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Distribution　 oftype　 VI　collagen　 in　chondrocyte　 microenvirorunent:study　 of

chondrons　 isolated　 from　 human　 normal　 and　 degenerative　 articular　 cartilage

　　　　　　　　　　　　　　　　　and　cultured　 chondrocytes

　　　　　 (ヒ ト関節軟骨由来chondronお よび培養軟骨細胞 を用いた軟骨細胞周囲環境

　　　　　　　　　　　　　　におけるVI型 コラーゲンの分布について)

内容の要旨

堀　川

　 軟 骨 細 胞 は モ の 周 囲 に 存 在 す るpericellular　microenvlmnmenl

G℃ME)と 共にchondronと 呼ばれ る単位 を形成 し、また関節軟骨 を

構成 す るコ ラー ゲ ン中.割 合が1%程 度 のV1型 コラー ゲ ンは この

PCMEに 特異的 に存在 してい る。 これ まで、 ヒ ト関 節軟骨 を用い て

chondronに お けるW型 コラー ゲンにつ いて綴告 した ものは非 常に少

な い。本 研 究 で は ヒ ト関 節 軟 骨 を用 い、OAの 病 期進 行 に 伴 う

chondmnのPCMEに お けるW型 コラーゲ ンの分布を共無点 レーザー顕

微鏡(CしSMJに よって立体的に観察 した。 またinterleukin-1p{【L・1

a).電 刷IS」bming　g僻 曲 伽Iorβ一1(τGF・βDを ヒ ト培養軟骨細胞に

添加 し、細胞 周囲のVI型 コラー ゲン蓄積 に対す る影響につ いて も検

射 した。

　 法医、病理解 剖時に若年者の膝 関節か ら ヒ ト正常関節軟 骨 を、そ

して膝 関節OA患 者 に対す る人工膝 関節 置換 術時に ヒ トOA関 節 軟骨

を採 取 し、低速 ホモゲネー ト法に よ りchondronを 抽出 した。同時 に

作製 した 軟骨の パ ラフィン切片 をsefranim(》染色 し、　Menkin　SCOICに

よる軟骨 の変性 度 で3群 に分類 した(正 常群 ≡Norm創 群、軽度 変性

群=Slighヒ群,中 等度 変性B#=ModerareA#J。 生存の軟骨細胞 を標臓

す るためCell　Trecker　Green　Ouoropro6e(CMFDA)を 添加 した。 これ

らのchondronに 抗 ヒ トVI型 コラー ゲン抗体 に よる免疫 染色 を行 い、

W型 コラーゲンを含LTPCME、 及 び軟骨細胞 の体積をCLSMを 用 いて

測定 した。 また正常 ヒ ト関節軟骨 を酵 楽処理 して 得 られ た軟骨細胞

をagarou　gel内で 三次 元培 養 し、1レipお よびTGF・P　lを添加 して、新

たに増 加 したVI型 コ ラーゲ ンの体積 をchondronと 同様 に免疫 染 色 し

た後にCAMで 測 定 した,そ の結果 、　V1型 コラー ゲンはPCMEに 一致

して特異的 に局在 し、PCMEと 軟骨細胞 との体積比(P/C　 rffiio)では

Moderate群 は他 鮮 と比較 して有 意に大 きい 値 を示 していた。培養軟

骨細胞の 周囲にはV1型 コラーゲ ンが蓄積 され、　TGF一(il添加群で はVI

型 コラー ゲンの範囲が拡大 し、lL・甲群 では逆 に縮小 していた。

　 本 研 究 に よ り、軟 骨 変性 が 軽 度 か ら中等 度 に進 む に したが い

1℃MEの 体積は増加 し、この増加 がch㎝dro隠にお いてOAの 進 行 に従

い増加 す る化学的 なス トレスに対応 してい る可能性 が考え られ た。

OA軟fa'chondronで 昭 め られ たPCMEの 分布 範囲の拡火 には、基質合

