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Impaired　 bone　 fractUre　 healing　 in　matrix　 metalloproteinase-13　 deficient　 mice

　　　　　　　　　 (MMP-13遺 伝 子欠 損 マ ウスで は骨 折 治癒 が障 害 され てい る)

内容の要旨

小　崎

　 骨折治 癒過程で は、炎症の惹起 に より軟脅性 仮骨が形成 され、 さ

らに血管侵 入に伴 い骨に 置換 され る とい う組織 反応が時 間的、空間

的制御 を受 けなが ら進行す る。Matrix　metalleproteinase(MMP)は 細

胞外基 質の分解や生理活 性物 質の 遊離活性 化 な どに深 く関わってい

る。特 にMMP・13は マ ウスの主要 な コラゲナー ゼで肥 大軟骨細 胞、

骨芽細胞 に発現 して お り、その遣伝子 欠損マ ウスは軟骨 内骨化 の運

延 をきた す こ とが知 られ てい る。本 研究 は骨 折治 癒 過程 にお け る

MMP・13の 役1割を明 らか にす る 目的 で、　MMP。13遺 伝 子欠 損マ ウス

(MMP・13KO)を 用いて骨折モデル を作成 し、解析を行 った。

　 突験 で は、8週 齢 のMMP・13KOお よび 同胞野生 型 マ ウス(WT)

