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緒 言

成長板軟骨細胞の増殖 と分化は,骨格 の発生 ,

形態形成 ,お よび骨折治癒の過程で重要 な役割 を

果たしてぃる.肋軟骨の骨・軟骨移行部 に存在 す

る成長板軟骨細胞は,ま ず増殖層で活発 に分裂 し

た後 ,多 量に軟骨基質を分泌する球型の成熟軟骨

細胞へと分化する。次いで,石灰化担当細胞であ

る直径が 5倍 もの大型 の肥大軟骨細胞へ と最終 分

化 し,細胞外基質の石灰化を誘導する。そして ,

肥大層の石灰化軟骨が,新生骨に置き代わること

によって骨が伸展する。 しか しながら,永久軟骨

部では,一生涯石灰化が起 こらない。

成長板軟骨細胞の増殖 と分化および石灰化の機

構は,興 味ある題材として古 くから研究 されてい

る.形態学的な研究か ら,永 久軟骨には肥大軟骨

細胞は存在 しないことが判明 しているので,こ の

最終分化段階の軟骨細胞 が石灰化誘導の主役を演

じていると考え られてい る。また,生化学的な研

究から肥大軟骨細胞は , ァルカ リホスフ ァターゼ

(ALPase)′舌性
:},1,25(OH)2ビ

タミンD3受 容体
1'
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2),ぉ
ょび X型 コラーゲン 3ヽ 6)な どの特殊な高分

子を産生することが明 らかにされ ,こ れ らの高分

子と石灰化 との関連が示唆されている。

塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (basic

fibroblast growth Factor;bFGF)は ,分 子

量 16,000の 単鎖ポリペプチ ドで7),Klagsbrunに

より仔ウシ肩甲骨軟骨よ り精製 された軟骨由来成

長因子 (cartilage― derived grOwth factOr:

CDGF)と 同一の物質であ った 8)。 このbFGFは ,以

前の研究で,軟 骨細胞の最も強力な増殖促進因子

であり,し かも軟骨細胞 の分化機能を安定化す る

ことが報告 されている
9'10)。

また,bFGFは 増殖

軟骨細胞からの成熟軟骨細胞への分化を促進す る

のみならず,成 熟軟骨細胞への最終分化 をも抑制

した
11)。
しかも,軟骨中には多量のbFGFが存在 し

ているので
12),ノ
′ /ルθでもbFGFは軟骨細胞の増

殖 と分化を制御 している可能性がある。

ま た ,副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (parathyrOid
hormOne;PTH)は ,骨および腎に作用 して血中カ

ルシウム レベルを調節す るのみならず,軟骨に も
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作用 して軟骨細胞の増殖 と分化機能の発現に多様

な影響を及 ぼすことが報告されている
13).単
層 お

よび軟寒天培養系で,PTHは軟骨細胞の細胞外基

質 プロテォグリカンの合成を促進 し,胎 生期では

増殖促進因子 としても作用 した
13.14)。

また遠心

管軟骨細胞培 養系で は ,PTHは 最終分 化 マ ーカ

ーであるALPase活 性の誘導 と石灰化 を抑制 した
15).

そこで本研究では,成 長板で ,増殖軟骨細胞が

成熟軟骨細胞さらに肥大軟骨細胞へと分化 して形

質を変換していく過程におけるbFGF受容体 レベル

の変動を他のホルモンや成長因子の受容体の変動

と比較検討した。
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材料 と方法

1.試薬

ウシ脳下垂体由来の塩基性線維芽細胞成長因子

(bFGF)7)は D.GospodarOwicz博 士 (カ ル フォルニ

ア大学 ), トラ ンスフ ォーミング成 長因子 ―β l

(transforming growth factOr― βl:

TGF― β l,ウ シ)は S.M.Seyedin博 士 (Collagen

社)か ら,lα ,25水 酸化 ビタミン D3

11α   ,25-dihydroxycholecalciferol i

l,25(OH)2D3]は '西 井博士 (中 外製薬 )か ら,イ

ンス リン様成 長因子 ―I(insulin― like growth

卜)は ,堀 合博士 (藤 沢薬

.[Nle8,18,Ty r34]_ゥ シ

PTH[1-341 allli deは Penninsula LaboratOries

社 か ら ,上 皮 成 長 因 子 (epidermal growth

factor;EGF,マ ウス)は 東洋紡か ら,125卜 EGF

(500 Ci/mmOl,マ ウ ス ),1251_bFGF(1,000

Ci/mmol,  ウ シ ), lα  ,25-dihydroxy

[26,27-methyl-3Hl chOlecalciferol(180

Ci/mmol), 1251_IGF― I(2,000Ci/mmol, ヒト)

factor-1 ; IGF-1,

品 )か ら 供 与 さ れ

ヒ

　

