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Tetraspanin　 CD　 1511s　 Expressed　 in　Osteoartluitic　 Cartilage　 and　 Is　Involved

　　　　　in　Pericellular　 Activation　 ofPro-Matrix　 Metalloproteinase　 7

　　　　　　　　　　　　　　 in　Osteoarthritic　 Chondrocytes

　　　　　　　　　 (4回 膜貫通蛋白質CD151は 変形性関節症軟骨 に発現 し,

　　　　　軟骨細胞 にお ける潜在型MMP-7の 細胞膜上での活性化に関与 している)

藤　田 貴　也

内容の要旨

　 分泌型Mmrix　 metelloproteinau(MMP)は 、潜在型で産生 され 細胞

外 で活性 化 され るこ とに よって、様々な細胞外 マ トリックスな どを

分解す るこ とが知 られ て いる。 潜在型MMP。7(proMMP-7)が 変形

性 闘節症(OA》 軟骨 に過剰 に発義 しているが 、その活性化 の機構 に

ついては不明な点が多い。

　 本 研究は 、4回 膜 貫通蛋 自質CDIS且 のOA軟 骨 にお ける発 曳 と、さ

らにpmlvllNP-7の 活性化 への関与をwべ ることを 巨的 に以 下の実験 を

行 った.

　 関 節軟骨 にお けるCDI51の 発現 は、　RT・PCR、　r副・time　PCR,免 疫

染色 、in　xihr　hybridisationとunmunobla"Neに よって調べ た。 培養軟骨

細胞 はCDI51とproMMP・7の 相 互作用 と共発 現 さ らにproMMP-7の 活

性化 の証 明す るために用 いられた。

　 RT-PCRに よってCD151のmRNAは 、すべ てのOAVA'A'サ ンプルに

xめ られた が、正常 軟骨 で は30%の サ ンプ ル で しか発 現 して いな

かった。CD且51がOA関 節 軟骨の 浅層 ・中間層 の軟骨 細胞 に発現す る

こ とが、免疫染 色 と'"3勧hyb配 凶ionに よって明 らか にな った。 さ

らに、CDI51とproMMP・7の 免疫 染 色 を ミラー切 片 に行 うことに よ

り、CD151とploMMP・7がOA軟 骨 におけ る同一 の軟骨 細胞 に共発 現

して いるこ とが明 らか になった。CD巳51陽 性 細胞の割合はOA進 行の

指標であ るM曲coreさ らに軟骨細胞 クロー ニングの程度 と強い正

の相 関が紹 め られ た。CD15且 とproMMP・7の 相 互 作用 は、　IL-1・1rNF

Qに よる刺激培養軟骨細胞のceU　iyseteをCDI51の 特異抗体 によって免

疫沈降 しp罰oMMP・7の 特異抗体で検出す るこ とで証明 した。 さらに培

養軟骨細胞 膜上での両分子のmlacaliretionを共焦点顕微醜 を用いた二

重蛍光 免疫染 色に よっ て旺明 した。proWIIvlP-7の活姓化 をMMP・7の

基質で あるCCmTfフ ィルムを用い たm　s(/u　z}mogmphyに よって検 出

し、MMPイ ン ヒピターやMMP。7の 特 異抗体やCD151の 特 異抗体 に

よって基質分解が阻審 され るこ とか ら、CD量51D;proMMMP-7の 活性 化

に関与 しているこ とが証 明され た。

　 以上の緕果 よ り、CDI51は 、　OA関 節軟骨に過剰 に発 現 し、軟骨 細

胞膜上でのproMMP-7の 活性化に関与 し、その結果、軟 骨マ トリック

スの破壊や 軟骨細胞 クローニングをもた らす ことが示唆 された。

論文審査の要旨

　 分泌型Melrix　metelloproleinaze(MMP)は 、潜在型で産生 され細胞

