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序文

胎生期における四服、体幹の骨格形成の大部分は、内軟骨性骨形成によりもた

らされる1. 2)。すなわち、中j医薬由来(頭輩、顎顔面領域では神経堤由来)の未分

化問充繊細胞が骨形成予定領域に凝集し、次いで軟骨細胞へと分化することによ

り軟骨性骨原基が形成される。骨原基内の軟骨細胞は増殖を続けながら、細胞外

基質を分泌、、形成し、やがてその増殖が停止する。増殖停止後は、骨原基中央部

の細胞が肥大化し、細胞外基質の改変、石灰化に至る。このようにして形成され

た石灰化軟骨組織は周囲結合組織からの血管侵入を経て骨組織へと置換される。

これら一連の組織変化に対応して、軟骨分化マーカーも特徴的に変化する。すな

わち、未分化細胞の軟骨細胞への分化に伴い、 n型コラーゲンが発現し、分化の

進展とともにその発現は増加する九一方、細胞増殖が停止し、細胞体の肥大化

へと分化が進展する頃には、 X型コラーゲンが発現し、代わりにH型コラーゲン

の発現が低下するめ。すなわち、軟骨細胞の多段階分化過程は、細胞増殖および

細胞外基質の変化により大きく 二段階に分けて考えることが可能で、未分化細胞

が軟骨細胞に分化し増殖を停止するまでを軟骨初期分化、細胞増殖停止後、 細胞

体の肥大化を経て、細胞外基質の石灰化に至るまでを軟骨後期分化という(図

。
)
 

e
J
 

、
、
，
，
，
，

噌
E
E
A

現在までに、骨形成に関与する種々のホルモンや局所因子(増殖分化因子)

が同定されてきた6-9)。その軟骨分化制御機構の解析には、主として鶏佐肢芽間充

繊細胞やウサギ骨端成長板由来の軟骨来lTl胞などin vitro 初代細胞培養系が用いら

れてきた。しかし、版芽問充繊細胞などの未分化細胞を軟骨細胞へ と分化させる

ためには、細胞凝集段階に相当する人為的な高密度播種を必要とする 10)。また 、



初代培主主系では培養当初より各分化段階の来111胞が混伝しており、特に初期分化を

観察することが不可能である。その他、いくつかのクローン化軟骨細胞株樹立も

報告されている 11 ・ 14)。これらの細胞株では、分化効率が低かったり 12)、軟骨細胞

としての形質を十分に保持していない 11 ， 13)ことなどから、細胞凝集に始まる軟骨

細胞の全分化段階を系統的に解析することは困難であった。

段近、宿雨ら 15 ， 16)はマウス EC (Embryonal Carci. noma)細胞由来クローン化細胞株

ATDCSI7) を用いた培養系によ り、軟骨初期分化から後期分化に至る軟骨細胞の全

分化段階を in vitroで忠実に再現できることを明らかにした。 ATDCS細胞は、コ

ンフルエントまでは線維芽細胞様の形態を示し、軟骨細胞に特徴的ないかなる分

化マーカー (n型、 X型コラーゲン、アグリカンなど)も発現していない。しか

し、コンフルエント以降にInsulin存在下で培養すると、低細胞密度においても肢

芽間充織にみられる細胞凝集段階を経て、軟骨細胞へと分化する。軟骨細胞への

分化と同時にn型コラーゲン、 PTH (Parathyroid Hormone)/pTHrP (Parathyroid 

Honnone Related Peptide) レセプターの発現がみられ、これらの発現は軟骨細胞増

殖停止まで増加する。また、軟骨特異的血管新生阻害因子であるコンドロモジュ

リンー1 (ChM-Iy 8)の発現も認められる。細胞増殖停止後は、後期分化マーカーであ

る X型コラーゲンが発現する一方、 II型コラーゲン、 PTH/pTHrP レセプタ一、

Chtvl-I といった初期分化マーカーの党現は低下する 。 このように、 ATDC5細胞培

養系は、多段階にわたる軟骨細胞分化に対する増殖分化因子の作用を系統的に検

討するのに極めて適していると考えられた。

そこで本研究では、 ATDCSk:l lJ胞培養系を用いて、軟骨初期、後期分化に対す

る種々の増泊分化因子の作用を解析することにより、軟骨細胞の多段階分化プロ
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グラムの自律-的進行がよ'~')illl や分化を Hlリ御する局所因子によってどのように調節さ

れているかを{~討した 。

実験材料と方法

1 . 実験に用いた増加分化因子および試楽

rhBMP-2 (recombinant human Bone Morphogenetic Protein-2、以下BMP-2 と略す)

は、 J.M.Wozney 博士 (Genetics Institute 、 Cambridge 、 MA) より供与された。 bTGF

-゚2 (bovine Transforming Growth Factor- 色、 以下T(JF-~ と略す ) はD.M.Rosen 博士

(Collagen Corporation 、 Paloalto 、 CA ) よ り 供与された 。 rhFGF-2 (recombinant 

human Fibroblast Growth Factor-2、以下FGF-2 と略す ) 、 rhIGF-I (recombinant 

human Insulin-like Growth Factor-I、以下IGF-I と略す ) は各々、 R&D Systems 

(加1ineapolis 、 MN) 、 GIBCO BRL (Grand Island 、 N.Y.) より購入した。 bPTH(l -34)

(bovine Parath yroid Hormone , 1-34 仕agment、以下PTH(1-34) と略す)はBachem

σorrance、 CA) より購入した。各増加分化因子は最終濃度の 100倍溶液を 0.1 0/0

BSA (bovine Serum Albmin 、 Sigma、 S t. Louis 、 MO) を含む Phosphate Buffered Saline 

(PBS: Ca, Mg free) にて調製し、各実験の際には、培地の 1/100量を添加した。 α-

C2p]-dCTP (Amersham 、 UK)は、日本アイソトープ協会より購入した。

2. 細胞培養

ATDC5細胞の培養は、稲荷のノ5 1.去 1 5 ， 1 6) に準じて行った。すなわち、 6穴、 12穴、

48穴、 96穴のマルチウエ jレプレート (Corni旬、 N.Y . ) に、 ATDC5細胞をそれぞ、れ

6 X 104 個、 2 X 10 4 個、 1 X 104 個、 3 X 10 3 個指極した。培地は、細胞凝集段階を

経て軟骨分化が誘導され、 11次骨細胞のよ白地が停止する培養 3 週間目までは、 5%
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ウシ )J台仔血清 (FBS: JRH Biosciencies 、 Lenexa) 、 10μg/ml の fnsulin ( 1: ウシ脱臓裂、

和光純菜、大阪)、 10μg/ml の Transferrin (T: Boeringer Mannheim 、 Mannheim

GmbH、 Germany) 、 3 x 10-8 M の Selenite (S: Sigma、 St.Louis 、 MO) 、 50μg/ml の

Kanamycin (明治製薬、東京)を加えたDF培地(Dulbecco's Modification of Eagle's 

Medium : Ham's F-12 Medium =1:1 、 Dainippon Pharmaceutical Co. ，Ltd. 、 Australia) (以

下、培地A と略す)にて、 5% CO2気小-目下、 37
0

C で培養した。培養3週日以降は、

培地A と同機の添加物を加えた、 α-MEM培地 (Alpha Modification of Minim um 

Eagle's Medium: Dainippon Pharmaceutical Co. , Ltd.) (以下、培地B とする )に て、

3% CO2気相下、 37
0

C で培養を続け、後期分化を誘導した。培地交換は培地A、 B

ともに 2 日毎に行った。尚、各増殖分化因子を添加して 3 日以上培養する場合は、

培地交換と同時に各因子を添加した。

3. BrdU ( Bromodeoxyuridine)の細胞への取り込み量の測定

96穴マルチウエルプレートに細胞を矯栓し、培地Aにてコンフルエントまで培

養した (培養 3 日目)。さらに培地交換を行わずに36時間培養した後、各増殖

分化因子を添加し、 24時間培養した。その後、 0.1 nmoVwellのBrdU を培地に添加

して4時間のパルスラベルを行った。 BrdUの細胞への取り込み量の測定は、 5-

Bromo-2'-deoxy-uridine Labeling Kit III (Boeringer Mannheim) を用いて行った。すな

わち、 10% FBS を含む PBSで細胞府を 3回洗浄し、 Ethanol . HCl 溶液にて-20
0

C 、

30分間固定した。同定後、 Nuclease 、 Anti-mouse-BrdU-Antibody-Peroxydase 

Conjugateにて各々 37
0

C 、 30分間処理し、発色基質としてABTS™ (Boeringer 

Mannheim) を加え、室協にて 10分間反応させた後、 Model 450 Microplate Reader 

(Bio-Rad 、 Califomia) を用いて405 nm (対照 490 nm) の吸光度を測定した。
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4. Alkaline Phosphatase (ALP)活性測定、 DNA定量

48穴マ jレチウエルプレートにて府主したキ111胞に、培養21 日目より各増殖分化因

子の添加を開始し、添加開始2 日、 7 日目に札P活性を測定した。札P活性の測定

は、 Bessey ら 19) の方法に若干の改良を加えて行った。すなわち、細胞層をPBS に

て 3[!_Jj洗浄し、 0.2% TritonX-l 00 を含む 0.9 0/0 NaCl を加えて回収し、ホモジナイズ

した。これに、 5 mM  p-Nitrophenylphosphate (和光純薬)および0. 5 mM  MgC~ を

含む 0.5 M TrÌs-HCl 緩衝液 (pH 9.0) を添加し、 37
0

C 、 15分間加温した。反応は

全体の 1/4量の 1 M NaOH を添加して停止し、 Model 450 Microplate Reader (Bio-

Rad) を用 いて410 nmの吸光度を測定した。標準曲線の作成にはp-Nitrophenol (和

光純薬)を用いた。細胞数当りの活性を表示するために、各ウエ jレあたりの

DNA定量を Johnson-Wint ら mの方法に準じて行った。すなわち、試料に2倍体積の

0.1 g/ml 3,5-Diaminobenzoic Acid Dihydrochlo耐e (東京化成、東京)を添加し、

65 0C 、 45分間加温した。同体積の2 T¥ll HCl を加えて反応、を停止し、島津分光蛍光

光度計 RF-5000 (島津製作所、京都)を用いて、波長420 nm にて励起された蛍光

を波長510 nmで測定した。標準 [10線の作成には、ウシ胸腺由来DNA (Sigma) を用

いた。

5. RNAの調裂、ノーザンブロットおよびスロットブロット

初期j分化に対する作用の検討ーでは、 6 穴マ jレチウエルプレートにて細胞を培養

した。コンフルエントの|時点で各因子を添加し、所定の時間に total RNAを抽出

した。後期j分化に対する作用の検討では、培養21 日目に各増殖分化因子を添加し、

所定の時間にtotal RN A を i:ll!出した。 total RNAは;、細胞層を PBS にて 3回洗浄した

後、 Guanidine Thyocyanate-Phenol-Chloroform法 (AGPC methodl) によりi=rb 出した 。
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ノーザンブロットでは、符られた total RNA を Ethidium Bromide を含む

