad4の遺伝子発現

　　調節を介して、軟骨E（Mにおけるコンドロイチン硫酸を増加させ、MGPタンパク

　　質の産生を抑制し、石灰化軟骨への分化を抑制していることを明らかにした。

50



3

4

5

6

ECMタンパク質の加水分解物であるコラーゲンペプチドは、成熟軟骨細胞を維持

し、軟骨組織の変性を抑制することを明らかにした。コラーゲンペプチドによ

る成熟軟骨細胞維持メカニズムとしては、転写因子であるRunx　1及び転写調節

因子であるSmad2及びSmad4の遺伝子発現調節を介して、軟骨ECMにおけるコ

ンドuイチン硫酸を増加させ、MGPタンパク質の産生を抑制し、石灰化軟骨への

分化を抑制していることを明らかにした。さらに、コラーゲンペプチド中に含

まれる活性ペプチド本体は、プロリルヒドUキシプロリンであることを初めて

見出した。

関節軟骨において、成熟軟骨細胞の維持のポジティブマーカーとして、コンド

ロイチン硫酸が有用であることを見出した。

関節軟骨において、成熟軟骨細胞の変性開始のマーカーとして、MGP及びSmad2／4

を見出した。

本実験において、ATDc5を用いたin　vitroの結果とマウスを用いたin　vivoの

結果は一致し、ATDC5による石灰化アッセイ系は、発生及び内軟骨性骨化の研究

のみならず、関節軟骨の研究に有用であることを見出した。
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本研究により、軟骨代謝機構の分子メカニズムの一部を明らかにできた。すなわち、

生体内において、軟骨E（M分子の代謝産物であるマグネシウム、グルコサミン、プロ

リルヒドロキシプロリンは、関節軟骨細胞に細胞外シグナル分子として作用し、軟骨

機能を調節すう可能性を明らかにした。また、これらの分子の積極的な摂取により、

関節軟骨の変性を予防し、関節機能を正常に維持する可能性を示すことができた

（Figure　33）．

　今後、本研究の知見に基づき、関節機能障害の原因解明並びに予防法、治療法の確

立などの応用も期待される。
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実験の部

第1章

第1節 前駆軟骨細胞株ATDC5を用いたin航ro実験系

①　細胞培養

　培養軟骨細胞株は、mouse　teratocarcinema　cel！　AT805由来の亜株であ

るATDC5細胞を用いた（RIKEN　Cel！Bank　No．　RCBO565）。　ATDC5の培地は、

1：1面xture　of　Dulbecco’s　modified　Eagle’s　a綴晦m’s　F12培地（DMEM／F12；

Invit：rogen）に5％Foeta1　Bovine　Se：㎜（FBS，　Invit：rogen），100μ1／！nl

Penicillin，50μ1／ml　Streptmycinを晶晶旨し用いた。　ATDC5は37℃，5％CO2

の条件で培養した。継代は0。25％トリプシン£．02％EDTA溶液（S　igma

Aldrich）を用い、2－3揖毎に行った。

　DMEM／F12培地中には、カルシウム源として約1nk塩化カルシウム、マ

グネシウム源として約0．7磁塩化マグネシウム及び硫酸マグネシウム、

リン源として約1磁リン酸二水素ナトリウムー水和物及びリン酸水素ニ

ナトリウムが含まれている。本実験では、カルシウム源として塩化カルシ

ウムニ水和物、マグネシウム源として塩化マグネシウム六水和物、無機リ

ン源としてリン酸二水素ナトリウムー水和物、リン供給体としてグリセロ

ールニリン酸ニナトリウムー水和物を用いた。

②　細胞増殖

ATDC5を5×103　cells／wellずつ、96穴細胞培養用マイクuテストプレ
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一トに播種し、24時間培養後、Ca及びMg及びP添加培地へ培地交換をし、

