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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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