Formaldehyde変性Agarose Gel (SeaKem GTG 、 FMC Bioproducts 、 Rockland 、 ME) に

各レーン20μg ずつ定μ泳到した後、 Nytran mem brane (Schreicher & Schuell 、 New

Hampshire) にTURBOBLOTTER (Schleicher & Schuell) を用いて転写し、 80
0

C で2時

間回定した。スロットブロットでは得られたRNA を4μg と lμg ずつ40 0/0 の

Formaldehyde と 60 0/0 の 20x SSC (1 X SSC: 16.6 mtv'[ NaCl 、 16.6 mM C6Hs07N~ . 

2~O、 pH 7.0) を含む溶液に溶解し、 SRC072/0 S&S Minifold II (Schleicher & 

Schuell) を用いて、 NY13N mem brane (Schleicher & Schuell) に転写し、 80
0

C で2時間

固定した。固定後のメンブレンを、 50% Formarnide 、 0.5% SDS 、 6XSSPE (1 X 

SSPE: 150mM N aCl 、 8.7mM N~H~Ot1・ 2H20、1.25 mM EDTA、 pH 7 .4)、 0.1%

BSA (Alubumin Bovine Fraction V 、 Calbiochem-Novabiochem Co. 、 La Jolla、 CA) 、

0.1 % Ficoll 400 (Phannacia 、 Sweden) 、 0.1% Polyvinylpyrrolidone (和光純薬)、

100μg/ml 熱変性 Salmon Sperm DN A (sigma) を含む溶液中で、 42
0

C 、 4時間プレ

ハイブリダイゼーションを行った。続いて、 α-e2p]-dCTPで、ラベルしたcDNAプロー

ブを 1 X 10 6 cpm/mlの濃度で含むハイブリダイゼーション溶液中で、 42
0

C 、 15時

間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、 0.1 % SDS 、

2XSSPE溶液、および0.1 % SDS 、 0.1 X SSPE溶液にてそれぞれ55
0

C 、 1時間ずつ

メンブレンを洗浄した後、 CRONEX 増感紙 (Dupont)およびX-OMAT AR フ ィルム

(Kodak、 Rochester 、 N.Y.) を用いて -80
0

C でオートラジオグラフイーを千子った。ス

ロットブロットでもノーザンブロットと同ネ采に、ハイブリダイゼーション、メン

ブレンの洗浄、オートラジオグラフイーを行った後、各ノてンドの濃淡をGS300

Scanning Densitometer (Hoefer Sci巴 ntific Instruments 、 San Francisco) を用いて計測し、
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各mRNAの発現量を定i止化した 。 すなわち、 GAPDH (Glyceraldehyde-3-

Dehydrogenase) mRNAの発現金を対照としてその相対比を求めた。[32pJ 標識

DNAプローブは、以下に示すcDNA~rr)十をランダムプライマ一法 (BcaBEST

Labeling Kit 、 宝酒造、*京) をJf J い てα-e2p]-dC'てPで標識した。 実験に用いた

DNAプローブは 1 )く lCア cpm/μgDNA以上の比活性があることを確認した。 DNA

プローブの調製に用いたcDNAは、 rat ALP cDNAを含むプラスミドrAP5422)の

EcoRI断片 (全長 2.5kb ) 、 rat nill コラーゲンα1鎖 cDNAを含むプラスミド

pKTl18ぴ3) の EcoRI断片 ( C-末端 プロ ペ プチド部分をコードする断片; l .4kb ) 、

mouse X型コラーゲンαl鎖 cDNA を含むプラスミドpSAm lOh24 )の Hind III断片

(O.65kb) 、 rat PTH/pTHr P 受容体 cDNAを含むプラスミドpcDNAIR15BのEcoRI

XhoI断片 (ほぽ全長cDNA 断片 ; 2.2kb ) 、 mouse ChM-I cDNAを含むプラスミド

C5-4の EcoRI断片を用いた。 mouse GAPDH cDNAは、 mouse GAPDH control 

amplimer set (Clontech , Palo Alto , CA) を用いて、 ATDC5k:1fl胞の total RNA より

reverse transcription-polymerase chain reaction法 (RT-PCR) により増幅したものを使

用した 。

6. アリザリンレッド染色

12穴マルチウエルプレートにて細胞を培養し、培養21 日目から各増殖分化因子

を添加して培養を続けた。 各因子の添加は、培地交換と同時に行った。培養42 日

目に、石灰化軟骨基質の形成をアリザリンレッド染色お)により検出した。すなわ

ち、細胞庖をPBS にて 3 回洗浄した後、 95 010 Methanolで、固定し 、 アンモニア水に

て pH6.4に調坐した 1 % Alizarin Red S (利光純楽)で 5 分間j染色した。その後、 蒸

留水にて脱色した。
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7. カルシウム含量測定

アリザリンレッド染色の場合と同級の条件で細胞培養および各増姐分化因子の

添加を行い、培養42 円 1=1に、創11胞j百のカルシウム含量を原子吸光法により測定し

た。すなわち、 PBS にて 3 回洗浄し、 95% Methanolで固定した細胞層を、 1 0/0

Lanthanum Chloride (利光純楽)を合む 4 N HCl溶液にて回収した。その溶液中の

カルシウム含量は、島沖原子吸光/フレーム分光光度計 AA-660型(島津製作

所)で、波長422.7 nm における吸光度を測定した。標準曲線の作成には、カルシ

ウム標準液(和光純薬) を用いた。

結果

i 、 ATDC5細胞軟骨初期分化に対-する各増殖分化因子の影響

ATDCS細胞は15)、線維芽細胞線の未分化な細胞で、軟骨細胞に特有の分化形質

を発現していない O しかし、旺躍な増殖能を示し、その倍加時間は約 16時間で、

コンフルエントに達すると、技-触阻止により増殖が停止する。ところが、一旦コ

ンフルエントに透したATDcs*m胞を、 Insulin存在下で培養すると、培養系内に細

胞凝集領域が出現し、凝集領域内では未分化細胞が類円形の軟骨細胞へと分化す

る l九分化したATDC5細胞は初代培養秋骨細胞と同様に、ゆっくり増殖(倍加時

間、約48時間)しながら、アルシャンブルー染色により濃染される軟骨基質を旺

盛に分泌する。その後、典型的な軟骨結節を形成する 15)。そこで、コンブ jレエン

トに達した(培養3 日目) ATDCS*H1 J泡に各増勉分化因子を添加し、細胞凝集領域

の形成と細胞形態の変化を位相差顕微鋭下で観察することにより軟骨初期分化に

対する各因子の作用を検討した(図2-a) 。さらに、 BrdUの創11胞への取り込み量
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を指標として、 DNA合成に対する彩惣を検討した(図2-a) 。一方、未分化な n次

1l前駆細胞が軟骨細胞へと分化すると、秋骨分化マーカーの一つである II型コラー

ゲンmRNAが禿現し、分化の進展とともにその発現量は増加する。そこで、コン

フルエントに達したAmcs細胞に各地勉分化因子を添加し、添加2日後に total

RNA をれI1出した。この tota l RNA を よfJ v 、て II型コラーゲンmRNAの発現に対する影

響をノーザンブロットにより解析した(図2-a) 。

(1) 細胞形態に対する影響

Insulin を含む培地Aにて培養した対照では 、 コンフルエントの2 日後(培養

5 日目)より細胞凝集領域が出現した。細胞凝集領域内では、コンフルエン

トの 5 日後(培養8 日目)より類円形の軟骨細胞への分化が観察された。そ

の結果、コンフ jレエントの約 10 日後(培養 13 日目)には典型的な軟骨結節の

形成が認められた(図3-a) 0 Insulin を含む培地Aに、 BMP-2 (1000 ng/ml) を

添加して培養すると、添加開始2 日後までに培養系全体が軟骨細胞様の類円

形の細胞へと変化した。しかし、細胞凝集領域の形成は認められなかった。

その後、添加開始10 日後まで培養を継続しても、細胞凝集領域の出現は認め

b れなかったが、対照でみられた軟骨結節内の典型的な軟骨細胞と同様の類

円形の細胞により占められていた。すなわち、 BMP-2 を添加すると、未分化

細胞が細胞凝集領域の形成段階を経ることなしに、軟骨細胞へと分化したこ

とが示唆された(図3-b) 。一方、 BMP と同ネ長にTGF-ßスーパーファミリーに

属する TGF・ß 2 (S ng/ml) を添加すると、添加開始2 日後までに、 BMP-2 と異な

り、培養系全体が線維芽細胞校の紡錘形へと変化した。この場合にも、細胞

凝集領域の形成は認められなかった。しかし、その後も TGF・ß 2 を添加して
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ぽ去をを継続しても、市111)即12jE は紡銭形のままで、軟骨組1 J泡様の類円形の細胞