た
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は , Amersha皿 社 か ら , 1251_TGF― β l(1,900

Ci/mmol, ヒ ト)は , Blochemical Technology

社 (Stoughton,米 国 ),16-3H]チ ミ ジ ン (2.0

皿Ci/mmOl)は 日本 アイ ソ トープ協会 か ら,135sI

硫酸 (1.O Ci/mmOl)と 45caC 12(1・ O Ci/mm01)は

New England Nuclear社 か ら 購 入 し た .

Disuccinimidyl suberate(DSS)は , Pierce

Chemical社 のものを使用 した。

2.軟骨細胞

ウサギ肋軟骨及び膝関節軟骨細胞は ,生 後 4週

齢の雄性ニュージーラン ド白ウサギ (体重 400g)よ

り鈴木,下村 らの方法 に準 じて単離 した 13.16)。

すなわち,肋軟骨成長板 および大腿骨遠位関節軟

骨を分離 し,メ スにて軟骨を細切 した後 ,0.1%

EDTAを 含む 0.15%ト リプシン (Difco社 )に て 1日寺

間 ,次いで0.15%コ ラゲナーゼ (Worthington社 )

存在下で 2日寺間 30分 インキュベ ー トした後 ,

120μ mナ イロンフィルター (NBC工 業 )を 通過する

細胞を回収 した。

分離 した軟骨細胞 (8x104個 )は ,10%ウ シ胎仔
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血清 (FBS;GIBCO社 ),60μ g/mlの カナマイシン

(明治製薬),50 μ g/mlの アスコルビン酸 (和光純

薬 )を 含む lmlの イーグル最小必須培地 (MEM;日

水製薬 )に 混和 し 15皿 1の ポ リプロピレン製遠心管

(Corning社 )内 でペ レ ッ ト状 に して ,37℃ ,5%

C02気相下で培養 した .な お ,新 鮮培地 との交換

は,培養 6日 目より2日 毎に行なった 17).

3.軟骨スライス

生後4週 齢 のニ ュージ ーラン ド白ウサギの肋軟

骨成長板を分離 した後 ,実 体顕微鏡下で 0.2mm間

隔の連続 スライスを作製 した。各 スライスは ,

0.2-0.3mm3に 細断 した後 0-4°Cに て各種の蛋自分

解 酵 素 阻 害 剤 (lmM phenylmethylsulfonyl

lluoride;PMSF, 10mM N― ethyllllaleimide, 2

units/mlの aprotinin,5mM EDTA)を 含 む

20mMト リス緩衝液 (pH7.4)で 洗浄 し, 蛋 自分解

酵素阻害剤を含む PBSで 洗浄 した後 ,実験に供 し

た。軟骨 スライスを用 いた
1251_bFGFの

結合実験

で は ,3M MgClを 含 む 20mMト リ ス 緩 衝 液

(pH7.4)に て 30分処置す るこ とに よ り内在性の
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bFGFを 除去 して実験に用いた
18).