3日間培養し鶴培養後、Cell（沁u論伽g　Kit唄S（DOJINDO）試薬を培地の

1／10量添加し、3時間37℃5％CO2存在下で静置し、プレートリーダ

Wallac．1420ARVO．　SX　multilabel　counter（WALLAC　OY）を用いて、波長450

nmで測定した。各測定値は、通常培地で培養したATDC5の測定値で除し、

相対値を算出し比較した。

③　ALP染色

　0。05　M　2一アミノー2メチルー1プuパノール溶液を作製し、塩酸を用いて、

pH　9．8に調整した溶液を0．05　M鯉Bufferとし、鯉染色液作製に用い

た。10　MM　NAPHTHOL　AS－BI　PHOSPHATE（S　I（㎜）及び1讃FASTRED　VIOLEr　LB

SALT（SI（遡）を0．05　M鯉Bufferに溶解し、乱P染色液とした。　ALP活性

測定に用いた細胞は、5×103　cells／wellずつ96穴細胞培養用マイクロテ

ストプレートに播種し、24時間培養後、Ca及びMg及びP添加培地へ培地

交換をし、5日間培養したATDC5を用いた。培養後、20％ホルマリンを用

いて20分問固定し、3回水洗した細胞を、ALP染色液を用いて37℃インギ

ベー凝脂で15分間反応させ、水洗を10回行った。染色後、フラットヘッ

ドスキャナーを用いて、96穴細胞培養用マイクロテストプレートの染色画

像を取り込み、画像分析ソフトNIH－imageを用いて、染色強度を数値化し

た。

④　AB染色

　Alcian　B！ue　8GX（Flka）を0．5MCH，COOH（pH2．　5）あるいは（）．　1　M　HCl

（pH1．0）に溶解し、1柵溶液（AB　pH2．5）ならびに（AB　pHl．0）を作製し
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た。各AB溶液は用時濾i過し、使用した。　AB染色に用いた細胞は、2．5×104