は出現は認められなかった。すなわち、 11次骨結節の形成は認められなかった

(陸[3 ・c) 。

FGF-2 (l ng/ml) を添加すると、添加開始 10 日後まで観察しても、細胞形態

にお:明な変化は観察されなかった。このとき、コンフルエントの時点と比較

して、細胞密度は軽度に上昇した。この事実は、一旦増殖を停止した未分化

なATDC5細胞の再増勉が誘導されたことを示唆していた。しかし、添加開

始2 日目以降には、培養系の細胞密度には変化は認められず、添加開始10 日

後まで培養を継続しでも、細胞凝集領域の形成と軟骨細胞様の類円形の細胞

の出現は認められなかった (図 3-d) a FGF-2 (1 n g/ml) と TGF・ß 2 (5 ng/ml)の共

存下では、細胞密度の上昇と紡錘形細胞への形態、変化が顕著に認められ、こ

の場合でも培養を継続しても細胞凝集領域は形成されず、軟骨細胞様の類円

形の細胞は出現は認められなかった(図3-e) 0 IGF-I (300 ng/ml) を添加する

と、対照と同様に、細胞凝集領域の形成および細胞形態の変化を経て、軟骨

結節が形成された。また、その時間的経過も対照と同様であった(図3イ)。

これに対して、 PTH(l -34) (10・ 8 M) を添加すると、添加開始2 日後には一旦

細胞凝集領域の形成が認められた。しかし、細胞凝集領域内での軟骨細胞へ

の分化は全く進行せず、知円形の細胞の出現は認められなかった(図3-

g) 0 PTH(l -34) を添加して培養を継続すると、添加開始10 日後までに 、 細胞

凝集領域は消失し、コンフ jレエントの H寺と同線の扇平な細胞へと変化した(図

3-g) 。すなわち、 PTH(1-34)の添加により、細胞凝集領域内での軟骨初期分

イヒは必く阻害された。
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次に、 Insulin非存在下に未分化な ATDC5 k: 11I胞を培養すると、細胞は Insulin

存在下と同級に府主3 日目でコンフルエントに達した。しかしその後、細胞

凝集領域の形成は認められず、さら に それに続く軟骨細胞への分化は観察さ

れなか っ た(図的 。一方、コンフルエント直後より Insulin非存在下にBMP-

2 (1000 ng/ml) を添加して倍益すると、添加開始2 日後 (培養5 日目)までに、

培養系全体が軟骨細胞筏の類円形の細胞へと変化した 。 このとき、 Insulin存

在下にBMP-2を添加して培養した時 (図3-b ) と同様に、細胞凝集領域の形

成は認められなかった (図的 。 また、 Insulin非存在下にTGF・ ß 2 (5 ng/ml) 

を添加すると、添加開始2 日後 (培養5 日目 ) までに、 Insulin存在下にTGF・ ß2

を添加して培養した時 (図 3-c ) と同様に、培養系全体が線維芽細胞様の紡

錘形の細胞へと変化 し た 。 この問、細胞凝集領域の形成は認められなかっ

た (図的 。 すなわち、 BMP-2 やTGF・ ß 2 が未分化な ATDC5細胞の形態に対し

て及ぼす作用は、 Insulín を添加しな く ても発現した。特に、 BMP-2がInsulin

非存在下においても、 !I次骨細胞への分化を誘導することは、 BMPが強い軟骨

分化誘導因子として作用することを示す点で、特に注目された。 Insulin非存

在下では、未分化な ATDC5細胞は細胞凝集領域を形成せず、これに続く軟

骨分化も誘導されない。 本研究において検討した各増殖分化因子のなかでは、

I~E 一 、 lnsulin あるいは IGF-Iだけが細胞凝集領域の形成を誘導し、これに続く

軟骨分化を誘導した。これらの結果は、 InsulinあるいはIGF-Iシグナルが軟骨

分化に先行する細胞凝集領域の形成に関与することを示唆している。

(2) DNA合成に対する彩響

BrdUの収り込みを指以として、未分化な ATDC5 k:1I 1胞のDNA合成に対す
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る増殖分化因子の彩響を検討した。予備実験の結果、コンフルエントに達

したATDC5細胞を J(礼治刺激すると、 BrdUの取り込みの経時的変化は刺激

開始24--28 時IlU で最大に述した(データ示さず)。そこで、コンフルエン

トに迷したATDC5ï1:fIl胞に各増勉分化因子を添加し、 24--28時間後のBrdU

の取り込みを測定した 。 その結果、 FGF-2 (l n g/ml) を添加すると、 BrdUの

取り込みは対照に比絞して約引きに上昇することが明らかとなった(図

5) 0 FGF-2 (1 ng/ml) と TGF-ß 2 (5 n g/ml) の共存下で‘は、 BrdUの取り込みは

FGF-2単独よりもさらに上昇し対照の約3.2倍に達した(図5) 。一方、

IGF-I (300 ng/ml) のDNA合成促進作用はFGF-2 より弱かった (図5) 。一方、

分化細胞の細胞形態、を変化させたBMP-2， (1000 ng/ml) やTGF・ ß2 (5 ng/ 

ml)、軟骨初期分化を阻害したPTH(l ・ 34) (1 0・ 8 M) を添加した場合には、対

照と比較して同程度の取り込みが認められた。また、添加48時間後の細胞

数をDNA定量により検討したところ、 BrdUの取り込み促進作用に対応し

て、細胞数が増加することが椛認された ( データ示さず)。すなわち、

FGF-2は、未分化なATDC5細胞の増殖を促進することが示された。

これに対して、未分化細胞の細胞形態に著明な影響を与えたBMP-2

(1000 ng/ml) やTGF-ß 2 (S n g/ml)は、対照と比較して明らかなDNA合成促進

作用を示さなかった。また、軟骨初期分化の進行を阻害したPTH(1 -34)

(10-8 M) は、 ATDC5細胞のDNA合成や増殖には明らかな影響を与えなかっ

た。

(3) II型コラーゲンmRNAの允現に対する影響

コンブルエントに述した未分化な ATDC5 ï1: l lI J泡培養系に各土台地分化因子を添
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加し、添加2 日後(府主5 EI 日)の rr[t!コラーゲン mRNAの発現をノーザンプ

ロットにより倹討した 。 ATDC5*fll胞府主系は、軟骨細胞の出現とともに II型

コラーゲンmRNAの允脱が誘導される 15)。 従って、コンフルエントから 2 日後

の 11.]:点では II型コラーゲンmRNAの先羽は倹出できるものの、その発現レベ

ルはイ亙めて低;い状態にあった ( Control，図6-a ) 。 ところが、 BMP-2 を添加す

ると、添加2 日後には細胞形態が秋骨細胞様に変化すると共に、 II型コラーゲ

ン mRNAの著明な発現増加が認められた (図6-a ) 0 II型コラーゲンmRNAに

対する BMP-2の発現促進作用は、濃度依存的で 100 ng/ml以上の濃度で明らか

に認められた (図7 ) 。 また、 II型コラーゲンmRNAの発現増加は、 Insulin非

存在下でも BMP-2を添加すると、細胞形態が類円形に変化すると共に、 II型

コラーゲンmRNAの発現増加が観察された ( 図6-a ) 。 一方、 TGF・ß 2 (5 ng/ 

ml) を添加すると、添加2 日後では*fI1胞形態は紡錘形へと変化し、軟骨細胞様

の類円形に変化しなかったにもかかわらず、 II型コラーゲンmRNAの発現の

著しい増加が認められた (図6-a ) 0 FGF-2 (1 n g/ml)が共存すると TGF・ ß2 の発

現促進作用は低下するものの、 II型コラーゲンmRNAの発現レベルは対照と

比較して明らかに増加した ( 図 6-b) 。 すなわち、細胞の形態変化と、 II型コ

ラーゲンmRNAの党現の両面を考慮すると、 BMPは唯一ATDC5細胞の軟骨初

期分化の促進作用を示した。一方、 TGF-ß 2 は II型コラーゲンmRNAの発現を

促進するものの、細胞形態は軟骨特有の類円形に変化しなかった。従って、

TGF・ß2 は ATDC5細胞の軟骨分化囚子として機能しなかった。しかし、

ATDC5*1ll胞の軟骨分化機能を修釘li する治力な作用を持っていると考えられた。

ATDC5細胞のよ仰1 1'[促泡イノr:川が i認められた FCiF-2 (1 ngjml) や IGF-I (300 ng/ml) 
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を添加しでも、添加1211 後に名，:IY J な来111山形態の変化はなく、 II型コラーゲン

mRNAの党現レベ jレにも者 IYJ な変化は認められなかった (図6-a) 。 一方

PTH(ト34) (10-8 M) を添加する と、 II~~ コラーゲンの遺伝子発現は強く阻害さ

れ、そのmRNAの允現は検山できなかった(図6-a) 。すなわち PTH(1-34) は、

II別コラーゲン泣伝子の発現の而からみても、 ATDC5細胞の軟骨分化を強力

に阻害することが示唆された。

2. ATDC5細胞軟骨後期分化に対する各増処分化因子の影響

ATDC5細胞培養系では16) 、 Insulin によ り軟骨初期分化が誘導された後、軟骨分

化した細胞の増殖に伴つ軟骨結節の増大は、培養開始後約 3 週間で終了する。そ

の後、適切な培養条件を選択することにより軟骨後期分化を誘導することができ

る。すなわち、軟骨結節内に肥大化軟骨細胞の出現を経て最終的にアリザリンレッ

ド染色により濃染される細胞外基質の石灰化を誘導することができる。図8 16) に

は、 ATDC5細胞培養系の '1次骨初期分化から細胞外基質の石灰化に至るまでの軟

骨分化マーカー遺伝子のmRNAの発現パターンを示した。すなわち、 X型コラー

ゲン mRNAは、軟骨初期j分化)切にはその発現は認められない。その後、軟骨細

胞の増殖が停止し、軟骨後期分化に移行すると発現し、さらに肥大化軟骨細胞の

出現に同調して急激にその発現レベ jレが増加する。一方、 II型コラーゲン、 PTHj

PTHrP レセプタ一、 ChM-I といった、 11次骨初期分化マーカーのmRNAの発現レベ

ルは、軟骨後期j分化に移行すると低下する。また、 ALP mRNAは、 ATDC5細胞

培養系において未分化段附から発現しているものの、軟骨分化の進展とともにそ

の発現レベルは増加する。そして、培養系が石灰化を開始する時期に発現レベル

は以大に淫する l則。そこで、 '1次 '\~J・京日j行の JI~成が停止した培養21 日目から培地交換
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毎に各増加分化因子を添加し、 11次'!l-後期分化に対する各因子の影響を観察した(1:;(1 