4.DNA,ウ ロン酸及びALPase活 性の定量

軟骨細胞塊は ,PBSに て 2回 洗浄 した後 ,0.2%

Triton― X100を 含 む 0.9%NaCl溶 液 中 で 4°Cで

Physcotron(model NS-310E,日 音医理科器械

製作所 )で粉砕 し,DNA,ウ ロ ン酸及 び ALPase活

性測定用の試料 とした。

DNA含 量 は ,標 準 物 質 と して ウ シ胸 腺 由 来

DNA(Sigma社 )を 用いて」Ohnsonら の方法 に従 い

測定 した
19)。
すなわち,細胞 懸濁液を lmg/mlア

クチナーゼE(科研製薬 )と 5mM CaC12を 含む 0。 2M

トリス緩衝液 (pH7.8)中 で 56℃ で16時間消化した。

その後 ,1/10量 の 100%ト リクロロ酢酸 (TCA)を 加

え,4℃ で30分間放置 して,DNAを 沈殿させた。次

いで,5,000xgで 15分 間遠心 し,回収 した沈殿 に

エタノール ;エ ーテル (v/v;3;1)を 加 え ,4°Cで 4

時間放置 した。3,000xgで 15分 間 遠心 し沈殿 を

0。 3mlの 0.2%Triton― X100を 含 む0.01N NaOH溶

液に溶解 した。再 び,3,000xgで 15分 間遠心 しそ

の 上 清 0.2mlに 0.1皿 g/mlの diaminobenzoic
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acidを 加え,65℃ で 45分間反応 させた後 ,0.6ml

の2N NaOHを 添加 して反応 を停止 した.次 いで ,

分光蛍光光度計 (RF-5000,SHIMADZU)に て ,波

長 420nmの 励起光で出現 した蛍光 を510nmで 測定

した .

ウロン酸含量 は,標 準物質 としてβ―グル クロ

ン酸 (生 化学工業 )を 用いて Bitterら の方法に準

じて測定 した
20)。
すなわち,DNA定 量 と同様に ア

クチナ ーゼ Eで消化 した試料 に, 1.3%酢 酸 カリウ

ムを含む 95%エ タノ ールを 3倍 量加 え ,4°Cに て

3,00oxgで 15分間遠心 した ,沈殿 を0.5mlの 蒸留

水に溶解 し,氷冷 した2.5mlの 0.95%硼 酸ナ トリ

ウムを含む濃硫酸に0.5mlの試料を重層 した。氷

冷下で十分 に攪拌して 100°Cで 15分 間加熱 した。

その後 ,0。 lmlの 0.125%カ ルバ ゾールを含むエ タ

ノール溶液 を加 え,再度 100°Cで 15分 間加熱 した

後 ,分 光 光 度 計 (Microplate 2wavelength

PhotOmeter;MTP-22, 00「 Ona Electric)に て

530nmで の吸光度を測定 した .

ALPase活性は,標準物質 としてパラニ トロフェ
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ニル (和光純薬 )を 用いてBesseyら の方法 に従 い

測 定 した
17.21)。

す な わ ち ,細 胞 懸 濁 液 を

12,000xgで 5分間遠心 し,そ の上清を 0.5mMパ ラ

ニ トロ フ ェノ ール リン酸 ナ トリウム (pNP),

0,5皿 M MgC12を 含む0.5Mト リス緩衝液 (pH9.5)

の反応系で37℃ で30分間インキュベートした。次

いで ,全 体の 1/4量 の lN NaOHを 添加 して反応を

停止 し,分光光度計 (MTP-22)に て410nmでの吸光

度を測定 した。なお ,30分 間にlnmolの pNPを 水

解するALPase活性を 1ユ ニット(unit)と した。

5.DNA合成能の測定

DNA合成は細胞の酸不溶性画分への3H_チ ミジン

の取 り込みを指標として測定 した
22)。
すなわち ,

軟骨細胞を
3H_チ ミジンを含む培地で 3日寺間標識 し ,

次いで細胞層をPBSで 2回洗浄 した後,10%TCAで

2回 ,エ タノール ;エ ーテル (v/vi3:1)で 2回 洗浄

して遊離の放射能を除去 した。次に細胞層を0.lN

NaOHで溶解 して回収 し,6N HCIで 中和後 ,液 体

シンチレーションカウンター (LKB― Wallac 1215

CompuGamma,wallac Oy.,Turku,フ ィンラン
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ド)で放射能を測定 した。