cells／wellずつ24穴細胞培養用マイクロテストプレートに播種し、24時

間培養後、測定分子添加培地へ培地交i換をし、7，14，21及び28日間培

養した。培養期間中、3目毎に培地交換を行った。培養後、20％ホルマリ

ンを用いて20分間固定し、3回水洗した細胞を、各々のAB染色液を用い

て室温で一晩反応させた。染色液で反応させた細胞を0．5　M　CH，COOH（pM．5）

あるいは0．1MHCI（pff1．0）を用いて洗浄後、10回水洗を行った。染色

後、フラットヘッドスキャナーを用いて、96穴細胞培養用マイクuテスト

プレートの染色画像を取り込み、画像分析ソフトNIH－imageを用いて、染

色強度を数値化した。

⑤アリザリンレッド染色

　アリザリンレッド染色は、ALIZARIN　RED　S℃ertified（SIGMA）と28％ア

ンモニア水を用いて1％アリザリンレッド溶液（pH　6．　38）を作製し、染色に

用いた。アリザリンレッド染色に用いた細胞は、2．5×104cells／we11ず

つ24穴細胞培養用マイクロテストプレートに播種し、24時問培養後、Ca

及びMg及びP添加培地へ培地交換をし、7，14，21及び28日間培養iした。

培養期間中、3H毎に培地交換を行った。培養後、20％ホルマリンを用い

て20分問固定し、3回水洗した細胞を、アリザリンレッド染色液を用いて

室温で10分間反応させた。反応させた細胞は、10回水洗後、石灰化の評

価に用いた。染色後、フラットヘッドスキャナーを用いて、24穴細胞培養

用マイクUテストプレートの染色画像を取り込み、画像分析ソフト

NIH－imageを用いて、染色強度を数値化した。染色結果は、画像分析ソフ

トNIH一一imageを用いて数値した。

　　　　　　　　　　　　　　57



⑥　免疫紬i織染色

免疫組織染色に用いるATDC5は、3×104　cells／wellずつLab－Tek　8穴

ガラス冬ライド（Nalge　Nunc　Internationa！）に播種し、24時間培養後、

Ca及びMg及びP添加培地へ培地交換をし、2，7及び28日間培養した。

培養期間中、3日毎に培地交換を行った。培養後、ATDC5を、ダルベッコ

生理食塩水（日本製薬（株））を用いて3回洗浄した。洗浄したATDC5を、

4％パラホルムアルデヒドを用いて20分間固定し、リン醗錐蔽（PBS；8磁

リン酸水素ニナトリウム十二水和物、2磁リン酸二水素ナトリウム、0。2

M塩化ナトリウム）で10分間3回洗浄した細胞を、免疫組織i染色に用い

　免疫組織i染色の手順は、PBSで洗浄後、初めに一20℃メタノールと30分

間反応させて抗原を活性化させた。次に、4％H202／FBS溶液と室温で60分

間反応させた後、100％FBSを用いてブロッキングを行った。’1次抗体は

抗Matrix・Gla・Proteinポリクローナル抗体（トランスジェニック㈱〉

をFBS中に1／200量希釈し、反応に用いた。またネガティブコントロール

として、1次抗体と反応させないサンプルも作製した。細螺切片と1次抗

体は湿潤箱の中に静置し、4℃の条件下で一晩反応させた。1次抗体の反応

後、0．Ol酸PBSで洗浄し、100％FBSでブロッキング後、2次抗体と反応さ

せた。2次抗体は、ZyMa遭goat　anti－rabbit　IgG（H＋L）抗体（Zymed

Laborator　i　es，　Inc．）をFBS中に1／200量希釈し、反応に用いた。2次抗

体は湿潤箱の中に静置し、室温で1時間反応させた。PBSで洗浄後、免疫

複合体の可視化は、ENVISION　Kit／服P（DAB；Dako　Cytomation，　Japan）を

用いた。
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　免疫染色後、フラットヘッドスキャナーを用いて、LaMek　8穴ガラ

ススライドの染色画像を取り込み、画像分析ソフトNIH－imageを用いて、

染色止血を数値化した。染色結果は、画像分析ソフトNI臣i搬ageを用いて

数値した。

＠　RT・一一PCR

　RT－PCR法に用いた細胞は、5×105　cells／wel！ずつ60㎜プレートに播

種し、24時間培養後、Ca及びMg及びP添加培地へ培地交換をした。　RNA

はTRIZOL　Reagent（Invitrogen）を用レ軸出した。抽出したRNAはDPC処理

水に溶解後、分光光度計を用い定量した。

　1サンプルあたりのtotal㎜を1μg含むように調整し、　invitrogen

社のSuperscript　First－Strand　Synthesis　Systemを用いて逆転写酵素反

応法（RT）を行い、　cDNAを作製した。　RTの条件は50℃90・min，99℃5・min

で行った。PCRは常法に従いTable　2の条件で行った。

　得られたPCR産物を2％アガロース（TAKARA）ゲルにて100Vで20分間電

気泳動し、エチジウムブロマイド溶液で、15分間染色した後、245㎜の

紫外線照射下（3Wトランスルミネータ）を用いて、バンドを確認し、ポ

ラロイドカメラのPolapan　663白黒インスタントパックフィルムを用いて、

泳動画像を撮影した。泳動写真をフラッドヘッドスキャナーを用いてデジ

タル画像化し、画像分析ソフト　NIH－imageを用いて、平均明度を数値化し

た。内部標準遺伝子であるGAPDHのPCR産物の示す明度に対する各遺伝子

のPCR産物の示す明度の相対値を算出し、各遺伝子のmRNA　es現レベルを

比較した。

59



Table　2　PCR－primers

GeRe Sequence

Smad2
5’一CCCACTCCATTCCAGAAAAC－3’
3’・一AACACCAGAATGCAGGTTCC－5’

Smad4
5’一CGTGCTTACCCACTGAAGGA－3’
3’一GCTGGCTGAGCAGTAAATCC－5’

Sox9
5’一・TGCAGCACAAGAAAGACCAC－3’
3’一一CCCTCTCGCTTCAGATCAAC－5’

Rimx　l
5’一ACTTCCTCTGCTCCGTGCTA一一3’

3’一GGTCGTTGAATCTCGCTACC－5’

