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論文内容の要旨

〔目的〕

長管骨の発生過程ではまず軟骨組織のみよりなる骨原基が形成され、ある程度の形態形成が行われ

た後，骨幹部中央より両骨端に向って骨に置換されてゆ〈。この軟骨が骨に移行する部を成長軟骨と

呼ぶ。ところで軟骨基質は H 型，骨基質は I 型コラーゲンから成ることが知られており，軟骨から骨

に置きかわる移行部ではコラーゲンの置きかえ，すなわち H 型の分解と I 型の合成がバランスよく行

われるはずである。コラーゲン分解代謝の鍵を握ると考えられているコラゲナーゼが，この部にむ

いてどのような形で存在し，またその活性がどのように調節されているかは知られていない。本研究

では，鶏腔骨発生過程において骨組織で活発なコラゲナーゼ産生が行われる一方句移行部成長軟骨で

強力なゴラゲナーゼ・インヒピターが産生されていることを見出し，このインヒピターの性状と骨コ

ラゲナーゼの活性調節に対する役割を+食言すした。

〔方法ならび、に結果〕

Hamburger-Hami lton に従って分頬した Stage 33~43鶏腔腔骨および大腿骨骨原基を無菌的にと

り出し，骨端，成長軟骨，骨幹に分けて器官培養を行った。 2H Flごとに培地交換を行いそれぞれの

培地についてコラゲナーゼとその阻害活性を測定した。コラゲナーゼ活性の測定は中性3TC にてゲル

化させた 14Cーラベルゴラーゲンを用いた。骨原基全体が軟骨組織のみより成る Stage 36 (10 F1 )以前

の培地にはコラゲナーゼ活性が認められず\軟骨基質の破壊と骨および骨髄形成が盛んとなる Stage

38 (12 H )以後の骨幹部にはじめて強いゴラゲナーゼ活性を認めたのこの骨コラゲナーゼは他の動物

コラゲナーゼ、と同様，潜在型 (M.W. 約 5 万)として存在してむり， Na 1 に透析後活性型 (M. W. 
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約 4 万)となり司低分子成分との complex が/Jミ唆された。両骨端軟骨にはゴラゲナーゼ活性が認めら

れず\骨との移行部での軟骨コラーゲンの分解吸収には骨組織由来のコラゲナーゼが関与している可

能性が考えられた。一方，この移行部成長軟骨は強いゴラゲナーゼ阻害物質を産生することがわかり，

このものは軟骨ゴラーゲンの分解速度の調節に役立っていると考えられた。このコラゲナーゼ・イン

ヒピターの性状を明らかにする目的で培地 690 m 1 より分離精製を試みたところ DEAEセルロース

カラムを素通りし匂 CM 七ルロースカラムに吸着する画分にインヒピターが回収されたのこれを sep

hadex G 75 superfine カラムにてゲル炉過を行うと司 M.W. 約25000 に一致してインヒピション活性

のピークが得られた。この画分を用いてゴラゲナーゼとの量比を変えて反応させると、酵素とインヒ

ピターの聞には一定の stoichiometry があること またこのインヒピターは chick bone 由来のゴラ

ゲナーゼは効率よく阻害するが，細菌性コラゲナーゼは全く阻害しないことがわかった。さらにこの

インヒピターは種々のゼラチナーゼわよびトリプシンのゼラチン水解活性をも強く阻害すること，キ

モトリプシンによりインヒピターが失活することー熱処理には比較的安定なことがわかった。

〔総括〕

1.鶏目玉成長軟骨よりコラゲナーゼ・インヒピターを分離した口このインヒピターは分子量約25000

の熱に比較的安定な塩基性タンパク買で，動物コラゲナーゼの他にゼラチナーゼ， トリプシンなど

を阻害するが司細菌性コラゲナーゼは阻害しないことがわかった。

2. 低分子成分がはずれて活性型となった骨ゴラゲナーゼがーこのインヒピターの local capacity を

超えて存存する場合に限り司ゴラーゲン分解が進むという multistep な調節機構は軟骨から骨に置

きかわる移行部にむいて マトリックスゴラーゲンの分解と合成のバランスを保つために好都合で、

あると考えられた口

論文の審査結果の要旨

本研究は骨の発生過程にむいて軟骨から骨に置きかわる際に，マトリソクスの主成分であるコラー

ゲンの分解代謝の調節がどのように行われているかについて険討したものである。軟骨基Tfのゴラ

ーゲン分解が骨由来のゴラゲナーゼによって行われ その活性調節に成長軟骨の産生するコラゲナ

ーゼ・インヒピターが役立っている可能性をノJミした。さらにこのインヒピターを分離し，その性状に

ついて明らかにしたことは‘ゴラゲナーゼの活性調節機構、ひいては内軟骨性骨形成過程の解明に大

きく寄与するものと考える口
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