6.プ ロテォ グリカン合成能の測定

プロテオグリカン合成 は, プロテオグリカン合

成の最終段階である硫酸エステル化を指標として

測定 した
10)。
軟骨細胞 の培養液 (lml)に 最終濃度

20μ Ci/mlと な るよ うに [35sI硫 酸 を含 む溶液

(MEM)を 10μ l添加 し24時間標識した。標識終了

時 に 細 胞 お よ び組 織 を PBSに て 2回 洗 浄 し ,

1皿 g/mlのアクチナーゼ Eと 5mM CaC12を 含む lmlの

フ0.2Mト リス緩衝液 (pH7.8)存 在下で 55℃ で 16時

間インキュベートした後 ,2田 M Mgso4を 含む0.2M

トリス緩衝液 (pH7.8)を lml,o,l mg/mlの コン

ドロ イチ ン硫酸 を 100μ l,20mM NaCIを 含 む

1%CPC(cetylpyridinium ch10ride;ナ カ ラ

イテスク)を lmlヵ口え,3日寺間インキュベートした。

次いで沈殿 したプロテオ グリカンをガラスフィル

ター (直径 25皿皿,ア ドバンテ ック東洋)上 に回収 し

て放射能を測定 した。

7.石灰化能の測定

石灰化能は細胞の酸可溶性画分への
45c aの
取 り

一

 ll 
―



込みを指標 として測定 した
15).す
なわち,軟骨細

胞 を 最 終 濃 度 2μ Ci/mlの 45caC 12を 含 む 溶 液

(MEM)中 で 3日寺間標識 した。細胞層 を PBSで 2回 洗

浄 した後 ,0.2%Triton― X100を 含む 0.9%NaCl

溶液 中で 4°Cで Physcotronで 粉砕 した .次 に ,

12,000xgで 15分間遠心 し,回収 した沈殿を 0.lM

CaC12を 含 む 0.05Mト リス緩衝液 (pH7.4)で 20℃

で30分間洗浄 し,遊離の放射能を除去 した。次 い

で3,000xgで 15分 間遠心 し,沈殿に 0.5mlの 0.5M

HCl溶液を添加 し,20℃ で 3日寺間インキュベ ー トし

た.再 び ,3,000xgで 15分間遠心 し上清の放射能

を測定 した。

8.1251_IN le8,18,Tyr 341_ゥ シ PTH[1-341 ami de

の調製

1251_[Nle8,18,Ty r341_ゥ
シPTH[1-341 amide

(1251_PTH[1-341)は ,0.2ng/mlの クロラ ミン T

を用 いて ,蛋 白質 lμ g当 た りlμ Ciの Na1251と 30

秒インキ ュベ ー トして ヨー ド化 し,C18逆相 カ ラ

ムを用 いた HPLC(high― performance liquid

chromatography)に て精製 した23.24).
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9。
1251_bF GF, 1251_EGF, 1251_TGF―

β l,

1251_PTH[卜
34]お よ び 1251_IGF― Iの結 合

1251_bFGFの
結合実験 は ,軟 骨細胞を PBSで 2回

洗 浄 し た 後 ,lmlの 結 合 緩 衝 液 A125mM

n-2-hydrOxyethylpiperazine― N'-2-ethanes

ulfonic acid:Hepes,0,1%ゼ ラチ ンを含 む

Ha皿 'SF-12培地 (pH7.5)]置 き換え ,放射性 リガ

ン ドと して
1251_bFGF(2x104 cpm/0.15 ng)と

100ng/mlの bFGF存在あるいは非存在の条件にて ,

4℃ で90分間インキュベ ートした。

次 い で ,細 胞 を 0.1%ウ シ 血 清 アル プ ミ ン

(bovine serum albumin:BsA)を 含 む PBSで 2

回 ,洗 浄 液 (0。 1%BSA,0.8M NaCl,10mM

Hepes, pH8.0)で 2回 洗浄 し ,0。 lN NaOHに て

細胞層を溶解回収後 ,結 合 した 1251_bFGFの 放射

,舌 性 を γ ―カ ウ ン タ ー (LKB― Wallac 1282

0ompuGamma, Wa H acOy., Turku, フィンラ

ン ド)に て測定 した。

1251_EGFと 1251_TGF…
β lの 結 合 実 験 で は ,

1251_EGF(2x104 cpm/90pg)と
非 標 識 の 100

-13-



ng/mlの EGFの 存在あ るいは非存在の条件にて ,

軟骨細胞を4°Cで 2日寺間インキュベートした。また ,

1251_TGF―
β l(2x104 cpm/130pg)と 非 標 識 の

10ng/mlの TGF― β lの 存在あるいは非存在 の条件

にて ,軟骨細胞を 4°Cで 90分間 インキュベ ー トし

た.次いで,細胞 を0.1%BSAを 含むPBSで 2回 ,洗

浄液で2回 洗浄 し,0.lN NaOHに て溶解回収後 ,

γ―カウンターにて放射能を測定 した。

1251_PTH ll-341の
結合実験 は,軟 骨細胞 を 1皿 l

の緩 衝 液 A中 で
1251_PTH[卜 34](5x105 cpm/ml)

と5x10~8Mの 非標識 PTH il-341の 存在あるいは非

存在の条件にて,15℃ で 5時間 インキュベ ー トし

た .