2-b) 0 ATDC5細胞坪(11:系の ALP活性は、肥大化軟骨細胞の出現とともに急速に

上昇し始め、来111)泡外法質の石灰化の開始と相関してALP mRNA レベルの変化より

は-Wt -/3;:明に上昇する l針。従って、 ALPは軟骨後期分化の進行とともに活性上昇

を示すマーカ一酵素とされている。そこで、培養21 日目より 0.5% FBS、 Insulin 、

Transferrin 、 Selenite を含むα-MEM培地にて preincubation を行い、培養22 日目に各

増勉分化因子を添加し、培養系のALP活性を添加 2 日後(培養24 日目)および 7

日後(培養29 日目)に測定した。同時に、培養系のDNA定量を行い、 DNA量当

りのALP活性(すなわち一定細胞数当りの札P活性)を比較した(図2-b)。さら

に、培養21 日目より 0.5 0/0 FBS 、 Insulin 、 Transferrin... Selenite を含むα-MEM培地に

て preincubation を行い、各増殖分化因子を培養22 日目より添加し、添加2 日後(培

養24 日目)に total RN A を抽出した。その total RNAを用いて、軟骨分化マーカー

遺伝子 ( rr型コラーゲン、 X型コラーゲン、 PTH/PTHrP レセプタ一、 ChM-I) お

よびALP mRNAの発現レベルに対する各増姐分化因子の影響を、ノーザンブロッ

トにより解析した(図2-b) 。

軟骨後期分化が進行すると、 ATDC5細胞培養系は最終的に細胞外基質の石灰

化に至る。そこで、各増殖分化因子が細胞外基質の石灰化に与える影響を検討し

た。すなわち、各地泊分化囚子を増加停止後(培養21 日目)より培地交換毎に添

加して上i?養した。法養42 日目(添加開始21 日目)にアリザリンレッド染色を行い、

培養系のカルシウム合呈を原子吸光法により定量した(図2-b) 。

(1) 系fl l胞形態に対する影響

ほ1121 日目より Insu l in を含む府地B にて培養した対照では 、 培養28 日目頃
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から秋骨結節内にj肥大化秋骨系111胞の出現が観察された(図9) 。培養35 日日頃

から、培養系にイ立中[1ì~~微鋭下に光不透過な領域が出現した。この不透過物

の性状を透過型電子顕微鋭やFourier transform infrared spectroscopy により解析

すると、来[J1 J抱外基質にハイドロキシアパタイトが蓄積された結果であること

が示されている 16)。 そこで、 Insulin存在下に BMP-2 (1000 n g/ml) を添加して培

jをすると、対照と比較して4--5 日早期 (培養24---25 日目 ) に、軟骨結節内に

肥大化軟骨細胞が出現することが観察された。さらに培養を継続すると、対

照よりも 4--5 日早期 (培養30--31 日目 ) に細胞外基質の石灰化の開始が誘導

された (図的。 一方、石灰化に至るまで、軟骨結節周囲の細胞形態には著明

な変化は認められなかった 。 すなわち、培養系にBMP-2を添加することによ

り、対照と比較して秋骨後期分化の誘導ーが促進されることが示唆された。

これに対して、 PTH(l -34) (lゲ M) を添加すると、添加開始2 日後から、一旦

形成された軟骨結節内の細胞密度が減少した。加えて、軟骨結節内の細胞は

結節周囲の細胞と同級に、未分化細胞様の肩平な形態へと変化した(図的 O

L の結果、軟骨結節の構造が崩れ、肥大化軟骨細胞の出現は認められなかっ

た。また、培養42 日目に至っても細胞外基質の石灰化は観察されなかった。

すなわち、 PTH(l -34) により軟骨後期分化の進行は阻害されたのみならず、一

旦形成された軟骨結節が分化した秋骨細胞の脱分化のために維持されないこ

とが示唆された。 IGF-I (300 n g/ml) は、 Insulin含有培地における肥大化細胞の

出現と細胞外$111 の石灰化の誘導.を修 fìín しなかった。 TGF-ß 2 (5 ng/ml) やFGF-

2 (l n g/ml) を添加すると、対照と同級にほ養28 日目頃から軟骨結節内に肥大化

軟什細胞の出現が制祭された。しかし、刈-照と比較してその数は少なかった。
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また、培養を継続しても細胞外基質の石灰化には至らなかった。しかし、

PTH(l -34) を添加した II~~: と兵なり、 l飲骨結節内の細胞密度には変化なく、また

軟骨結節内の細胞形態にも若明な変化は認められなかった(データ示さ

ず) 。

(2) ALP 活性に対する影響

培主主21 日目より Insulin存在下に preincubation を行った後、培養22 日目より各

増勉分化因子を添加し、 DNA量当 りのALP活性を測定した。 ATDC5細胞培養

系のALP活性は、未分化期 (培養3 日目) では 1 nmo l/min/IμgDNA以下と極め

て低く、測定感度以下であった 。 その後、軟骨分化の進行とともにALP活性

は上昇し、培養22 日目でのALP活性は約 5 nmol/min/iμgDNAであった(図

10) 。 その後も軟骨結節内に肥大化軟骨細胞が位相差顕微鏡下に確認される

につれて経時的に上昇し、培養29 日目では約 7.7 nmol/min/は DNAに達した(図

10 ) 。 その後、培養系が石灰化に至った培養42 日目には、 ALP活性は約 40

nmol/min/嶋 DNAに達した。

培養22 日目より BMP-2 (1000 n g/ml) を添加して培養すると、添加開始7 日後

(培養29 日目)でのDNA量当りのALP活性は、約 17.5 nmol/min/μgDNAに上

昇し、対照の約2.3併に達した ( 図 10 ) 0 BMP-2による ALP活性充進は、添加

開始2 日後 (培養24 日目)にはすでに測定可能であったので、種々の濃度の

BMP-2 を添加して、 ALP活性に対する影響を添加2 日後に検討した(表 1 )。

その結果、 10 ng/mlから明らかにALP活性の充進が認められ、 BMP-2の濃度依

存的にALP活性は上昇した。 Insulin存在下にICiF-I (300 ng/ml) を添加しても、

培~系のALP活性の上昇に若明な変化は認められなかった(図 10) 。

1 7 



一方、肥大化軟骨キ111胞の山現を阻害したTGF・ß 2 (5 ng/ml) 、 FGF喧2 (1 ng/ 

ml) 、 pη-I(l・ 34) (1 0・ 8 M) を添加すると、添加開始7 日後の時点で肥大化軟骨細

胞の出現は認められず、その時点でのALP活性はいずれも約 2.5----4 nmol/min/ 

時 DNAのレベルに留まった ( 図 10 ) 。すなわち、検討した各因子の内、

BMP-2が唯一ALPYlïtEの上昇を促進した。

(3) マーカ一泣伝子の党現に対する影響

培養21 日目より lnsulin存在下に preincubation を行った後、培養22 日目より各

増勉分化因子を添加し、各種の遺伝子発現に対する影響を添加2 日後(培養24

日目)に検討した。培養24 日自の対照ではX型コラーゲンmRNAの発現が認

められたことから、培養系の分化段階が後期分化段階に移行していることが

示唆された ( 図 11-a ) 。後期分化の移行過程にある ATDC5細胞培養系にBMP-

2 (1000 ng/ml) を添加すると、肥大化軟骨細胞の早期の出現に対応して、 x型

コラーゲンmRNAの発現レベ jレの変化は、添加6時間以内には早くも認められ、

その後経時的に増加した ( 図 13 ) 。 その後、添加2 日後における X型コラーゲ

ン mRNAの発現レベルは、対照の約 9 倍と著明に増加した(図 11 a， b) 。一方、

軟骨結節内の細胞を肩平な未分化細胞様の形態に変化させたPTH(1-34) (10-8 

M) を添加すると、 X型コラーゲンmRNAの発現レベルは添加6時間以内から減

少し始め、その後経時的に減少した (図 14) 。 その後、添加2 日後におけるX

別コラーゲンmRNAの発現レベルは、位認できない程度にまで低下した(図

11 a ， b) 。一方、 TGF・ ß 2 (5 n g/ml) 、 FGF-2 (l ng/ml) は、対照と比較してX型コ

ラーゲン mRNAの発現レベ jレに大きな変化を与えなかった(図 11a ， b) 。

次いで、札PmRNAの免現に対する各因子の影響を検討した。唯一培養系
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のALP活性を若明に/じ進させたBMP-2 は、 ALP mRNAの発現レベルも添加6時