外 で活 性 化 され る こ とが知 られ て い る。潜在 型MMP・7(proMMP-

7)が 変形性 関節 症(OA)軟 骨に過剰 に発現 してい るが、そ の活性

化の機 構につい ては不明 な点が多い。そ こで本 研究 は、4回 膜貫通

蛋 白質CD【51のOA軟 骨 にお け る発現 とproMMP・7の 活性化へ の関与

を調ぺ た。RT・PCRに よ りCDI51　mRNAの 発現 率は、　OAでBoa%,正

常軟 骨 で30%で あ り、相対 的発現 量 もOAで 有意 に冗進 して いた。

CDI51はOA関 節 軟 骨 の 浅層 ・中間層 の軟 骨 細 胞 に局 在 しMankin

scoreと軟骨細胞 ク ローニ ングの程度 と強 い正の相関が認 め られた。

さらに、CDl51とplOMAIP-7はOA軟 骨 におけ る同一 の軟骨 細胞 に共

発現 してお り、CDI51とproMMP-0の 相 互作 用 は、　IL。1・TNFα によ

る刺激培狼軟骨細胞のcell　lyseuをCDI516`i体 で免疫 沈降 しproMMP-7

の特異抗体 で検出す るこ とで証明 した。 さらに培養 軟骨細胞膜 上で

の両 分 子のco-localvationを 蛍光 二重 免 疫染 色 に よ って 証 明 した。

P【oMMP・7の 捲性化をMMP・7の 基質 であるCCmTfフ ィルム を用 いた111
siN　zymogrephyに よって検 出 し、　MMPイ ン ヒビ ターやMMP・7の 特異

抗体やCDI51の 特異抗 体に よって基 質分解 が阻害 され るこ とか ら、

CDI51がproMMP-7の 活性 化に関与 している ことを証明 した。

　 審査 では、 まず潜在 型MMP・7に は基質分解活性 がないのか との質

P.9がな され た。潜 在型MMPは 活性 中心のゐ イ オンがプロベ ブチ ドド

メイ ンのシステイ ン残 基のSH]6と 共有結 合す ることで葬活性 に保 た

れ てい る と回答 された。 ま た、CDIS且 とインテ グ リン との結合 に関

す る質聞がな され た。CD且SIと α3β且やaspsと いったイ ンテ グ リンと

の被合体形成 が籍告 され ておn、 イ ンテ グ リンの作 用を図節 してい

る と回答 され た。次 に、CDI51の シ グナル伝逮 につ いての質問 がな

され た。CD151のC末 端細胞内 ドメイ ンが欠損す る と接蔚 が低 下す る

こ とが報告 され てい るが本研 究では シグナルつい て検肘 して いない

と回答 され た。 さらに、OA軟 骨 と正常軟 骨にお けるCDL5且 発現 率が

mRNAレ ペル と蛋 白質 レベル での違 い にっ いての質 問がな され た。

正 常軟骨 として使用 して いるサ ンプル が高齢 者の 大膳 骨頭 で あるた

め、RNA抽 出の瞭 にCDISIを 発現 した軟骨細胞 も混 入 してい る二と

が一っの原 因で あると回答 され た。 また、MMP-7が1L・ 巳α・州F"で

up・regulateされ ているがCDI5且 のw・regulatorにつ いての質問が なされ

た。IL-la・TNF・ α・TGF一/!・VEGF刺 激 して もCDI51　 mRNAレ ベル

に変 化がなか った と回答 され た。

　 以上のよ うに、本研 究は未 だ検討 され るべ き点 を残 してい るもの
の 、CDI51はOA関 節 軟 骨 に過 剰 に 発 現 し、軟 骨 細 胞 膜 上 で の

p⑩MMP。7の 活性化 に関与 し、その結果、軟骨マ トリックスの破墳や

軟骨 細胞 クロー ニ ングをもた らす ことを示唆 した点 で有意義で ある

と評価 され た。
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