1251_lGF―
l結 合実験は ,軟骨細胞を lmlの 緩衝

液 A中 で
1251_lGF― l(2x104 cpm/ml)と 非標 識 の

IGF-1(lμ g/ml)の 存在 あるいは非存在の条件 に

て,4°Cで 3日寺間 インキ ュベ ー トした。次 いで ,

0.1%BSAを 含むPBSで 5回洗浄 し,0.lN NaOHに て

溶解回収後 ,γ ―カウンターにて放射能を測定 し

た .
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10.3H_1,25(OH)2D3の 結合

軟骨細胞を PBSで 2回 洗浄 した後 ,2mM EDTA,

0.5皿 M DTT(dithiothreitol),0.3M KCl,

lmM PMSFを 含む 10mM トリス緩衝液 (pH7.4)を 添

加 し ,Physcotronに て 粉 砕 した 。 次 い で ,

1,000xgで 10分間遠心 し,そ の上清を 226,000xg

で 1日寺間遠心 し上清を回収 した (cytosol分画 )。

一部を用いて Lowryら の方法
25)に
よ り蛋白質定量

を行ない,残 りの試料を lmg蛋 白質 /mlの 濃度に調

製 した。 [3Hl_1,25(OH)2D3(10'000 dpm/13pg)

と各種濃度の非標識の 1,25(OH)2D3と 試料を試験

管内で 25℃ で 1日寺間 インキュベ ー トし,な お 15分

毎に軽 く攪拌 した.反応終了時に攪拌 しながら ,

5%活性炭 ,0.5%デ キス トラン (分子量 70,000)を

添加 し5分 毎に攪拌 した。25分 後に卓上型遠心機

にて 3,000rpmで 10分 間遠心 し上清の放射能を測

定 した
1.2)。

H.ウ サギ各組織の1251_PTH[1-34]の結合

ニュージーラン ド白ウサギの胎仔より,皮膚 ,

筋肉及 び成長 板軟骨 を ,ま た生 後 4週 齢 のニ ュ
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―ジーランド白ウサギより皮膚,筋肉,脳 ,腎臓 ,

成長板軟骨 ,膝 関節軟骨及び線維芽細胞を調製 し

た。これ らの組織及び細胞は,0-4°Cに て各種蛋

自 分 解 酵 素 阻 害 剤 (lmM PMSF,10mM

N― ethylmaleimide, 2 units/mlの aprotinin,

5mM EDTA)を 含む 20mMト リス緩衝液 (pH7.4)

中にてPhyscotronに て粉砕 した。次いで,こ れ

らの懸濁液 と
1251_PTH[1-341(5x105 cpm/ml)

を4°Cで 5日寺間インキュベートした。

12.b FGF,EGF,TGF― βlおよび IGF― I受容体の検出

bFGF受容体の検出実験は ,結合実験と同条件 に

て,軟 骨細胞を種 々の濃度 の 1251_bFGF(2x105

cpm/0.4 ng-2x100 cpm/4ng)お よび非標 識

bFGF,EGF,TGF― β lあ るいは IGF― lと インキ ュ

ベ ー ト し た 。 EGF受 容 体 の 検 出 実 験 は ,

1251_EGF(100 cpm/o.5ng)と
非標識EGF(5μ g)の

存在あるいは非存在条件下にて ,TGF― β l受容体

の検 出実験 は ,1251_TGF― β l(100 cpm/0.7ng)

と非標識 TGF― βl(0.2μ g)の 存在あるいは非存

在条件下にて行なった。次いで,0.15mM DSSを
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含むPBSを 加え,bFGF受容体 の検出実験では,室

