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Intermittent　 Compressive　 Strain　May　 Reduce　 Aggrecanase　 Expression　 in　Cartilage

　　　　　　　　　　　　　 -　A　Study　 of　Chondrocytes　 in　Agarose　 Gel-

　　　　　　　　　　(間漱的圧縮負荷は軟骨のア グリカナーゼを抑制する可能性がある

　　　　　　　　　　　　　　　 一アガロースゲル培養下軟骨細胞の研究一)

内容の要旨

三　尾

　 機械 的負荷 は関節 軟骨の恒 常性維 持に重要 な因子で あるこ とが知

られ てい る。閻歌的圧編 負荷が軟 骨代謝 に亜要 な役割 を持つ とい う

報 告 もあ るが 、正確 な メカニズム は未 だ明 らか ではな い。ま た、 ア

ガ ロー ス培獲 下軟骨 細胞 を用 いての問歌的圧縮 負荷 にお ける軟骨破

壌 に関す る研 究はき わめて少ない。本研究 の 目的 は、破 壊因子で あ

るイ ンター ロイキン・1ベー タ(1レ1β)存 在下で軟骨細胞 に対す る間

欺的圧縮負荷 の影 響を解 明す るこ とである。

　 奥験 では ウシの足趾 関節 軟骨 より軟骨細胞 を採取 し、アガ ロー ス

ゲル に包埋培 養 した。1レ1β添加群お よび 無添加 群に分 け、 自家考案

による圧縮 負荷装置 にて15%の 圧縮負荷 を田歌的に1・Hzの 頻度で加

えた。圧縮負 荷24時 間後にtOtal　RNAを 抽出 し、　n』・time　PCRに で ア

グ リカ ン、 皿型 コラー ゲ ン、ア グ リカナー ゼー1、ア グ リカナ ーゼ ・

2、MMP・3のmRNA苑 現量を半定量 した。 また、負荷2、5、10日 後

には ジメチル メチ レンブルー を用 い た吸光測 定にて グ リコサ ミノグ

リカ ンを定量 した。 さらに、負荷2週 問後 にパ ラフ ィン切片 を トル

イ ジンブルー0で 染色 し、光学顕微 鏡 にて細 胞周囲 の軟骨 甚質 を観

察 した。

　 本爽験結果 では、まず1レ叩 添加 群は無添加群 に比 して軟骨合成因

子であ るア グ リカンや 皿型コ ラー ゲンのmRNAレ ベル を低下 させ、

破 壌 因子 で あ るア グ リカ ナー ゼ.1、 ア グ リカ ナー ゼー2やMMP.3の

mRNAレ ベル を増加 させ た。間 歌的圧縮負荷 はMIβ 無 添加 群ではア

グ リカ ンや 皿型 コラー ゲンのmRNAレ ペル を増加 させ た。一方、1レ

1β添加 群で は負 荷を加 えない群 に比 して アグ リカナー ゼ・1とア グ リ

カナーゼ ー2のmRNAレ ベル を低 下 させた。 この繕果は 間漱的圧 縮負

荷 が軟骨破壌 酵素 と して知 られ る アグ リカナー ゼ・1とア グ リカナー

ゼー2を掬制 する ことに ようて、 軟骨 を保瞳す る可能性 が あるこ とを

示唆 してい る。 グ リコサ ミノグ リカン定 量や 組織学的観 察では、1レ

1β添加 群では負荷の影響は明 らかではなかったが、1レ叩無添加群に

おいて間歌的圧縮負荷 に よるグ リコサ ミノグ リカン伝の増加 と細胞

周囲の濃染色が観 察 され プ ロテオ グ リカンの増加が示唆 された。

　 これ らの実験結果 は、間歌的圧縮負荷が1レ叩濡加群 も無添加 群 も

遺伝子発 現 レベルにお いて軟骨破壊 を抑制 し合成 を促進す る可能性

を示唆 してい る。 さ らに、問歌的 圧縮負荷 はア グ リカナ ーゼ ・1とア

グ リカナーゼ ・2を抑制 す ることによってIL・1βの破壊的要 棄を制御す

る可能性があ ることが示唆 され た。