間以内から上昇させ (図 13) 、添加12 日後では対照と比較して約7.5倍に上昇

させた(図 11 a ，c) 。一方、 ALP活性の上昇を抑制したP耳-I(1 -34)では、 24時間

以内から ALP mRNAの発現レベルが低下し始め (図 14) 、添加2 日後では対照

の約0.47倍に低下した(区111 a ， c) 。しかし、 TGF-ß 2 、 FGF-2は、 PTH(1-34) と

向後にALP活性の上昇に対しては明らかに抑制j的に作用したが、 ALPmRNA

の発現にはほとんど影響を与えなかった(図 11a ，c) 。後期分化期において

IGF-I (300 n g/ml) は Insulin存在下に培養したATDC5細胞の形態、 ALP活性の上

弁に著明な影響を与えなかったが、 X型コラーゲンおよびALP mRNA発現に

対しても顕著な作用は認められなかった(図 11 a ， b ， c) 。

4次官・後期分化への移行に伴い、初期分化マーカーである II型コラーゲン

mRNAの発現レベルは分化の進展とともに低下する (図 8) 。また、 P叩/

PTHrP レセプタ一、 ChM-I mRNAの発現レベルも、分化の進行とともに低下

する(データ示さず)。後期分化の移行段階にある培養系にBMP-2 を添加す

ると、 II型コラーゲンmRNAの発現レベ jレは、添加後48時間以内に対照と比

較して明らかに低下した(図 12-a ， b、図 14) 。すなわち、 BMP-2は後期分化マー

カーである X型コラーゲンmRNAの発現を促進し、初期分化マーカー遺伝子

のmRNAの発現を低下させたことから、軟骨後期分化の進展を促進した。一

方、 PTH(l -34) を添加すると、添加6時間以内に n71 コラーゲンmRNAの発現は

減少し始め(図 14) 、添加2 日後にはその発現レベルは確認出来ないほど低下

した(図 12・a ， b) 。また、 PTH/PTHrP レセプタ一、 ChM-I mRNAの発現レベル

も低下した(図 12-a ，c ， d) 。すなわち、 PTH(1-34) については、軟骨後期分化
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の指標となる泣伝千併のみならず、 11次中j-初 1m分化の指標となるマーカー遺伝

子の発現を低下させたことから、イ次竹細胞を未分化状態、へと脱分化させたと

考えられた。 TGF・ß 2 は rr~t! コラーゲンなどの初期分化マーカー遺伝子mRNA

の発現に対しては、対照とよじ l佼してこれらの発現レベルを低下させたが(図

12-a ， b ， c ，d) 、 X型コラーゲンmRNAの発現に対しては顕著な作用を示さなかっ

た。 FGF-2 または IGF-I は、 II!l~コラーゲン、 PTH/PTHrP レセプタ一、 ChM-Iな

どの軟骨初期分化を特徴付けるマーカー遺伝子群の発現レベルに、顕著な影

鰹を与えなかった (図 12-a ， b ， c ，d ) 。

(S) 細胞外基質の石灰化に対する影響

培養42 日目 (増殖分化因子添加開始21 日目 ) に、アリザリンレッド染色に

より培養系の石灰化の程度を検討した。対照では培養3S 日日頃から軟骨結節

の中心部に小さく確認された細胞外基質の石灰化が徐々に進行し、培養42 日

目には培養系にアリザリンレッド染色により漣染される軟骨結節が数多く認

められた(図 lS) 0 BMP-2 (1000 ng/ml) を添加しながら培養すると、対照より

明らかに広範囲で細胞外基質の石灰化が認められた(図 15) 。逆にTGF・ß 2 (S 

n g/ml) 、 FGF-2 (1 n g/ml) 、 PTH(l ・ 34) (10-国 M) を添加して培養すると、培養系に

はほとんどアリザリンレッドに染色される秋骨結節は観察されず、石灰化は

若明に抑制された(図 15 ) 0 Insulin存在下に IGF-I (300 n g/ml) を添加しでも、

培養系の石灰化にほとんど彩響を与えなかった(図 15) 。次いで、細胞外基

質の石灰化の進行の程度を系111胞用のカルシウム含量として定量的に解析した。

培長系内に肉眼的にゆj らかな石灰化軟骨結節の形成を認める培養3S 日目以前

の段階では、京111)泡層のカ jレシウム合Ei; は l はJwell程度で、あった(図 16) 。石
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灰化j飲干j-結節の形成とともに 11;~1 )J rJし、 J:{'(ft42 円目の時点では約25 はJwellのカ

ルシウムが検出された(図 16) 。これに対して、 BMP-2 を添加しながら培養

すると、培養;:42 日日の IIN 点での系[1I J泡府のカ jレシウム含量は約 45 はJwell に上昇

し、対照の約l.8倍に注した (凶 16)。ーノJ 、 TGF・ßz 、 FGF-2 、 PTH(1 -34) を添

加したfI寺のカルシウム合去は 2----3.5μgJwell でほとんどカルシウムの蓄積は認

められず、これらのよ幻自分化因子が細胞外基質の石灰化を抑制することが明

らかとなった ( 図 16 ) 0 IGF-I を継続して添加して培養するとカルシウム含量

は約 18 はJwell を示し、 l経度の石灰化抑制傾向を示した (図 16 ) 。

考察

近年の in situ hybridization 法による遺伝子の発現局在の解析や遺伝子ノックア

ウトマウスにおける組織変化の検討により、細胞分化の進展には、複数の増殖分

化因子によりなる巧妙なシグナルネットワークが存在することが明確になってき

た 2)。ところで、軟骨初期分化は、未分化な問充繊細胞の凝集と凝集領域内での

軟骨細胞の出現に特徴付られる。そこで、従来、軟骨初期分化の制御機構を解析

する目的には、鶏j任j皮芽から分脱した未分化問充繊細胞を用いた in vitro細胞培養

系が用いられてきた。この培養系で l欧骨細胞への分化を誘導するには、 2 X 107 

cells/cm 3 もの高い帰砲符j交を用いる必要があった 10)。しかし、このような条件下

においても、軟骨細胞への分化効率は低く、同時にのj芽細胞や骨芽細胞への分化

も観察される。また、細胞凝集領域の形成を誘導するには、人為的な高密度矯種

を必要とするため、京!ìlJ泡凝集領域の形成過程を生化学的に解析することは困難で

あった。そこで、 11次'R-初期分化の市u谷川幾怖を ji3伝子レベルで解析するためには、
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未分化細胞の凝集と凝集~JI域内での 11次竹系IfI胞への分化を効率よく再現することの

できるクローンイヒ釧胞株の樹立が虫まれていた。最近、 ATDC5細胞培養系が、

低密度 I ìí_J円培養でも未分化系111胞の凝集と凝集領域内での軟骨細胞への分化を効率

よく円現することのできるクローンイヒ五111 J出ネ朱であることカf判明した 15)。即ち、

ATDCS*1l 1胞株は、軟骨組織幹細胞の '1包絡を良く保持しているクローン化細胞株

であると考えられる。そこで、本研究では、種々の局所性増殖分化因子が軟骨初

期分化の誘導にどのような役割を果たしているかについて、 ATDC5細胞培養系

をモデルにイ食討した。

BMPにはBMP-l から BMP-13の homologueがあり、その内、 BMP-2から BMP-13

がTGF-ß スーノマーファミリーに属する 。 特に、 BW[P-2 ， 4 、 5 、 7 については、

ラットやマウスの皮下あるいは筋膜下に移植すると、 ln VIVOで、軟骨分化を誘導し

て異所性に骨形成を誘導することが明らかにされているお)。これに対応して、

BMPの軟骨分化促進作用は、在[々の in vitro細胞培養系においても検討されてきた

訂-}O)。その結果、軟骨型のプロテオグリカン合成の促進、 II型コラーゲンmRNA

発現の促進など、軟骨細胞の保持=する形質の発現促進作用をもつことが明らかと

なった。しかし、軟骨分化の鎚を居る細胞凝集領域の形成過程と軟骨分化誘導に

おける BMPの役割は必ずしも明惟ではなかった。

未分イヒな ATDC5*1! 1胞は I担コラーゲンを発現し、線維芽細胞様の形態を呈する

15)。しかし、 Insulin添加培地で培養すると、一旦コンフ jレエントに達した後、特

有の細胞凝集領域を形成し、さらに凝集領域内に類円形の形態を有する軟骨細胞

が出現する 15)。これに{、ドって、京111胞が允現するコラーゲンタイプも I型から II型に

転換した 15)。このようにして J山~-
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殖を続け、 j反芽間充縦訓IIJ白培養系で見られた織な秋骨結節を形成した(図3) 。

この時、分化した軟骨キ111胞はよjf養系に形成された細胞凝集領域内においてのみ出

現し、凝集領域外の細胞は肩平な未分化細胞として留まった。すなわち、 Insulin

による刺11胞凝集領域の形成が土庁芸系内で ik:11I胞分化の場」を空間的に分節化する

ことに作月j していると考えられ、培養系内は三次元的に緩やかな成長をする軟骨

結節と、接触阻害によりよ自舶を停止した未分化細胞の領域とに不均化した(図

3) 。

ところが、コンフルエントに達した未分化な A1τ)C5細胞にBMP-2 (1000 ng/ml) 

を添加すると、細胞凝集領域が形成されないまま培養系の全領域で細胞が軟骨細

胞に分化した (図3 ， 6) 0 この結果は、高濃度のBMP-2が未分化なATDC5細胞に

対して強い軟骨分化誘導因子として作用する事を示唆する一方、細胞凝集領域の

形成段階を経ないで軟骨分化を誘導したことを示唆している。すなわち、 BMP

添加培地では、軟骨結節の形成として表れる培養系内の分節化が起こらなかった。

このような、 H培養系の分節化H を伴わない i飲骨初期j分化は、通常、軟骨分化が誘

導されないInsulin無添加培地にBMP-2を添加しても、同様に誘導することができ

た(図的 。

すでに報告されているように 15) 、 IGF-I は、 Insulin と同様に細胞凝集領域の形成

を経て、軟骨初期分化を誘導する。従って、 InsulinfIGF-1 シグナルは、細胞凝集

領域の形成あるいは培養系の H分節イヒH に重要な役割を果たしていると考えられる。

一方、図 5 で示したょっにIGF- Iあるいは Insulin は、コンフルエントに達した未分

化なATDC5細胞に対して、 fm い増殖促進活性を示した。これに対して、 BMPに

は細胞tlMlfi促進活性を認めなかった。従って、細胞凝集領域の形成には、 Insulin
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あるいは IGF-I の来111胞明ダ111促進活性が主~な働きをしている可能性が考えられた。