成抑制に働 くIL一1βに比べ、基質合成促進に 作用す るTGF一β1がよ り強

く関 与 してお り、 またW型 コラー ゲ ンはOA/Pj期 で 元進 してい る

marrix　m6t測opm亀oina鱗 によ る影響を受けに くい ことか ら,軟 骨細胞

の防御に効果的に働いているもの と推測 され る。

治

鹸文審査の要旨

　 軟 骨 細 胞 は そ の 周 囲 に 存 在 す るpericellular　microenvironmenl

(PCME)と 共 にdlo隠dlonとい う単位 を形成 し、Vl型コ ラーゲ ンは この

PCMEに 特 異的に存 在 している。 これ まで、 ヒ ト関節軟骨 を用いての

chondronに お けるVl型 コラーゲンの報告 は非常に少ない。本研究では

ヒ ト関節軟骨 を用い,OAの 病期進行 に伴 うchondronのPCMEに おける

VI型=ラ ーゲンの分布を共焦点 レー ザー顕微鏡(CLSM)に よって立

体的に観察 した。またim創c聰ki皿一量β(IL-ip》uansCorminggrowth　 facwr

P-1(TGF-auを ヒ ト培養軟骨 細胞に添加 し、細胞周囲のW型 コラー

ゲ ン蓄積 に対す る影 響にっいて も検討 した。ヒ ト正常関節軟 骨及び ヒ

トOA関 節軟骨 よn　 chondronを 抽出 した。作製 した軟骨のパ ラフ ィン

切片をsefisnin{)染色 し、　Menkin　scoreによる軟 骨の変性度 で3群 に分

類 した(正 常群 、軽度変性群、中等度変性 群)。 これ らのchondronに

杭 ヒ トV1型コラーゲン抗 体による免疫染 色を行 い、1℃ME、 及 び軟sr

細胞 の体積 をCLSMで 測 定 した。また軟骨細胞 を三 次元培養 し、1L一匡β

および丁GF一β1を添加 後、増加 したW型 コラー ゲン体積 をchondronと 同

撚に免疫染色 した後CLSMで 測定 した。その結果、PCMEと 軟骨細胞 と

の体積比 では中等度 変性群 は他群 よ り有意 に大 きく、培養軟骨細胞周

囲 に蓄積 したW型 コラーゲンは、TGF弔1添 加群 ではその範囲が拡大

し、1レ1β群では縮小 していた。 これ らか ら、軟骨 変性 の進行に よる

PCMEの 体積 増加は、　OAの 進 行に従 い増加す る化学的 なス トレスに

対応 しておn,こ の体積増加 には,IL-ipに 比べTGF・餌が よ り強 く関与

してい ると考 えられ た。

　 審査で は、軟骨細胞 の培 養をOA軟 脅 で行 ったのか との質間がな さ

れた。それに対 して正常及 びOA軟 骨細胞でV1型 コラー ゲンの蓄積に

差はなかった との回答がな され た。またchondronの 検討で高度軟骨変

性群 でのVI型 コラー ゲ ンの分布状 態は ど うであったか との質問 がな

された.そ れ に対 して、高皮 変性群で は残存軟骨が少な くchondronの

抽出が困難 であった こ と、mechanicalな 抽 出方法 によ7chondmn自 体

が破屡 され た ことか ら分析は困懸 であった との回答が な された。 ま

た、OAに 典型的 な形態のcluster　formationに関 して も解析 してい くべ

きとの助魯がな された。 さ らに、 より生体に近いehondmnを 培養系に

供 し、cytokine、1即wlh㎞rの 添加 実験を今後是非行 ってい くべき と

の助言 もな された。

　 以上のよ うに、本研 究は さらに検 討 され るべき点を残 しているが、

軟 骨choodronに おけ る町型 コラー ゲンの分布 をCLSMに よって三次元

的 に解析 し、また軟 骨細胞のV1型 コラーゲ ン合成 とcNokNe、 　gmwlh

factorとの相互 関係 を分析 した点 が、　OA病 怨解明に向けて有意義 な研

究である と評 価 された。
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