健 介

輸文審査の要旨

　機櫨 的負荷 は関節軟骨 の憤常性維持 に重要 であ ると知 られ るが、

そ のメカニズ ムは明 らかでは ない。三 次元培 獲軟骨細胞 を用 いての

問敏 的圧縮 負荷 にお ける軟 骨破壊 に関す る研究 は少ない。そ こで本

研 究 では、 ウシの 足趾 関節 軟骨細 胞 をア ガ ロー スゲル に包 埋培養

し、イ ンター ロイ キンー1ベー タ(1レ1β)を 添加 し、15%の 圧縮負 荷

を1　Hzの 頻 度 で加 え てそ の影響 を検 尉 した。負 荷24時 間 後 にtotal

RNAを 抽出 し、劇 ・time　PCRに てmR、NA発 現量を 半定丑 した。　IIノ　1　p

無添加群で は問歌的圧 縮負荷はアグ リカ ンやll型コラー ゲンのmRNA

レベル を増加 させ 、軟骨合成 因子 を刺激す るこ とを示唆 した。】LIP

は強力 な破壊因子 であ り、ア グリカンやII型コラー ゲンのrnRNAレ ベ

ル を低 下させ、破壊因子 であるア グ リカナーゼー1、ア グ リカナーゼ ・

2やMMP・3の 血RNAレ ベル を増加 させ た、　IL・1β添加 群で聞歌的圧縮

負荷 はアグ リカナーゼー1とアグ リカナ ーゼ・2のmRNAレ ベル を低下 さ

せ た。 この 結果 は 間欲的 圧 縮負 荷 が ア グ リカナ ーゼ ・1とア グ リカ

ナー ゼ・2を抑制 す るこ とに よっ て、軟骨を保謹 す る可能 性 を示唆 し

た。

　審査 では、まず 実験 での機機 的負荷 の設 定につい て質問が なされ

た。 歩行 をイメー ジ した生理的 な圧 縮負荷 とな るよ うに設定 した と

回答 された。 さらに、圧 縮負荷 に よる細胞 に対す る圧 負荷 の変化 、

及 びそ の影 響 につい て質 問 され た。本 実験 の識 定 では圧 縮 負荷 に

よって細胞 に加 わる圧 は生理的 な圧 よ り低 く、変形 による影響が 主

で ある と回答 され た。 次 に、三次 元培農 を実 験に用 いた理 由につ い

て質 問がな され た。 アガ ロース ゲル包埋培養 に よる三 次元培養で は

軟骨組胞 が球形 を保 ち形 質保持 をす る こと、ま た、圧縮 負荷 を加 え

る事 も可能 であ るこ と、 さらに複雑 な軟骨細胞 と軟骨 基質問の相互

影響 を除外 して細胞 その ものの変化 を囲ぺる こ とが出来 るこ と、な

どの利 点が あるため と回答 され た。 また、変形 性関節症 や関節 リウ

マチ の病的 軟骨 に対す る間欺的圧 縮負荷の影 響 に対 して質問がな さ

れ た。聞歌的圧 縮負荷は1レ1β存在 下に アグ リカナーゼのmRNAレ ベ

ル を抑制 してお り、軟骨 保韻 に役 立っ 可能性 が ある と回答 され た。

最後 に、間歌 的圧縮負荷 が案際 にア グ リカナ ーゼの働 きを抑制 して

い るかど うかの証拠 が乏 しい事 の指摘 がな され た。 アグ リカナーゼ

の プ ロテイ ン レベル や活性 レベ ル の検 肘、お よび、 アグ リカナーゼ

に よるアグ リカンの分解産物 の検討な どを行い、因果 関係 を正確 に

調べ る審が今後の課題 であると回答 され た。

　以上の よ うに、本研 究は未だ検肘 され るべ き点 を残 してい るもの

の、間歌的圧 縮負荷 が軟骨破壌 因子 であ るアグ リカナーゼ ・1とア グ

リカナーゼー2のmRNAレ ベ ル を抑制 す るこ とに よっ て、軟骨 を保 護

す る可能性を示唆 した点 で有意義で あると評価 され た。
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