ところで、 FGF-2 は、/lU7じ織山来の校々の細胞に対して著明な細胞増殖促進活

性を不す31)。特に、十j-髄由米のmesenchymal stem cell に作用して軟骨組織幹細胞

の増員立を促返し、その結果、 ln VIYQで、秋骨形成を誘導することが明らかとなって

いる 32)。そこで、 FGF-2 を添加して、コンフルエントに達した未分化なATDC5細

胞に対するよ営地促進活性を検討すると共に、軟骨初期分化に対する影響を観察し

た o FGF-2が未分化な ATDCS 細胞の増舶を促進することは、 DNA合成促進活性

(図5 ) やDNA定量のみならず位相差顕微鏡下の観察でも明らかであった(図

3) 。また、 TGF-ßが共存すると、一層著明な増殖促進活性を示した(図3 ，5 ) 。

しかし、細胞凝集領域の形成のみならず、それに続く軟骨分化の誘導も促進 され

ることはなかった(図3) 。

これらの結果は、 Insulin/IGF-I シグナルによる細胞凝集領域の形成が、 その細

胞増殖促進活性のみに基づくものではないことを示唆している。事実、鶏ÆE肢芽

における軟骨分化に先立ってみられる細胞凝集領域を ln YIVQ で観察した結果では、

問充織での細胞密度の上昇が観察されるものの、せいぜ、い60%程度の密度上昇で

あった 33)。問充織の分節化には、細胞増地よりはむしろ細胞接着34- 36)や運動性33)

などの細胞問中日互作用の変化に着目する必要がある。現在のところ 、 Insulinがど

のような分子メカニズムに基づいて細胞凝集領域の形成を促進するのか、全く明

らかにされていない。しかし 、 発生過程の鴻脹肢芽間充織には 、 Insulin特異的な

受容体が存在すること、さらに、 Insulinそのものも存在する可能性が指摘 されて

いる 37)。従って、間充織の分節化における Insulin/IGF-I シグナルの特異的な役割

については、 ATDC5系111胞明益系を用いて、さらに解析する必要があると考えら
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れる。

秋山ら 38)は、 ATDCS k:III胞が米分化J0J から 11次竹初期!分化を経て石灰化に至る全て

の分化段階で、 BMP-4およびBMP レセプタ -IAを允現していることを示した。

これらの結果は、 ATDC5キ111}泡府主系においては、内因性のBMP-4 によるオート

クリンシグナル jレ一プが作動する可能性を除く示唆している。ところで、 BMP-2

と BMP-4はともにBMP レセプタ -IA を介して作f討を発現することが知られてい

る 39， 40)。すでに述べたょっに、未分イヒな ATDC5細胞は、培養系に高濃度のBMP-2

を添加すると、培地中に Insulinが存在しなくても軟骨細胞に分化した。この事実

は、 BMP-4 オートクリンシグナルループが作動すれば、 Insulinが存在しなくても

ATDC5 創11胞は軟骨細胞に分化することを示している。従って、コン フルエント

に達した単層のATDC5 細胞が発現する BN1P-4は、培地中に散逸するためにオー

トクリンシグナルループを作動させるに十分な実効濃度に到達しなかったものと

推定される。 Insulin!IGF- 1 による創11胞凝集とそれに伴う細胞問相互作用の変化に

よって、凝集領域内で内因性BMP-4によるオートクリンシグナルループが作動し

た結果、凝集領域内においてのみ軟骨分化が誘導されたと考えられる(図 17) 。

このような軟骨初期分化の制御モデルは、 BMP 遺伝子の発現が軟骨形成に先立

つ細胞凝集領域に特に強く認められるとする in situ hybridization の結果とも一致

する 41 ， 42)。ここに提出した分化ití-U御モデルは、細胞凝集領域内のオートクリンシ

グナ jレ jレープを述断することによってさらに実体的に証明する事が可能であり、

現在、解析を進めている。

一方、 TGF-ß は BMP と同じTGF・9スーパーファミリーに属している。本石iJf究で、

用いたTGF・ßz はTGF・ß 1 とともに、 )J仰天刊. t~1~ から秋楽天中でNRK線維芽細胞様
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細胞の秋'ij- への分化1114換を誘入手する凶子 (Cartilage Inducing Factor) として発見さ

れた43. 判)。右 111奇らは、 TGF・ß lJ{in vitro で、上f討をしたラット頭説冠由来の未分化細胞

を秋'目白[1 1胞へと分化させることを宇佐告している 45)。しかし、 BMP と異なり、皮下

または筋以下に移泊しでも児所性の!伏「j-形成を誘導しない。未分化なAIDC5細

胞にTGF・ß2 を添加すると、 IIf~~コラーゲン mRNAの発現を誘導するものの(図

6) 、軟骨細胞様の形態をもっ京111胞は出現しなかった (図 3 ) 。細胞は、むしろ、

線維芽細胞様の紡錘形に変化した。 FGFが共存すると、一層著明な細胞形態、の変

化を示した (図 6 ) 。これらの結果は、 TGF・9が軟骨初期分化に対して何らかの

役割を来たす可能性を示唆するものの、アミノ酸配列の上で相同性を有する

BtvlPの軟骨分化誘導作用とは者しく異なっていた。

PTH/PTHrP レセプターはアデニ ル酸シクラーゼ活性を有する細胞膜 レセプター

で、骨や腎における PTHの作用を仲介する仏 47)。一方、 PTHrPは局所産生される

因子で、 JJ台生期には内秋骨性信j-形成に重要な役割を果たしていると推定されてい

る 48)0 PTHならびにPTHrPは、そのレセプタ一結合領域である N-末端アミノ酸配

列に高い相向性を有しているゆ)。内 '1次骨性'丹形成においては、 PTHrPがP古1/

PTHrP レセプターを介してその作用を発現すると考えられている 50)。 骨形成過程

における PTHrPの党現は'iM;(jtj司四の未分化問充繊細胞に高く 51)、細胞分化に伴っ

て軟竹細胞に発現する PTH/PTHrP レセプターを介してその作用を発現すると考え

られている 15)。すなわち、 PTトIrP は PTH/pTHrP レセプターを介するパラク 1) ンシ

グナ jレとして、秋'FJ-分化の(じIj御に関与していると考えられる。そこで、本研究引

は、完全なレセプターキlli合能ならびに活性イヒ能を有する PTHアナローグである
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PTH(l -34) を用いて、 PTHrPによるパラクリンシグナルが軟骨細胞の分化制御に

どのような役割を呆たすのか検討した。その結果、 PTH(l -34) は、 ATDC5細胞の

細胞形態(図3) ならびに î!次官・初期分化の桁標となる II型コラーゲン遺伝子の発

現に及ぼす作用(図6) から、秋'n初期分化の進展を阻害する強力な作用を示す

ことが明らかとなった。 BMPの作用とは辺に、京111胞形態、遺伝子マーカーの発

現の点で、明らかにATDC5*1n胞の I!火骨初期!分化の進展を阻害した(図3 ，6) 。

PTHrP遺伝子を欠失させたノックアウトマウスでは、軟骨分化の進行とそれに続

く内軟骨性骨形成に明らかな異常が認められることが報告されている 48 ， 52 ， 53)。す

なわち、 PTHrP遺伝子欠失マウスでは、形成された長管骨の形態学的な観察から

軟骨初期分化ならびに後期分化の早急な進展が誘導されたことが推定されている

48 ， 52)。また、 Jansen型軟骨形成不全症がP古-I/pTHrP レセプター遺伝子の変異によ

ることが判明し、 PTH/PTHrP レセプターの恒常的活性化によって軟骨形成不全が

もたらされることが報告された54)。従来より、ウサギ肋軟骨成長細胞による初代

培養系を用いた研究により、 l欣骨細胞における PTH/pTHrP レセプターの活性化は、

細胞のプロテオグリカン合成の促進ならびに細胞増殖促進をもたらすと報告され

てきたお)。 しかし、上記に示した PTHrP泣伝子欠失マウスやJansen型軟骨形成不

全症が示す骨格形成異常は、 y丁Hや PTHrPの軟骨細胞に対する増殖ならびに分化

促進作用を前提としては説明することが若しく困難であった。事実、 PTHrP遺伝

子欠失マウスにおける H4 ヒストンmRNAの党現レベ jレから推定した軟骨細胞の

増殖速度に、天然型マウスと差見を認めなかった53)。本研究の結果、 PTH(l -34)

によるレセプターの活性化は、 ATDC5*OIJ胞の増殖にイ可ら変化を与えないことが

判明した(図5) 。むしろ、 PTH/PTHrP レセプターの活性化が軟骨初期分化に強
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く阻害的に作用することをゆj らかにした木研究の結果は、宿雨らの報告と相倹っ

て、秋'7;.)形成における PTH/PTHrP シグナリングの制御機序を細胞レベルで明らか

にする有用なモデルを与えるものであると考えられた。同時に、軟骨細胞に対す

る PT日rpTHrPの作用は、細胞外基質の再:11~築過程にある軟骨細胞の応答の結果で

あると解釈され、初代培養細胞の反応性を先生過程にみられる細胞分化の解析に

安易に外押することには限界があることを裏付けるものであった。

軟骨初期分化により形成された軟骨結節の成長が完了すると、結節内の細胞増

殖は停止し、軟骨細胞は後期分化段階へと移行する 16)。後期分化に伴う特徴的な

所見として、細胞形態、の肥大化、 II型コラーゲンの発現低下と X型コラーゲンの

発現誘導による細胞外基質の改変、 ALP活性の上昇などがあるl% 増殖分化因子

の軟骨後期分化に対する作用は、軟骨細胞初代培養系を用いた解析が報告されて

きた玖 56 ， 5九しかし、各分化段階の軟骨細胞を組織から選択的に分離することが

極めて困難で、初代培養系は用いる細胞の分化段階の点で、不均一な培養系と考

えざるを得ない。一方、 ATDCS細胞培養系では、細胞増殖の向調的停止と X型コ

ラーゲンmRNAの発現誘導(図8) により、さらにはII型コラーゲンなどの軟骨初

期分化によって誘導される分化マーカーの発現レベルの低下によって、軟骨後期

分化への移行を生化学的に裏付けることが容易である 16)。

そこで、軟骨結節の形成が完了する培養21 日目のATDCS細胞培養系を用いて

各増殖分化因子の軟骨後期分化に対する作用を検討した。その結果、この時期に

BMP-2を添加すると、肥大化軟骨細胞がBìvfP-2無添加の対照に比べ早期に出現し

はじめ(図9) 、培養系のALPY;千I~tの上昇-も促進された(図 10 ， 11 )。培養系の

ALP活性の若しい上昇は、後J~J分化にともなって軟骨基質中に放出される基質小
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胞の蓄積によってもたらされる。 ALP mRNAの発現そのものは、軟骨後期分化に

