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論文内容の要旨

幼若動物における骨形成の過程では，まず骨端軟骨部の軟骨細胞が分裂・増殖して成長軟骨細胞と

なり，その細胞が脂大化するとともに酸性ムコ多糖やコラーゲンなどの高分子基質を合成・分泌する。

つぎに，この細胞層の間隙にも毛細血管が侵入して，ついには軟骨組織が骨組織に置き換わってゆく

ことが知られている。しかしながら，この過程にあ、ける軟骨細胞の分化機構，さらには骨形成機構の

詳細については未だに不明な点が多く残されている。

そこで，著者は内軟骨J生骨形成過程を in vitro で再現すべく，成長軟骨細胞と骨髄細胞との混合

培養系という新しい方法を用い，両細胞の相互作用にもとずく石灰化機構，さらにはその過程におけ

る軟骨基質の動態を，生化学的ならびに超微形態学的方法により解析した。

まず，鈴木らの方法に従い， S-D 系雄性ラット(体重80g 前後)肋軟骨・骨移行部より，成長軟骨

細胞(GC) および静止軟骨細胞(RC) を分離し，プラスチックシャーレ上で培養した。つぎに， Okada 

らの方法に準じて，シャーレに対して斜め方向のエポン切片を作成し これら両細胞の in vitro に

おける動態を観察した。その結果， Lux 社プラスチックシャーレ上で， 10 日以上培養した GC にわ

いては，ムコ多糖合成能や形態的特長から考えて，軟骨細胞としての分化機能を高度に維持した状態

で増殖することが確認された。さらに，電子顕微鏡による観察から，この GC の細胞間基質部にはm

VIVO の骨端軟骨部にみられる matrix vesicle と極めて類似した小胞様構造物をみとめた。 しかし

RC では細胞は線維芽細胞様に増殖し，基質の合成も少なく， GC でみられた小胞様構造物もみとめ

られなかった。また，これらの細胞を細胞培養用に表面処理をしていないシャーレ上で培養した場合・

細胞は浮遊状態で、疑集して増殖し， 3 ヶ月以上経た疑集塊では，肥大化，胞状化した細胞と多数の小
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胞様構造物の散在する基質をみとめることができた。しかし， GC 単独の系では，いずれの条件にむ

いても Anderson や Bonucci が in vivo で見出している matrix vesicle に付随する針状結晶をみ

とめることができなかった。ところで，骨化が起こる前の段階では，まず軟骨細胞が分化して規則正

しく柱状に並んだ成長軟骨細胞層が形成され，この細胞層の間隙に幼若赤血球を含む骨髄細胞が侵入

してはじめて石灰化が起こるといわれている。また， diffus ion chamber を用いた移植実験によると，

GC あるいは骨髄細胞の各々単独で、は骨形成が起こらないのに対して，両者の混合系では広範な新

生骨の形成がみとめられることが分っている。そこで，前述の，軟骨細胞としての分化機能を十分に

発揮した状態の GC に，同系のラットより採取した骨髄細胞を混合して培養したところ， GC の産生

した酸性ムコ多糖が著明に消失することが組織化学的に明らかとなった。この現象は， Na2 3S S04 を

用いた酸性ムコ多糖の定量実験によっても裏づけられた。この活性は，骨髄細胞の Conditioned

mediumや腹腔より採取したマクロファージ、のConditioned medium にも存在し，しかも 100
0

C で 15分

間の熱処理により，その効果が消失することから，骨髄細胞やマクロファージが産出する酵素様物質

が GC の産出したムコ多糖を分解・遊離させたと考えられる。

ところで，クル病における matrix vesicle での石灰化遅延をビタミン D が改善するとの報告に

もとづき，単独では石灰化を起こし得なかった GC に対し，活性型ビタミン D3 を作用させたところ，

軟骨細胞自身の肥大化，胞状化の促進およびコラーゲン合成の抑制などの作用はみられたものの，ビ

タミン D3 投与によっても， matrix vesicle での石灰化は観察されなかった。

さて，先ほどの GC と骨髄細胞との混合培養系において， GC の細胞間基質部を， ルテニウムレ

ッドで染色・固定した試料で，電顕的に検索したところ，全ての試料に， Anderson らが骨端軟骨細

胞間基質中にみとめた matrix vesicle に付随する針状結晶塊と同様の結晶構造を見出した。これを

X 線微量分析装置で元素分析した結果， Ca の存在を示す Kα および Kβ の位置と， Pの存在を示す位

置に明らかにピークをみとめたので，これがリン酸カルシウムの結晶であることが明らかとなった D

以上の結果より，内軟骨性骨形成過程においては，まず軟骨細胞が分化して成長軟骨細胞になると

ともに高分子基質が合成・分泌され，その細胞間基質中には matrix vesicle が形成される。つぎ

に骨髄細胞によって産生される分解酵素，さらには活性型ビタミン D3 などの作用によって高分子基

質が減少するとともに， matrix vesicle を中心として石灰化が始まり，やがては骨形成に向うも

のと考えられる。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ラット肋軟骨，骨移行部より分離した成長軟骨細胞と，同系ラットの骨髄細胞との混合

培養系という新しい方法を導入して 両細胞の相互作用にもとづく石灰化機構を，超微形態学的なら

びに生化学的方法により解析したものである。

その結果， 1) 成長軟骨細胞(GC) は，コラーゲンやグリコサミノグリカン (GAG) を活発に合成す

Q
J
 
oo --



するばかりでなく，その細胞間基質部に， “ Matrix vesicle" (MV) を形成しうること口しかし， G

GC 単独の系では， MV に付随する針状結晶は認められないこと。

2 )活性型ビタミン D3 は， GC のコラーゲン合成を抑制するとともに，細胞の肥大化，胞状化をも

促進すること。

3 )十分に基質を合成しつつある GC に，骨髄細胞を作用させると， GAG が分解するとともに，

MV に付随した針状結晶(リン酸カルシウム)が形成されること，などを見出した。

このように，従来の方法に較べて， in vivo に近く，格段に進歩した，石灰化のモデルシステムを

確立し， in vitro における石灰化機構解明の手がかりを得ることに成功した高瀬君の業績は， 今後

の骨形成機作の解明に新たな突破口を聞いたものであり， 基礎わよび臨床応用の両面からみて，価

値が高く，学位請求に値する優れた研究と認める。
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