Runx2 5’一ATGGTGGAGATCATCGCGGACCACCCGGCC－3’
3’一ACACCTACTCTCATACTGGGATGAGGAATG－5’

Co12 5’一GTCGAGCAGCAAGAGCAAGGA－3’
3’・一CTTGCCCCACTTACCAGTGTC－5’

MGP
5’一ATGAAGAGCCTGCTCCCTCT－3’
3’一CTAATATTTGGCTCCTCGGC－5’

BGP 5’一GCAGCTTGGTGCACACCTAGCAGACACCAT－3’
3’一GGAGCTGCTGTGACATCCATACTTGCAGGG－S’
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⑧　統計処理

　細胞実験はすべて、サンプルごとに3穴及び5穴を用いて、独立した実

験を3回行った。結果はすべて、平均値‡SDで示した。統計学的評価は、

Stat　Mate　3ソフトウェア（ATMS）を用いて、　t検定を行い、　p〈0．05とし

た。細胞の染色写真は、各群の中から典型的な像を示した。

第2節　　C57BL／6」　mouseを用いたin　y加実験系

①　実験動物

　実験動物には、8週齢及び10週齢C57BL／6」雄性マウス（日本クレア

（株））を用いた。本実験で用いたりン及びマグネシウム添加食は、AIN－93G

組成を基に、Morishita，　Kらの論文を参考に作成した。リン源としてリン

三二水素カリウム（KH，POP、マグネシウム源として塩化マグネシウム

（㎏C12）を各々用いて、各飼料に添加した。　KH2PO4及びMgC12は、各々コー

ンスターチと置換した。飼料中のリン及びマグネシウム量は、日本食品分

析センターで測定した。飼料組成をTable　2に示した。リン及びマグネシ

ウム渤喰の実験では、Ha　l！oran　BPらの論文から、　C57BL／6」マウスにお

いて、急激なマウスは体重増加及び骨密度の増加期が終了した10週齢の

マウスを用いた［71］。無作為に0．2gP及びα05　g　Mg／100　gの通常食

群，1．2gP及び。．05　gMg／100gの高リン超群（highP），　o．2gP及

び0．8gMg／10e　9の高マグネシウム食群（high　Mg），1．2gP及び0。89

㎏／100gの高リン／高マグネシウム食群（high　P／high　Mg）の4群（n＝6）

に分け、飼料を自由摂取させ、3週間飼育を行った。若齢マ
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①
駆
ゆ

Table　3　coinpositioR　ofexperimen｛al　diets

k－
№?ｘｇｌｇＹP N P Mg Mg／P

Casein

Lard

Coi’n　oil

Mineral　tnixture　（AIN・一93G）

Vitamine　mixture　（AIN－93G）

L－cystin

Choline　chloride
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Cellulose

K．H，PO，

MgCl，　・　61－1，0
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11．7

　10

　35

　　3

　2．＄
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ウスは8週齢C57BL／6J雄性マウスを用いた。高齢マウスは8週齢