温で 15分間
26),EGFあ

るいは TGF― βl受 容体 の検

出実験では ,0°Cで 20分間化学架橋反応 を行な っ

た。そ して 200mM グリシンと 2皿 M EDTAを 含む ト

リス緩衝液 (pH7.5)を 添加 し反応を停止 させた。

化学架 橋反応 の終 了後 ,PBSで 2回 洗 浄 し ,3%

SDS(sodium dOdecyl sulfate,和 光純薬 ),1%

メルカプ トエ タノール ,5%グ リセロ ールを含 む

10mM トリス緩衝液 (pH6.8)に て可溶化 し,SDS―

ポリアクリルア ミドゲル電気泳動に展開 し, リガ

ン ドー受容体複合体を オートラジオ グラフィーに

て検出した。

軟骨スライスでのbFGF受 容体の検出実験は,蛋

自分解酵素阻害剤 と3M MgCIを 含 む20mM トリス

緩衝液 (pH7.4)に て30分問処置することにより内

在性の bFGFを 除去 し
18),1251_bFGF(100 cpm)と

100 ng/mlの 非標識 bFGFの 存在あるいは非存在条

件下にてインキ ュベーシ ョンした.さ らに,常 温

にて 0.15mM DSSを 添加 し上記の方法 で化学架橋

反応を行なった。
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結  果

1.軟骨細胞のbFGF受容体

軟骨細胞の bFGF受 容 体を検 出するため に ,

1251_bFGFを
添加 し4°Cで 90分 間 インキュベートし

た。1251_bFGFと 受容体をDSSを 用いて化学架橋 し

て,反応終了後 ,細 胞 を回収 し,還 元条件下で

SDS― ポリアクリルアミドグル電気泳動に展開した。

オー トラジオ グラフ ィーに よる分析 の結 果 ,

155kDと 17kDの バン ドが検出 できた (図 1-A).

17kDは bFGF自 身で 155kDは bFGF―受容体複合体を

示 している.し たがって,軟骨細胞のbFGF受容体

の分子量はおよそ 135kDで あることが判明 した。

この分子量は,線維芽細胞や他の組織で報告され

ているbFGF受容体と一致していた20.27)。

155kDの バンドは,1251_bFGFの 添加量に応 じて

増加 した (図 卜 A,B,C)。 また ,過剰量の未標識の

bFGFの添加により完全に消失 した (図 1-D,E,F).

しかし,lGF-1,EGFお よびTGF― βlを 添加 しても

bFGFの結合能には影響 しなかった (図 1-G,H,I)。

2.遠心管 軟骨細胞培養 系にお ける最終分化 と
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bFGF受容体 レベルの関連

図2は ,遠 心管軟骨細胞培養系 を用 いて bFGFの

結合能の経時的変動を示 している。bFGFの結合 は

増殖期で最も高 く,成熟期よりやや減少 しはじめ ,

最終分化が完了する20-24日 目にはほ とん ど消失

した。増殖期に相当す る培養 8日 目の細胞 と成熟

期 に 相 当す る培 養 16日 目 の細 胞 に対 し て ,

Scatchard解析 を行な うと培養 8日 目には細胞 当

た り1,900個 の受容体が存在 したが,16日 目では

800個 に減少 した。 bFGF受 容体の Kdは 増殖期 で

27pM,成 熟期 で37pMで あった。従 って,bFGF受

容体の減少は親和性の低下ではなく受容体数の減

少であることが判明 した .本 研究では ,高 濃度

(0.8M)の NaCIを 含有する緩衝液で細胞層を洗浄

したため,他 の研究で報告されているヘパラン硫

酸への低親和性の結合は検出できなかった。なお ,

軟骨細胞のヘパラン硫酸産生能は低いことが知 ら

れている .

3.軟骨細胞の ALPase活性と45caの 取 り込 みに及

ぼすbFGFの影響
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次に,遠心管軟骨細胞培養系を用いて,ALPase

