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論文内容の要旨

近年，内軟骨性骨形成過程に，種々ホルモンや成長因子等が重要な役割を果たしていることが，初代

軟骨培養細胞を用いて，明らかにされつつあり，また，幾つかのホルモン，成長因子に関しては，軟骨

細胞にそのレセプターが存在することも報告されているO しかし，軟骨細胞の増殖を促進する一方，分

化機能の重要な指標であるグリコサミノグリカン (glycosaminoglycan : G A G) 合成を抑制する作用

を有する上皮成長因子 (epidermal growth factor : E G F) や， GAG合成を冗進する作用のある副

甲状腺ホルモン (parathyroid hormone : P TH) については，その劇的な作用が古くより明らかにさ

れていたにもかかわらず軟骨あるいは培養軟骨細胞に レセプターが存在するか否かは今日まで明確

にされていなかった。

本研究ではこれらのレセプターがウサギ肋軟骨培養細胞に存在することを明らかにするとともに，軟

骨細胞の増殖および分化とこれからのレセプターの発現との関連について検討を加えた。

ウサギ肋軟骨成長軟骨より軟骨細胞を分離し 10% ウシ胎仔血清添加イークツレMEM培地にて培養し，

実験に供した。放射性リガンドとしては， EGF に関しては， Amersham 社製 ωI-EGF を， PTH 

に関しては， [Nle 8 , Nle18
, Ty♂]ウシ PHT- (1 -34) アミドをクロラミンT法により Na1お I でヨー

ド化し ， C18 カラムを用いて，逆相クロマイトグラフィーにより分離精製したものを用いた。 EGF の結

合実験では，細胞を0.2%牛血清アルブミン (B SA) 含有 Hepes 緩衝液中で放射性リガンドとインキュ

ベーション後， 0.2%B SA含有0.8M NaCl 溶液で洗浄し， 1N NaOH にて溶解して回収し放射能を測

定した。同様に PTHの結合実験では，細胞を0.5%B S Aおよび 5%馬血清添加トリス緩衝液中で放

射性リガンドとインキュベーションし， Hanks 溶液で洗浄，回収してその放射能を測定した。 GAG合
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成は，おs。;ーの GAGへの取り込みを指標として測定した。

結合実験の結果から， 8catchard 解析を行ないリガンドとレセプターの親和性 (Kd 値)および細胞

1 個あたりのレセプター数を求めた。ウサギ肋軟骨初代培養細胞のEGF レセプターにはKd値が約1.6

nM で，細胞 1 個あたり約1.0X10
4

個の低親和性レセプターと ， Kd 値が約0.3nM で，細胞 1 個あたり約

0.3X10 4 個の高親和性レセプターの 2 種が存在した。またレセプターとラジオリガンドを disccinimidy 1 

suberate を用いクロスリンクさせ， SDS ーポリアクリルアミドゲ、ル電気泳動後，オートラジオグラフィー

を行ったところ， EGFセレプターの分子量は170kDa であることが判明した。同様に結合実験の結果

から，ウサギ肋軟骨初代培養細胞の PTH レセプターはその Kd 値が0.6-0.9nM で，細胞 1 個あたり約

4.0 X 10
4 
-9.0 X 10

4

個存在した。またPTH レセプターの分子量は72kDa であることが判明した。

軟骨細胞にレチノイン酸インターロイキン -1β を添加すると GAG合成が低下し， EGF レセプ

ター数は，高親和性のものも低親和性のものもともに増加した。逆に PTHおよびジブチリルサイクリッ

ク AMP (DB cAMP) を添加すると GAG合成が冗進し，両EGF レセプター数はともに減少した。

なお，いずれの場合も， EGF レセプターの親和性に変化はなかった。また軟骨細胞をレチノイン酸お

よびEGFで処置し， GAG合成が低下した状態では， PTH レセプター数が減少した。インシュリン

様成長因子- 1 およびDBcAMP を作用させ， GAG合成が冗進した状態では， PTH レセプター数

が増加した。なお いずれの場合も， PTH レセプターの親和性に変化はなかった。

すなわち，ウサギ肋軟骨初代培養細胞に，従来他の細胞等で報告されているものと物理化学的に，又，

分子量的にも同様のEGF レセプターおよびPTH レセプターが存在することが明らかとなた。また E

GF レセプターおよびPTH レセプターは軟骨細胞の分化状態を反映しており EGF レセプターは軟

骨細胞の分化機能の負の指標となり， PTH レセプターは軟骨細胞の分化機能の正の指標となることが

明らかとなった。さらに各種ホルモン，ビタミン，成長分子は内軟骨形成過程において，お互いに，そ

のレセプターの発現を調節することにより 生理作用を発現している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

内軟骨性骨形成の過程では種々のホルモンや成長因子が重要な役割を果たしている。即ち，上皮成長

因子 (EGF) は軟骨細胞の増殖を促進するものの分化機能を抑制すること これに対し副甲状腺ホル

モン (PTH) は分化機能を冗進することが既に知られているが，軟骨細胞に上記両因子のレセプター

が存在するか否かは明らかで、なかった。本研究者はこの点を追及した結果まずウサギ肋軟骨培養細胞

にEGFおよびPTHのレセプターが存在することを証明し，両者の性質を明らかにした。さらに種々

の分化促進因子はPTH レセプター数を増加させるのに反してEGF レセプター数を減少させること，

一方増殖を促進し分化を抑制する因子はPTH レセプター数を減少させ， EGF レセプター数を増加さ

せることが明らかとなった。従ってEGF レセプターは軟骨細胞の分化の負の指標となっているのに反

して， PTH レセプターは正の指標とみなしうることが明らかとなった。さらに内軟骨性形成過程にお
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いては，種々のホルモン，ビタミンおよび成長因子が，お互いにそのレセプターの発現を調節すること

により生理作用を発現している可能性が示された。これらの知見は内軟骨性骨形成過程における軟骨細

胞の分化の調節機構を考察する上で極めて有益な示唆を与えるものであり，本研究は歯学博士の学位請

求に十分値するものと認めるO
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