C57BL／6J雄性マウスに、市販固形飼料ms（オリエンタル酵母工業（株））

を自由摂取させ、44週間飼育した。マウスは恒温回鍍（室温21℃±1℃、

事前45％一・50％）、12時間明暗サイクル（明期：8：00一一20：00）の環境下で飼

育を行った。また本実験は、「実験動物の飼育及び保管に関する基準」（昭

和55年3，月総理府告示第6号）に基づいて行われた。

②　血液成分

　マウスをジエチルエーテル下で麻酔し、心採血法を用いて血液を採取し

た。採取した血液は、室温で1時間静置後、2000Gで20分間遠心分離を行

ない、上清を血清サンプルとして、使用時まで＝20℃で保存した。血清中

の無機リンは、Phospher　C　test　WAKO　（和光純薬（株））、血清中のマグ

ネシウムは、Magnesium　C　test　WAKO（和光純薬（株））を各々用いて測定

した。

③　脱灰切片作製

　関節部の切片を作成するために、マウス後肢を摘出し、速やかに4％パ

ラホルムアルデヒド／リン酸緩衝液（pH　7．　2）を用いて、4℃、24時間固定

した。固定後、12．5％スクロース溶液、25％スクa・一ス溶液に順次浸透さ

せ、15％EDTA／25％スクPt・・一ス／リン酸緩働溶液中で4℃、7日間、脱灰化を

行った。脱灰した組織は、リン醗雛熔液晶に4℃で保存した。

　切片作成の為に準備された組織は、Tissue’一一Tek　O．　C．　T．　compound（Sakura

Finetek）を用いて包埋後、リサーチ用高機能クリオスタッドCM3050S（ライ

カ（株））を用いて、一22℃の条件下で、正中縦断面方向で、2e　XL　mの厚さ
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に切断し、ガラスプレート上に貼付した。作製した切片は1時間風乾後、

一80℃で保存した。

④　照染色

　AIB染色に用いる切片は、4％パラホルム溶液を用いて、15分間室温で固

定し、0。斑リン酸緩衝液（PBS；pH7．4）で、3回洗浄した。洗浄された

切片は、第1節Oに記載したAB染色液を用いて、室温で一晩反応させ、

PBSを用いて10回洗浄を行った。　AB染色後、カウンター染色として、マ

イヤー・ヘマトキシリン溶液（和光純薬（株））中で2分間反応させ、PBS

を用いて、20回洗浄を行った。染色された切片は、光学顕微鏡下で観察後、

顕微鏡デジタルカメラシステム　Penguin　60◎CL（ピクセラコーポレーショ

ン）を用いて、組織画像を取込み、上記システム専用ソフトウェアである

In　S加dio（ピクセラコーポレーション）を用いて、形態計測を行った。

⑤　免疫組織染色

一80℃で保存した組織i切片を常温に静置した後、4％パラホルムアルデヒ

ドを用いて20分間固定し、PBSで10分間3回洗浄し、免疫組織i染色に用

いた。

　免疫組織染色は、第1章第1節（6）と同様の方法で行った。免疫組

織染色後、カウンター染色として、マイヤー・ヘマトキシリン溶液（和光

純薬（株））中で2分間反応させ、PBSを用いて、20回洗浄を行った。染

色された切片は、光学顕微鏡下で観察後、顕微鏡デジタルカメラシステム

Penguin　6eOCL（ピクセラコーポレーション）を用いて、組織画像を取込み、

上記システム専用ソフトウェアであるIn　Studio（ピクセラコーポレーシsc
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ン）を用いて、形態計測を行った。

⑥　統計処理

　結果はすべて、6匹のマウスの平均値まSDで示した。統計学的評価は、

Stat・Mate・3ソフトウェア（ATMS）を用いて、　Two－way　ana　lys　i　s　of　variance

（ANova／で検討後、　TUkey検定法を用いて有意差検定を行い、　p〈0．05と

した。組織i切片の写真は、各群の中から典型的な像を示した。

第2章

第1節 前駆軟骨細胞株ATDC5を用いたin　vi　tro実験：系

①　細胞培養

　細胞培養法は第1章第1節（1）と同様の方法を用いて行った。グルコ

サミン（GlcN）及びグルコサミンアナログを通常培地中に、それぞれ最終

濃度で1ng／mlになるように添加した。　GlcN源としてはグルコサミン塩酸

塩（SI（遡）及びグルコサミン硫酸塩（S　IGMA）を用いた。グルコサミンア

ナログは、グルロース（Glc）（SIGMA）、N一アセチルグルコサミン（GlcNAc）

（SIGMA）、キトサンダイマー（GlcN）2（焼津水産工業（株））、キトビオース

（G！cNAc）2（焼津水産工業（株））、ラクトース（Ga　l－G！c）（焼津水産工業（株））、

ラクトサミン（Gal－G！cN）（焼津水産工業（株））、　N一アセチルラクトサミ

ン（Gal一一GlcNAc）（焼津水産工業（株））、ガラクトース（Ga1）（SIGMA）、

ガラクトサミン（GalcN）（SIGMA）、N一アセチルガラクトサミン

（Ga！cNAc）（SIGMA）、フルクトース（Fru）（SIGMA）、グルクロン酸（GlcU）
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（和光純薬）、グルクロノラクトン（GlcUlac）（和光純ilill）を用いた。