特異的に凡られる現象ではないものの、後期分化の進展に伴ってそのmRNA レベ

ルは上昇する 16)0 BMP-2の添加により ALP mRNAの発現レベル上昇する事実は

BMPがATDC5細胞の後期分化に対して促進的に作用することを裏付けている(図

11) 。

'1次子J.後期分化が進行すると、細胞外基質の改変とともに、 ALP活性に富む基質

小胞が細胞外に分泌される 。 その後、基質小胞を介した石灰化 (基質小胞性石灰

イヒ ) が開始される見)。 そこで、 ATDC5細胞培養系が軟骨後期分化に移行した時期

から BMP・2 を添加して、細胞外基質の石灰化に対する影響を観察した。その結果、

BMP-2の作用は、 X型コラーゲンの発現誘導やALP活性の上昇にとどまらず、後

期分化の最終段階であるとされる細胞外基質の石灰化充進に至ることが判明した

(図 14 ， 15 ， 16) 。この培養系の石灰イヒを促進する増殖分化因子は、現在までのと

ころ、報告されていない。 ATDC5細胞が細胞の肥大化から石灰化に至るまで内

因性のBMP-4を発現していること川を考慮すると、 BMP-2 を添加しない対照にお

いても培養系の自律的な後期分化の開始と石灰化の誘導が認められる事実は、内

因性のBMPが軟骨後期分化の移行とそれに伴う細胞外基質の改変および基質小

胞性の石灰化を促進的に制御していることが推察される。

一万、 PTH(l -34) は、 ATDC5細胞培養系の後期分化移行期に添加すると、軟骨

結節内の軟骨細胞を肩平な未分イヒ細胞線に形態変化を誘導し(図9) 、札P活性

の上昇をも阻害した(図 10) 。また、 PTH(l -34) は、 X型コラーゲンの発現のみな

らずII型コラーゲンやChM-IならびにPTH/pTHrP レセプター(図 11 ， 12) などの軟

骨初期分化によって発現誘導がみられるマーカー遺伝子の発現を阻害した。これ
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らの結呆は、 PTH(1 -34)がlìi に後WJ分化の進展を阻害するのみならず、分化した

軟什細胞を未分化な状態へと m~分化させたことを示唆している 。

従;fとより TGF-ß 2や FGF-2は、収r;. キ111)泡初代府養系において、 ALP活性上昇の抑

ítJiJ、細胞外)&11J の石灰化の抑制作川を持つことが1限告されている 56.57)0 A TDC5細

胞府益系においても、同必の結果が矧祭された。すなわち、 TGF-ß2やFGF-2 を添

加すると、 ALP活性の上昇を}!:fJmlJする(図 10) と同時に軟骨細胞の肥大化を抑

制した(凶 15) 。しかし、 PTH(l -34) と異なり軟骨結節内の細胞を未分化細胞様

に変化させることはなかった。さらに、対照と比較して、培養系のALP mRNA レ

ベルやX氾コラーゲンmRNA レベルを低下させることはなかった(図 11 ， 12) 。

Joyce ら円)は、ラットの骨膜下にTGF-ß を移値すると、軟骨細胞の出現は観察され

るものの、その後の軟骨後期分化は観察されないことを報告している。従って、

TGF・9 やFGFは軟骨後期分化の進行を抑制lするものの、その作用機序はPTHJ

PTHrP と異なり、 lìi に Ir.次子j- 後期分化がtJ似合される H寺期の状態に培養系を停滞させ

たものと佐察された(図 10 ， 11 )。

Insulin を添加した培地にさらに IGF-Iを添加しても、軟骨分化マーカーに対する

影響を見る限り、後WJ分化の進行に特に顕著-な作用を示さない(図 10 ， 11 ， 12) 。

しかし、細胞外基質の石灰化では、経j立の抑制傾向が認められた(図 15 ， 16) 。

宿 rH ら l

Insulin と同線に軟骨結節が形成されるものの、五111胞の分化効率は低くなることを

報告している。また、 IGF-Iの未分化ATDC5細胞の増勉促進活性は、 Insulin より

も，{5千 J5 い傾向がみられた ( 1~15 ) 0 r G F -1 の添加により培養系の石灰化が軽度に

抑制された乎実は、 Insulin に比べて IGF-Iが若干*1I1)Yt~増殖促進活性を有することに
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起因している可能性がある 。 しかし、 ATDC5tlll胞の軟骨分化に対する Insulin と

IGF-Iのシグナ jレ伝達が、どのような質的な左を作りだすのかについては、現在

のところ、泣伝子レベルでその左児を論ず、ることはできない。肢芽問充織におけ

る骨絡形成において、 InsulinがIGF-f と異なる特異的な役割を果たしている可能性

を示唆する報告37) もあり、今後、解析する必要がある。

本研究の結果より、 ATDC5 細胞における 11次骨多段階分化の進展は、 Insulin/

IGF-Iシグナ jレによって誘導される培養系の分節化によりもたらされる細胞凝集

領域の出現に始まること、さらに、領域内では自らが産生する BMPによるオー

トクリンシグナルによって軟骨初期分化が誘導されて軟骨結節の形成に至ること

が示唆された。また、 BMPによるオートクリンシグナルは、増殖段階を終えた

軟骨細胞が後期分化への移行を開始する時期から石灰化に至る全ての軟骨後期分

イヒの進展においても、重要な正の市Ij御シグナルとして作用することが示唆された。

これに対して、主に軟骨を取り因む未分化な細胞に発現する PTHrPは、初期分化

とともに軟骨細胞に発現する PTH/pTHrP レセプターを介するパラクリンシグナ

ルによって、負の制御を受けていることが示唆された。これらの結果は、軟骨組

織幹細胞に内在する軟骨多段階分化プログラムの自律的進行が、局所で産生され

る BMP と PTHrPによる正負の制御シグナルのバランスによって調節されているこ

とを示唆している。木研究によって示された、 ATI)C5細胞を用いる軟骨分化モ

デルの有用性は、 Jl台生別における骨絡の形態形成機序を細胞生物学的に解析する

ための主~な手段となることが別待される。

作士 三 江
耳、 1-1 11 口
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本研究では、秋，I， 'Jづ〉イヒを in vitro にて，U尖に I' T-刻することのできる ATDC 5 細胞

培養系を ffj いて、各よ1~19[11[分化|左|子の初JUJ 、後J~J分化に対する作用を系統的に解析

した。その結果、 ATDCSk:IIIJ白土庁長系における 11次骨細胞の多段階分化プログラム

の自作的な進行は、 BMP と PTHrPの正負の制御シグナルのバランスにより調節さ

れている正Fが明らかとなった 。 生イ本においては、これらの因子により内軟骨性骨

形成における軟骨k:11I胞の多段階分化が巧妙に調節されていると推察された。
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図・表の説明

図1. 軟骨細胞の多段階分化模式図

図2. 実験スケジュール

a: 軟骨初期分化に対する作用、 b: 軟骨後期分化に対する作用の検討。

図3. Insulin存在下に培養したATDC5細胞の軟骨初期分化に対する各増殖分化因

子の細胞形態、に与える影製

12穴マルチウェルプレートにATDC5 (4.0 x 1 (f cells/well) を播種し、培地

Aで培養した。コンフルエント達した後(培養3 日目)、 Insulin (10μg/ml) 

存在下に、以下の各増勉分化因子を添加して培養を続け、添加開始10 日

目の細胞形態を位相差顕微鏡下(倍率: 100倍)で観察した。 a: Control 

(0.1 % BSA in PBS) 、 b: BMP-2 (1000 ng/ml) 、 c: TGF-゚2 (5 ng/ml) 、 d: FGF・2

(1 ng/ml) 、 e: TGF-~ (5 ng/ml) + FGF・2 (1 ng/ml) 、 f: IGF-I (300 ng/ml) 、

g:P百1(1・34) (1a8 M) 

図4. Insulin非存在下に培養したATDC5*1TI胞の軟骨初期分化に対する各増殖分化

因子の細胞形態に与える影響

12穴マルチウェルプレートにATDC5 (4.0 x 1ct cells/well) を播種し、培地

Aで培養した。コンフルエント達した後(培養3 日目)、 Insulin非存在下

に、 Control 、 BMP-2 (1000 ng/ml) 、 TGF-ß 2 (5 ng/ml) を添加して培養を続け、

添加開始 2 日目の細胞形態を位相差顕微鏡下(倍率: 100倍)で観察した。

図5. コンフルエントに達した未分化ATDC5細胞のDNA合成に対する各増殖分

化因子の影響

96穴マルチウェルプレートにATDC5 (3.0X 1ぴ cells/well) を播種し、培地

Aで培養した。コンフルエント達した後(培養3 日目)、培地交換を行わ
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ずさらに36時間培養し (preincubation)、各増殖分化因子 (Control 、 BMP-2:

