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論文内容の要旨

骨端軟骨板に存在する成長軟骨細胞は，長管骨の伸長に重要な役割を果たしている点で他の部位の軟

骨細胞と機能的に異なる。骨端軟骨板には「増殖軟骨細胞層J ， í成熟軟骨細胞層」及び「肥大軟骨細胞

層」が存在するが，これらの部位における軟骨細胞の cytodiff eren tia ti 0 n は，内軟骨性骨化と密接に連

動している。成長軟骨細胞は活発に増殖したのち，軟骨型フ。ロテオグリカン及びE型コラーゲンを旺盛

に産生する大型の成熟軟骨細胞となる。次いで，成熟軟骨細胞はアルカリホスファターゼ (ALPase)

およびX型コラーゲンを産生する肥大軟骨細胞に分化する。 ALPaseおよびX型コラーゲンは，基質小

胞に局在しており，軟骨基質の初期石灰化に重要な役割を果たしていると推察されている。しかし，従

来の培養法では成長軟骨細胞の ALPase活性は生体内のレベルよりも著しく( 1 /20-1/100) 低

く，基質小胞も容易に出現しないため，成長軟骨細胞の cytodifferentiation と内軟骨性骨化との関係を

in vitro で解析することは不可能であった。

そこで，本研究では遠心管内で高密度浮遊培養(遠心管内培養系)したウサギ成長軟骨細胞を用いて，

軟骨細胞の cytodifferentiation および軟骨基質石灰化の機構について検討したO

成長軟骨細胞は，生後 4 週目の New Zealand ウサギの肋軟骨・骨移行部より分離した。分離した細

胞は，ただちに15mlのプラスチック遠心管内でペレット状の細胞塊にしたのち 10%血清存在下で培養し

た。遠心管内で培養した軟骨細胞は， 4 世代増殖したのち軟骨様組織を再構成した。この軟骨様組織を

組織学的に観察すると，肥大化した軟骨細胞が多量の細胞外基質に固まれて散在していた。また，細胞

外基質を生化学的に分析すると，軟骨型プロテオグリカン， IT型コラーゲンおよび分子量70kd の低分子

コラーゲンの存在が確認された。
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遠心管内培養系において軟骨基質は，著明な ALPase活性および 1α ， 25 (OH)2 ビタミン D3受容体

レベルの上昇(それぞれ培養開始時の100倍および22倍)に伴って石灰化した。これに対して，プラス

チックシャーレ上での従来の培養法では， ALPase活性および 1α ， 25 (OH)2 ビタミン D3受容体レベ

ルは低値であった。また，軟骨基質の石灰化も見いだされなかった。従って，遠心管内培養系で、観察さ

れた石灰化は，人工的な現象ではなく，高度に分化機能を保持した成長軟骨細胞によって誘導された生

理的な現象であると考えられる。

次に，軟骨細胞の分化機能の発現を制御する各種の因子の影響を検討した。 5 -bromodeoxyuridine 

は，遠心管内培養系において，細胞の対数増殖期に添加すると，細胞増殖に影響することなく，ウロン

酸量， ALPase活J性および組織内カルシウム (Ca) 含量の増加を抑制した。また，すでに増殖を終えて

成熟した軟骨細胞培養系を低濃度 (1 %-0.3%) の血清含有培地で維持すると，以後の ALPase1舌d性お

よび組織内 Ca含量の増加は見られなかった。すなわち，成長軟骨細胞の肥大化および石灰化には血清

因子の関与が不可欠であった。さらに， Fibroblast growth factor (F G F) は，単層低密度培養系お

よび軟寒天培養した成長軟骨細胞の増殖および成熟化を促進することが報告されているが，本系への F

GF の添加は成熟軟骨細胞から肥大軟骨細胞への変換を特異的に抑制した。

[結論]

軟骨細胞培養系は軟骨の分化と増殖の制御を研究するために，過去30年間活発に用いられてきた。し

かし，軟骨の cytodif f eren tia ti 0 n の最終階段および軟骨基質石灰化を細胞培養系で明確に示したのは本

研究が最初である O 従って，遠心管内培養系は内軟骨t性骨化に先立つて必要な軟骨石灰化に関与する調

節因子を同定するための有力な実験系である。

論文の審査結果の要旨

内軟骨性骨化の過程は「増殖軟骨細胞J ， I成熟軟骨細胞」及び「肥大軟骨細胞」を経由して進行する

が，従来の軟骨細胞培養系では，この細胞分化の過程を再現することが困難であった。そこで岩本容泰

君は，ウサギ助軟骨より成長軟骨細胞を分離し，これを遠心管内で軽く遠心して細胞塊をつくらせ，そ

のまま高密度浮遊培養を試みた。その結果，この方法で培養した軟骨細胞は， 1) 軟骨型プロテオグリ

カンや，軟骨に特有の E型及び70kd低分子コラーゲンを産出しつつ開発に増殖すること， 2) in 

VIVOのレベルに匹敵する程の著明なアルカリホスファターゼ活性及び 1α ， 25 (0 H)2 ビタミン D3受

容体レベルの上昇を伴う石灰化を起こす細胞に分化することが明らかとなった。

以上のように岩本容泰君の論文は，従来困難であった軟骨細胞分化の最終段階及び軟骨基質石灰化を

初めてin vitro で、証明した優れた業績であり，歯学博士の学位請求に十分，値するものと認める。
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