②　細胞増殖

ATDC5を5×103　cells／wellずつ、96穴糸醗胞培養用マイクロテストプレ

ートに播種し、24時間培養後、GlcN及びグルコサミンアナログ添加培地

等へ培地交換をし、3日間培養し、細胞増殖測定実験に用いた。細胞増殖

は、第1章第1節（2）と同様の方法を用いて行った。

③　ALP染色

ATDC5を5　×　103　cells／we11ずつ96穴細胞培養用マイクロテストプレー

トに播種し、24時間培養後、GlcN及びグルコサミンアナログ添加培地等

へ培地交換をし、7日間培養した。培養後、第1章第1節（3）と同様の

方法を用いてALP染色を行った。

④　AB染色

　AT㏄5を2．5×104　ce！ls／we11ずつ24穴細胞培養用マイクmテストプレ

ートに播種し、24時間培養後、G！cN添加培地等へ培地交換をし、35賃問

培養した。培養期間中、3日毎に培地交換を行った。培養後、第1章第1

節（4）と同様の方法を用いてAB染色を行った。

⑤アリザリンレッド染色

ATDC5を2．・5×104　cel！s／wellずつ24穴細胞培養用マイクロテストプ

レートに播種し、24時間培養後、GlcN添加培地等へ培地交換をし、35日

間培養した。培養期間中、3日毎に培地交換を行った。培養後、第1章第
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1節（5）と同様の方法を用いてAR染色を行った。

＠　RT－PCR

ATDC5を5×105　ce！ls／wellずつ60㎜プレートに播種し、72時間培養

後、GlcN添加培地等へ培地交換をし、3日間培養した。培養後、第1章第

1節（7）と同様の方法を用いてRT－PCR法を行った。

⑦　統計処理

　細胞実験はすべて、サンプルごとに3穴及び5穴を用いて、独立した実

験を3回行った。結果はすべて、平均値±・SDで示した。統計学的評価は、

Stat　Mate　3ソフトウェア（ATMS）を用いて、　t検定を行い、　p〈0．05とし

た。細胞の染色写真は、各藩の中から典型的な像を示した。

第2節　　C57BL／6」　mouseを用いたin伽。実験系

①　実験動物

　実験動物には、9週齢C57BL／6J雄1生マウス（日本クレア（株））を用い

た。第1章第2節（1）で述べた方法で飼育された高リン食：マウスを、コ

ントm一ルの関節軟骨変性モデルマウスとして用いた。GlcN及びGlcNAc

は、コーンスターチと置換した。飼料組成をTable　3に示した。予備飼育

を1週問行った後、通常食群（N）、コントローノ喰群（C；1．2％P）、グル

コサミン添加食群（GlcN；1．2％Pand　O．02％GlcN）、　N一アセチルグル
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Table　4　cemposition　ot’experimental　diets
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①
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コサミン添加食群（GlcN；1．2％Pand　O．02％GlcNAc）の4群（n＝6）に無