1000 ng/ml、 TGF-ß 2: 5 ng/ml、 FGF-2: 1 ng/ml、 TGF-ß2: 5 ng/ml + FGF-2: 1 

ng/ml 、 IGF-I: 300 ng/ml 、 P百-1(1 -34): 10-8 M) を添加した。添加24時間後よ

り、 10 nmol/mlのBrdUで 4 時間パルスラベルした後、 5・Bromo-2'-deoxy-

uridine Labeling and Detection Kit III (Boeringer Mannheim) を用いて、細胞へ

の取り込み量を測定した。各値は、 3 ウエ jレの平均値±標準偏差を示す。

図6. 未分化ATDC5細胞の秋骨初期分化における nID コラーゲンmRNAの発現

に対する各増殖分化因子の影郷

6穴マ jレチウェルプレートにATDC5 (6.0 x 1ぴ cells/well) を矯種し、培地A

で培養した。コンフルエント達した後(培養3 日目)、 Insulin存在(10μg/

ml) または非存在下に、各増殖分化因子 (Control 、 BMP-2: 1000 ng/ml 、

TGF-゚2: 5 ng/m 1 、 FGF・2: 1 ng/ml 、 TGF-ß2: 5 ng/ml + FGF・2: 1 ng/ml 、 IGF-I:

300 ng/ml 、 PTH(1 ・ 34): 10-8 M) を添加し、 2 日後に total RNAを抽出し、各レー

ン20 嶋の total RNAを展開してノーザンプロットにより解析した。

図7. BMP-2のn型コラーゲンmRNA発現に対する用量依存的促進作用

6穴マルチウェルプレートにATDC5 (6.0 x 1ぴ C巴lls/well) を播種し、培地Aで

培養した。コンフルエント達した後(培養3 日目)、 Insulin存在下(10μg/

ml) に、 10---1000 ng/mlのBMP-2 を添加した。 2 日後に total RNA を抽出し、

各レーン20 凶の total RNAを展開してノーザンプロットにより解析した。

図8. ATDC5細胞培養系における軟骨分化マーカー遺伝子のmRNA発現レベルの

変化

宿南らの論文16)(1. Bone. Min. Res. 1997 , in press) より引用。

図9. ATDC5細胞の軟骨後期分化期における細胞形態の変化
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12穴マルチウ ェルプレ ー トに ATDC5 (4.0 x 1 ct cells/well) を t番手重し、培地

Aで府養した 。 系IIIJ泡応i' 9lLI 1.字 11二後(楕養21 日目)、培地Bに変更し、 Insulin

存花下(10μg/ml) で、 Control 、 BMP-2 (1000 ng/ml) 、 PTH(l ・34) (1 0・ 8 M) を添

加し、添加開始10 日口のか111胞形態を位相差顕微鏡下(倍率: 100倍)で観

察した。土問自分化肉子の添加は、 2 円釘:の培地交換の際にあわせて行った。

図 10. !I州後期分化j~J の ATDC5fí:rfl)泡情養系の札P活性に対する各増殖分化因子

のiiZ響

48穴マルチウ ェ ルプレートにATDC5 (1.0X 1ct cells/well) を播種し、培地A

で収益した 。 創11 J泡的地停止後 (府養21 日目)、 0.5 0/0 FBS 、 Insulin (10μg/ 

ml) 、 Transferrin (10 μg/ml) 、 Selenite (3 X 10 ・ 8 Ml)を含む α-MEMに培地を変更

し、 preincubation を行った 。 培養22 日目に各増殖分化因子 (Control 、 BMP-

2: 1000 n g/ml 、 TGF-ß2: 5 n g/ml 、 FGF-2: 1 ng/ml 、 IGF-I: 300 ng/ml 、 PTH(1-

34): 10-8 M) を添加して培-養を続け、添加開始7 日目のDNA量当りのALP活

性を測定した 。 図巾、 Day 0は各因子添加開始時(培養22日目)における

ALP活性を示す。 各市町は、 3 ウエルの平均値土標準偏差を示す。

表1. BMP-2の ALP活性に対する用量依存的促進作用

48穴マルチウ ェ ルプレートにATDC5 (1.0 X lct cells/well) を播種し、培地

Aで府養した 。 系IIIJ泡1?l 9tti停止後(府養21 日目)、 0.5% FBS 、 Insulin (10μg/ 

ml) 、 Transferrin (10 μg/ml) 、 Selenite (3 X 10・ 8 M) を含むα-MEMに培地を変更

し、 preincubation を行 っ た 。 塙-益2211 日に 1 O~~ 1000 ng/ml のBMP-2を添加し

て府主を続け、添加4811寺r:日後のDNA量当りのALP活性を測定した。各値は、

3 ウエルの平均似±原雌偏差を示す。

図 1 1. 各m殖分化因子の軟骨後期]分化における後期分化マーカ -mRNA発現に

対する影組JJ
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a: 6穴マルチウェ jレプレートにATDC5 (6.0 x 104 cells/well) を掲種し、培

地Aで培養した。細胞増殖停止後(培養21 日目)、 0.5% FBS、 1nsulin (10 

はIml) 、 Transferrin (10μg/ml) 、 Selenite (3 x 10・ 8 M) を含む α-MEMに培地を

変更し、 preincubation を行った。培養22 日目に各増殖分化因子 (Control 、

BMP・2: 1000 ng/ml 、 TGF-ß2: 5 ng/ml 、 FGF-2: 1 ng/ml、 IGF-1: 300 ng/ml、

PTH(l-34): 1a8 M) を添加し、 48時間培養した。その後to凶 RNAを抽出し

た。各レーン20 凶の total RNAを展開してノーザンプロットにより X型コ

ラーゲン、 ALPのmRNAの発現について解析した。

b，c: 得られたtotal RNA をスロットプロットにより、 Scanning

Densitometerを用いて定量化した(実験材料と方法の項参照) 0 b はX型コ

ラーゲン、 cはALPのmRNA発現レベルの定量データを示す。

図 12. 各増殖分化因子の軟骨後期分化における初期分化マーカーmRNA発現に

対する影響

a: 図 11 と同様の条件で、細胞培養、増殖分化因子の添加を行い、添加

48時間後のtotal RNAを抽出した。各レーン20~gの total RNAを展開してノー

ザンプロットにより II型コラーゲン、 PTH/PTHrP レセプタ一、コンドロモ

ジユリン -1 (ChM-I) mRNAの発現について解析した。

b，c ，d: 得られたtotal RNAをスロットブロットにより、 Scanning

Densitometerを用いて定量化した(実験材料と方法の項参照) 0 b は II型コ

ラーゲン、 cはPTH/PTHrP レセプタ一、 dはChM-IのmRNA発現レベ jレの定

=データを示す。

図 13. BMP-2の軟骨後期分化における II型コラーゲン、 X型コラーゲン、 ALP

のmRNA発現に対する影郡

6穴マルチウェルプレートにATDC5 (6.0 x 10~ cells/well) を播種し、培地A

で培養した。細胞増殖停止後(培-養21 日目)、 0.5% FBS 、 Insulin (10μg/ 
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ml) 、 Transferrin (10μg/ml) 、 Selenite (3 x 10・8 M) を含む仕MEMに培地を変

更し、 preincubation を行った。培養22 日目に 1000 ng/mlのBMP-2を添加し、

所定の時間培養した後、 total RNAを抽出した。各レーン20μgの to凶 RNA

を展開してノーザンプロットにより II型コラーゲン、 X型コラーゲン、

ALP のmRNAの発現について解析した。各レーンには、 Oh: 添加直前、

3h :添加 3 時間後、 6h: 添加6時間後、 12h: 添加 12時間後、 24h: 添加24時

間後、 48h: 添加48時間後の各total RNAを展開した。

図 14. PTHの後期分化における II型コラーゲン、 X型コラーゲン、 ALPのmRNA

発現に対する影墾

図 10 と同様の条件で細胞培養を行い、 10・8 Ï\.1のP百(1-34) を添加し、所

定の時間培養した後、 total RNAを抽出した。各レーン20 はのtotal RNAを

展開してノーザンプロットにより II型コラーゲン、 X型コラーゲン、 ALP

のmRNAの発現について解析した。各レーンには、 Oh :添加直前、 6h: 添

加6時間後、 12h: 添加 12時間後、 24h: 添加24時間後、 48h: 添加48時間後、

60h: 添加60時間後の各total RNAを展開した。

図 15. 細胞外基質の石灰化に対する各増殖分化因子の影響(アリザリンレッド

染色)

12穴マルチウェルプレートにATDC5 (4.0 x 1 (f cells/well) を播種し、培地

Aで培養した。細胞増殖停止後(培養21 日目)、培地Bに変更し、各増殖

分化因子 (Control 、 BMP-2: 1000 ng/ml 、 TGF- r~2: 5 ng/ml 、 FGF・2: 1 ng/ml、

IGF-I: 300ng/ml 、 PTH(1 -34): 10・8 M) を添加して培養を続けた。増殖分化因

子の添加は2日毎の培地交換の際にあわせて行った。培養42 日目(増殖分

化因子添加開始21 日目)の細胞層をアリザリンレッド染色し、細胞外基

質の石灰化を確認した。
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図 16. 細胞外基質の石灰化期におけるATDC5細胞培養系のカルシウム含量

12穴マルチウェルプレートにATDC5 (4.0X 1ぴ cells/well) を播種し、培地

Aで培養した。細胞増殖停止後(培養21 日目)、培地Bに変更し、各増殖

分化因子 (Control 、 BMP-2: 1000 ng!ml 、 TGF-ß 2: 5 ng!ml、 FGF-2: 1 ng/ml、

IGF-I: 300 ng/ml 、 PTH(l -34): 10-8 M) を添加して培養を続けた。増殖分化因

子の添加は2 日毎の培地交換の際にあわせて行った。培養42 日目(増殖分

化因子添加開始21 日目)の細胞層に含まれるカルシウム量を原子吸光法

により測定した。図中、 Day 30は細胞外基質の石灰化が確認される以前

(培養30 日目)の、細胞層に含まれるカルシウム量を示す。各値は、 3 ウ

エルの平均値±標準偏差を示す。

図 17. 軟骨細胞多段階分化プログラムの進行と BMPおよびP百-I.rPによる局所シ

グナ jレの役割
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BMP・2 (ng/ml) ALP Activity (ntmol/min/μgDNA) 

。 8.079 :!: 0.464 

10 9.211 :t 0.481 

30 9.342 :!: 0.155 

100 9.804 :!: 0.078 

300 10.9~26 :t 0.953 

1000 11.3~00:!: 0.619 

表 1
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