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論文内容の要旨

骨格の成長には，種々のホルモンが関与しているが，なかでも成長ホルモンの成長促進作用を仲介す

るソマトメジン(インスリン様成長因子)は，軟骨・骨の形成にとっても，もっとも基本的な役割を演

じていると考えられている。また，軟骨・骨細胞は，自ら軟骨・骨の代謝と成長を促進する因子を産生

している。ウシ胎仔軟骨から発見された軟骨由来因子cartilage-derived factor (C D F) は，ソマト

メジン様の作用を有し，ウサギ肋軟骨細胞の増殖と基質高分子合成を促進することが既に判明している。

ところで，軟骨形成のみならず骨格形成とも密接に関連している軟骨培養細胞の増殖と分化機能の発現

には，ホルモンや成長因子の他に細胞密度が著明な影響をおよぼすことが知られている。そこで，本研

究では， CDFの生理的役割を追求するために，まずウサギ軟骨培養細胞の CDFに対する応答性にお

よぼす細胞密度の影響を検討したO 軟骨細胞を低密度 (10
4

個/cnf) で培養用ディッシュに播種して，

10%血清を含むMEM培地で培養すると，大部分の細胞は線維芽細胞様の偏平な形態を示し，プロテオ

グリカン合成能は著しく低いものの高レベ、ルの増殖能を示した (sparse培養系)。一方，細胞が増殖し

て confluent になると，高レベルの増殖能を有する細胞は減少するものの，高レベルのプロテオグリカ

ン合成能を持った多角型の細胞が出現した (confluent培養系)。軟骨細胞を高密度( 9 X 10
4

個/cnf)

で培養用ディッシュに播種して10%血清を含むMEM培地で培養すると，大部分の細胞は球型の形態を

呈して互いに重なりあって増殖するとともに，軟骨に特異的な高分子のフ。ロテオグリカンを旺盛に合成

した (multilayer培養系)。

これらの軟骨細胞培養系に対する CDF の影響を検討すると， sparse の培養系では CDF は fibrob­

last growth factor (F G F) 及びepidermal growth f actor (E G F )に匹敵する強いDNA合成促
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進作用を発現した。しかし， CDF はプロテオグリカン合成に対してほとんど影響を与えなかった。さ

らに， confluent培養系で・は， CDF のDNA合成促進作用は弱いものの，プロテオグリカン合成に対し

て CDF は協力な促進作用を示した。さらに， m ul tilayer の培養系では， EGF はDNA合成促進活性

を発現したが， CDF はDNA合及び、フ。ロテオグリカン合成のいずれに対しでも殆ど影響を与えなかっ

た。すなわち，軟骨細胞の CDF に対する応答は細胞密度依存性であるとともに，高度に分化した軟骨

培養細胞は外因性の CDF に依存することなく増殖して，かっ分化機能を発現することが示された。

次に， CDF の作用機序をさらに追求するために， CDF と FGF及びEGF との協同作用について

confluent の軟骨細胞培養系を用いて検討した。 CDF単独では， FGF や EGF よりも軟骨細胞の D

NA合成促進作用は弱いものの， CDF を FGF あるいはEGF と同時に培養系に添加すると相乗的に

DNA合成促進作用を発現した。 CDF は， 5 時間程細胞に作用をさせるだけで持続的に作用させる場

合と同等のDNA合成促進作用が発現した。しかし， EGF及びFGF は， G 1期の間持続的に培養液

中に存在することによって最大のDNA合成促進作用を発現した。しかも， DNA合成の協同作用の発

現にはCDFが軟骨細胞のG 1期初期に作用するとともに ， EGF あるいは FGFが残りの G 1期に作用

することが必要であった。逆に ， G 1期初期に EGF あるいはFGF を作用させた後， CDF を作用さ

せても相乗作用は発現しなかった。これらの相乗作用は， CDF と同様にMSAについても認められた。

すなわち， CDF及びMSAは軟骨細胞の FGF及びEGF などの非ソマトメジン成長因子に対する感

受性を高め，さらに FGF及びEGF は単独でも細胞増殖を促進するものの CDFやソマトメジンの

存在下においてのみその細胞増殖促進作用を最大限に発揮しうることが判明した。

以上の結果から， CDFが直接軟骨細胞の分化機能発現を促進するのみならず，他の成長因子に対す

る軟骨細胞の増殖応答を制御し，軟骨成長を調節するうえで、中心的な役割を演じている事が示唆された。

論文の審査結果の要旨

ウシ胎仔軟骨から発見された軟骨由来因子 (CDF) は，ソマトメジン様作用を有することが知られ

ている O 本論文はウサギ肋軟骨培養細胞の増殖と分化機能の発現における CDF の作用について検討し

たものである。

まず，軟骨細胞の密度が低い時には， CDFの細胞増殖促進作用のみが発現し，密度が高くなるにつ

れてフ。ロテオグリカン合成などの分化機能がCDF によって強く発現されること，すなわち， CDF が

軟骨細胞の増殖分化の過程で合目目的に機能していることを明確にした。

さらに， CDF は細胞周期のG 1期初期に作用してDNA合成を促進すること，また，この時期に上皮

成長因子や線維芽細胞成長因子と共存させること， DNA合成促進の相乗効果が発現することを明示し

た。すなわち，軟骨細胞の細胞周期上の G 1期初期に CDFの作用点があり，この段階で細胞は活性化

されて他の成長因子に対する応答性を高めることを明らかにした。
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以上のように， CDFが軟骨細胞の増殖と分化機能発現に中心的な役割を演じていることを示した

井上君の論文は，今後，顎・顔面の発育における軟骨成長の役割を解明する上での重要な手掛かりを与

えたものであり，歯学博士の学位請求に十分値するものと認める O
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