作為に分け、飼料を自由摂取させ、3週間飼育を行った。マウスは恒温垣

澁渡（室温21℃±1℃、湿度45％一・50％）、12時間明暗サイクル（明期：

8：00－20：00）の環境下で飼育を行った。また本実験は、「実験動物の飼育

及び保：管に関する基準」（昭和55年3月総理府告示第6号）に基づいて行

われた。本飼育開始後3週間後、各群6匹ずつ解剖を行い、後右肢は、70％

エタノールを用いて各々固定し、使用時まで4℃で保存した。後左肢は、

4％パラホルムアルデヒド／リン酸緩衝液（pH　7．2）を用いて4℃、3日間固

定後、12．5％スクロース溶液、25％スクm一ス溶液に順次浸透させ、25％ス

クロース溶液に浸潤させた状態で、使用時まで4℃で保存した。

②非脱灰凍結切片作製及びマイヤー・ヘマトキシリン染色

　25％スクロース溶液中で保存した後肢は、皮膚及び筋肉部位のトリミン

グを行い、骨切断用解剖ペンチを用いて、膝関節を中心として、縦約3cm

の長さに切断した。試料をステンレス製籠に乗せ、ドライアイスヘキサン

冷却溶液を用いて、試料の急速凍結を行った。凍結させた試料を、CMCゲ

ル中に没入し、ドライアイスヘキサン冷却溶液を用いて、完全に凍結させ、

CMCプロッグを作製した。

　切片作成は、リサーチ用高機能クリオスタッドCM3050S（ライカ（株））

を用いて、一22℃の条件下で行った。非脱灰切片は、タングステンカーバ

イド製替刃を用いて、正中縦断面方向で、20μ田の厚さに切断し、クライ

オフィルムトランスファーキット（ファインテック（株））を用いた粘着

フィルム法で、切片を粘着フィルム上に密着させた。作製した切片は、両

面テープを用いて、スライドガラスに固定後、一80℃で保存した。
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　マイヤー・ヘマトキシリン溶液（和光純薬㈱）中で2分間反応させ、

PBSを用いて、20回洗浄を行った。染色された切片は、光学顕微鏡下で観

察後、顕微鏡デジタルカメラシステムPenguin　600CL（ピクセラコーポレ

ーショ≧）を用いて、組織画像を取込み、上記システム専用ソフトウェア

であるIn　Studio（ピクセラコーポレーション）を用いて、関節軟骨層の厚

さの計測を行った。

＠　paNT

　7鋭エタノールで固定を行った後肢は、皮膚及び筋肉を切除した後、膝

関節を中心として、約2cmの長さになるように、骨切断用解剖ペンチを

用いて切断した。トリミングを行った後肢を、パラフィルムで2重に巻き、

粘土を用いて下部を固定し、測定中の試料の揺れを防止した。

　M（rrは卓上型マイクロ（πスキャナSKYSCAN　1172（SKYSCAN社〉を用いて

測定を行った。分解能を10．6iU　mに設定し、100　KV・100訟の管電圧・

管電流の条件下で、0．・5℃ずつ試料を回転させ、360℃測定を行った。

　測定後の画像は、（）T一一aRa！yserソフトウェア（SKYSCAN社）を用いて、

CT一一画像の統合を行い、縦断面図を構築した。

④　統計処理

　結果はすべて、6匹のマウスの平均値±・SDで示した。統計学的評価は、

Stat　Mate　3ソフトウェア（ATMS）を用いて、　t検定を用いて有意差検定を

行い、p〈0．05とした。組織切片の写真は、各群の中から典型的な像を示

した。
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第3章

第1節 前駆軟骨細胞株ATDC5を用いたin　vi・tro実験系

①　細胞培養

　細胞培養法は第1章第1節（1）と同様の方法を用いて行った。本実験

では、酸処理した豚皮ゼラチンを酵素処理して得たコラーゲンペプチド；

pig　collagen　peptide（pCP）：SCP－5200（Lot．050111521，新田ゼラチン）、

魚燐コラーゲンを酵素処理して得たコラーゲンペプチド；fish　collagen

peptide（fCP）：イクオスHDL－50F（Lot．0409014522，新田ゼラチン）を用い

た。ネガティブコントロールとしてペプトン（Pe，　Bectonのickinson）を用

いた。PCP，　fCP及びPeは、通常培地中に、それぞれ最終濃度：で1㎎／mlに

なるように添加した。

②　細胞増殖

　ATDC5を5×103　cells／wellずつ、96穴細胞培養用マイクロテストプレ

ートに播種し、24時間培養後、PCP，　fCP及びPe添加培地等へ培地交i換を

し、3日間培養し、細胞増殖測定実験に用いた。細胞増殖は、第1章第1

節（2）と同様の方法を用いて行った。

③　ALP染色

ATDC5を5×103　cells／wel！ずつ96穴細胞培養用マイクロテストプレー

トに播種し、24時間培養後、PCP，　fCP及びPe添加培地等へ培地交換をし、
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7N間培養した。培養後、第1章第1節（3）と同様の方法を用いてALP