の脛 骨 中央に横骨折 を加 え、髄内釘 で固定 して骨折モ デル を作成 し

た。経 時的 にX線 お よびer撮 影 を行 い、骨 密度測定装 置 による解析

も行 った。WTで は術 後1週 か ら仮骨 の形成 が認 め られ.3週 で全倒

が骨癒合 していた。一方 、MMP・ 且3KOで は術後3週 において も仮骨

内に宗 骨化成分が存在 し、骨折部の骨塩 量 もWTと 比 べて明 らかに低

下 してい た。組織 計測的解析 では 、MMP・13KOで は術 後2-3週 に

お いて仮骨 に 占め る軟 骨性仮骨 の割合 がWTよ り有意 に増大 してお

り、骨性仮 骨 の割合 は有意 に減少 していた。 これ らの差 は術後4週

までに ほぼ 消失 した。免 疫組織 化学的解析 では、WTで は軟骨性仮骨

の周囲 にお いてCD31賜 性の血管 内皮細胞 が積 極的に軟骨基質に侵入

してお り、またカテ プシンKrrRApma性 の破軟骨細胞が軟骨基質 に直

接接着す る像が観 察 され たが 、MMP・13KOで は両者 とも著明に障害

されていた。

　 さらにこの原 因 を究 明す るた め、MMP・13KOお よびWTか ら初代

骨 芽細 胞(POB)お よび初 代 軟骨 細胞(PC)を 採 取 して培養 を行

い、増殖お よび分化能 を解析 した。POBの 噌殖お よび 分化能 とPCの

増殖能 はMMP-13KOとWTに 差 を認 めなか った。　PCを アテ ロコ ラー

ゲンゲル に 包埋 して ペ レッ ト壇養 を行 うと、MMP・13KO由 来 のベ

レッ トでは一過性の ゲル収縮の迎 延 と基質産生 の低下 を認めた。 さ

らに培 嚢3週 後 の成 熟 したPCペ レッ トを ヒ ト由 来血 管 内皮 細 胞

(HUVEC)と コラーゲ ンゲル の中で共存培養 する と、　WT由 来のPC

ペ レッ トの周 囲では旺盛 な血管新 生が隠め られ たが、MMP-13KOで

は著明に抑制 され ていた。

　以上 の結 果 よ り、MMP-13KOで は、1)骨 折 治癒の遅 延,2)軟

骨性仮骨 の吸収不全 と血管お よび破軟骨細胞 の侵入障害,3)軟 骨

由来の血 管新 生誘導能 の低下が認 め られた。 この ことか ら、骨折 治

癒過程 にお ける軟骨性仮骨 への血管侵 入には、その 前段階 と して軟

骨細胞 自身が産生 す るMMP-13に よる軟骨 基質の分解 が 重要な役割

を担っている ことが考え られ た。

直　人

繭文審査の要旨

　 骨 組織は優れ た再生能 力 を有 し、骨折 治癒過程 では骨 発生に類 似

した分子細 胞機 序でそ の形 態 と機能 を回復 す る。MMP・13は 骨 芽細

胞 と肥大軟骨細胞 に発現 して1型及びII型 コラーゲ ンに対 す る強い分

解 活性 をもち、その遺伝 子欠損マ ウス(MMP-13KO)で は肥大畝骨

細胞 屈の延畏 を来たす。本研 究では骨 再生にお け る本酵 素の役割 を

解 明す る 目的 で、MMP・13KOの 骨 折 治 癒過 程 を解 析 した。　MMP-

13KOお よび同胞 野生型 マ ウス(WT)の 脛 骨骨幹 部 を骨 切 りし、髄

内釘で 固定 して骨折モ デル を作成 した。X線 ・CT所 見 では、術後3

週 でWTは 仮骨 の骨 化 を終 了 してい たが、　MMP・13KOは 仮骨 内 に未

骨化 成分 を残 存 して いた。組織 学的 に も、MMP・13KOで は術後2-・

3運 で仮骨 に占め る敏骨 成分の割合 が増大 していた。 免疫組織 化学

的所 見にて、MMP-13KOで は軟骨に対す る破軟骨細胞 と血管 内皮 細

胞 の侵 入が障害 され てい る像 を認 めた。初 代培獲 系では 、コラー ゲ

ンゲル を用いた 軟骨ペ レッ ト培獲 にお いてMMP・13KO由 来の軟骨ペ

レッ トは一過性 にゲルの収縮 遅延 と基 質産 生の低 下を来 た し、更 に
ヒ ト血 管内皮細胞 と共存培養す る と箸明な血 管新生誘 導能の低下 を

誌 めた。 これ らの結 果か ら、骨折 治癒過程 において軟骨 細胞が産生

す るMMP-13は 、軟 骨基 質 を分解 して血管侵 入 に関与す る生理活性

分子 を遊離 活性化す ることで軟 骨性仮骨 の吸収 を促進 し、骨折治癒

を加速す ることが示唆 され た。

　 審 査 では、まず他 のMMPに よ る代償 作用 にっ いて質 間 がな され

た。破 軟骨 細胞 に発 現す るMMP・9は 、肥 大 軟 骨 緬胞 に 発現 す る

MMP-13と は骨軟骨 境界 にお いて相対 す る発 現パ ター ン を有 してい

るが、MMP・13KOとMMP・9KOの 骨 表 現型 は 近 似 してお り、ま た

MMP-13KOの 仮骨 においてMMP-9の 発現が充進 している ことか ら代

俄作用 が働 いてい る可能性 がある と回答 され た。次 に、軟 骨性仮 骨

に対す る破 軟骨細胞の侵入像 につ いて質 問がな された。WTで は破軟

骨 細胞 は軟骨 基質に 直接 面 して いたが、MMP・13KOで は両者のPMに
一層の基質 が介在 してお り

、 この基 質につ いて更に解析 が必要であ

る と回答 され た。ま た、軟骨ペ レッ トのゲル収 縮機 構につ いて質問

がな され た。MMP-13の 砥 白分解 作用が ゲル収縮 を促進 している と

考 え られ るが、インテ グ リンな どを介 する細胞 基質問相互 作用 も関

与 してい る可能性が ある と回答 された。更 に、軟骨ペ レ ッ トの血管

新 生誘導能 に関す る機序 にっい て質問がな され た。軟骨 か ら分泌 さ

れ るVEGFな どの血 管新 生促進因子 が関与 してい る可能性が あるが、

戟骨ペ レッ ト培養上 清中のVEGF濃 度 はWTとMMP-13KOで 差を認め

なかったた め、蛋 白霞気泳 動や バイ オア ッセイ に よる解析 が今後の

繰題 であると回答 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 、軟骨 由来 のMMP-13が 軟骨 性仮 骨へ の血 管侵入 を促 進 し、骨 折

治癒 に重嬰な働 きを担 うこ とを示唆 した点で有 意躾で ある と評価 さ

れ た、
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