染色を行った。

④　AB染色

　ATOC5を2．5×le4　cells／wellずつ24穴細胞培養i用マイクロテストプレ

ートに播種し、24時間培養後、PCP，　fCP及びPe添加培地等へ培地交換を

し、35日間培養した。培養期間中、3日毎に培地交換を行った。培養後、

第1章第1節④と同様の方法を用いて／B染色を行った。

⑤アリザリンレッド染色

ATDC5を2。5　×　lO4　cells／wellずつ24穴細胞培養用マイクロテストプ

レートに播種し、24時間培養後、PCP，　fCP及びPe添加培地等へ培地交換

をし、35日間培養した。培養期間中、3日毎に培地交換を行った。培養後、

第1章第1節（5）と同様iの方法を用いてAR染色を行った。

＠　RT－PCR

ATDC5を5×105　cells／we　11ずつ60　rmプレートに播種し、72時間培養

後、PCP，　fCP及びPe添加培地等へ培地交換をし、3日間培養iした。培養i

後、第1章第1節（7）と同様の方法を用いてRT－PCR法を行った。

⑦　統計処理

細胞実験はすべて、サンプルごとに3穴及び5穴を用いて、独立した実

験を3回行った。結果はすべて、平均値‡SDで示した。統計学的評価は、

Stat　Mate　3ソフトウェア（ATMS）を用いて、　t検定を行い、　p〈0．05とし
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た。細胞の染色写真は、各群の中から典型的な像を示した。

第2節　　　C57BL／6J　mouseを用いたinガyo美懸1系

①　実験動物

　実験動物には、9週齢C57BL／6J雄性マウス（日本クレア（株））を用い

た。第1章第2節（1）で述べた方法で飼育された高リン食マウスを、関

節軟骨変性モデルマウスとして用いた。pCP及びfCPは、カゼインと置換

した。また、ネガティブコントU一ルとしてグルテンを用いた。飼料組成

をTab！e　4に示した。予備飼育を1週間行った後、通常食群（N）、コント

ロー喰群（C；1，2％P，5％グルテン）、pCP㈲喰群（pCP；1．2％Pand　5％

pCP）、　fCP添力喰群（fCP；1．2％Pand　5％fCP）の4群（n・・6）に無作為に

分け、飼料を自由摂取させ、3週問飼育を行った。マウスは恒温回鍍（室

温21℃±1℃、潅渡45％一50％）、12時間明暗サイクル（明期：8：00－20：00）

の環魔下で飼育を行った。　また本実験は、「実験動物の飼育及び保管に関

する基準」（昭和55年3月総哩府告示第6号）に基づいて行われた。本飼

育開始後3週間後、各群6匹ずつ解剖を行い、後右肢は、70％エタノール

を用いて各々固定し、使用時まで4℃で保存した。後左肢は、4％パラホル

ムアルデヒド／リン醗雛蔽（bH　7．2）を用いて4℃、3日間固定後、12．5％

スクn一ス溶液、25％スクロース溶液に順次浸透させ、25％スクu一ス溶

液に浸潤させた状態で、使用時まで4℃で保存した。

②非脱灰凍結切片作製及びマイヤー・ヘマトキシリン染色

　非脱灰凍結切片作製及びマイヤー・ヘマトキシリン染色は、第2章
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2節（2）と同様の方法で行った。

＠　ge一一er

　PtKTを用いた硬組織構造比較は、第2章第2節（3）と同様の方法で

行った。

④　統計処理

　結果はすべて、6匹のマウスの平均値dr・SDで示した。統計学的評価は、

Stat　Mate　3ソフトウェア（ATMS）を用いて、　t検定を用いて有意差検定を

行い、p〈0．05とした。組織i切片の写真は、各群の中から典型的な像を示

した。
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