活性 (図 3-A)お よび
45c aの
取 り込み (図 3-B)に 及

ぼすbFGFの 影響を検討 した。最終分化の前 (培養

8,14日 目)に bFGFを 添加すると,ALPase活 性お

ょび
45c aの
取 り込みは低下 した .し か し,最終分

化が完了 した 18日 目に bFGFを 添加 して もALPase

活性や
45c aの
取 り込みに影響 しなかった

11)。
この

分化段階に依存 した軟骨細胞の bFGF応答能の変化

はbFGF受容体レベルの変動と密接に連関していた。

すなわち軟骨細胞は最終分化するとbFGFへ の感受

性を失 った。

4.bFGF受容体の変動に及 ぼす bFGFの 影響

軟骨細胞は増殖 し,多 量の細胞外基質を産生蓄

積 した後 ,最終分化す るとともにbFGFに 対する感

受性を失った。そこで ,bFGF存在下で維持 した軟

骨細胞のbFGF受容体の変動を検討 した (図 4)。

成長板軟骨細胞に培養 12日 目よりbFGFを 添加す

るとDNA含 量 にはほとん ど影 響 しなか ったが (図

4-B),軟 骨細胞へのbFGFの 結合の減少が著 しく

遅延 した (図 4-A)。 つま り,bFGFの 添加により ,
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最終分化を抑制 した軟骨細胞では,bFGF受容体 は

減少 しなかった。なお ,こ の実験では bFGF受容体

が down― regulationか ら回復するbFGF添 加 24時

間後のbFGF結合能を測定 した。

5.関節軟骨細胞 と成 長板軟骨細胞 の最 終分化 と

bFGF受容体

関節軟骨は,他の部位 の軟骨 と異な り,負荷荷

重に耐える十分な強度が必要であり,か つ関節面

での円滑な運動を保証す るために石灰化が抑制 さ

れている。関節軟骨は,深層においては成長板軟

骨 と同様に軟骨 自身が石灰化 し,骨 と置換する。

しかし,関 節表層に分布する関節軟骨細胞は,最

終分化 も石灰化 もしない。遠心管培養系 で維持 し

た関節軟骨細胞 は成長板軟骨細胞と同様 に活発 に

増殖 した後 ,多 量の細胞外基質を産生蓄積 し成熟

軟骨細胞に分化 したが (図 5-A),ALPase活性や石

灰化を誘導せず肥大軟骨細胞にはほとん ど変換 し

なかった (図 5-B,C)。

図 5-Dは ,最終分化能のない関節軟骨細胞 と成

長板軟骨細胞のbFGF受容体の変動を示 している .
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成長板軟骨細胞ではbFGF受容体は 16日 以降急速に

減少するのに対 して,関 節軟骨細胞では全培養期

間を通じてbFGF受容体は緩やかにしか減少 しなか

つた。この結果は,成長板軟骨細胞のbFGF受 容体
の減少が最終分化に密接に連動 していることを示

唆している。

6.軟骨成長板連続ス ライスを用いたbFGF受容体

レベルの検出

軟骨細胞の最終分化に伴うbFGF受容体の減少が ,

実際に成長板軟骨で観察 されるか否かを検討す る

ために実体顕微鏡下でウサギ肋軟骨の成長板か ら

0.2mm間 隔 の連続 した スライスを分離 した (図

6-A)。 各スライスにおける肥大軟骨細胞の存在は

ALPase,舌 性を測定す ることにより検定 した (図

6-B)。 成長板では軟骨細胞が最終分化 して肥大化

すると共に,bFGFの結合が1/4に 減少した。しか

しながら,静止軟骨では場所の変化に伴うbFGFの

変動は観察されなかった (図 6-C).

図6-Dは ,増殖層 (ス ライス4),成熟層 (ス ライ
ス2),肥大層 (ス ライスo)の bFGF―受容体結合体

-22-



をDSSを 用いて検出したものである。肥大層 では

増殖層 と比較 してbFGF― 受容体複合体 のバ ン ドが

1/4以下に減少 した。すなわち成長板軟骨におい

ても,最終分化に伴 って bFGFの受容体が減少す る

ことが判明 した。

7.副 甲状腺 ホルモン受容体の生体内での分布

図7は ,ウ サギの各組織のPTH結合能の比較を示

している。ウサギ胎仔および 4週齢のウサギより ,

各 種 の 組 織 を 取 り出 し,こ れ らの 組 織 へ の
1251_PTHの

結合を検討 した。皮膚と筋肉では PTH

の結合がほとん ど検出で きなか ったが,脳 ,腎 臓

および軟骨で高 レベルのPTHの 結合が検出された。

また,胎 生期お よび出生後を通 じて成長板軟骨 に

は,最 も高 レベルの結合 が観察 された.こ の結果

は,PTHが成長板軟骨で特 に重要な役割を果た し

ていることを示唆 している。

8.遠心管軟骨細胞培 養系での副甲状腺 ホルモ ン

受容体の変動

軟骨細胞は,分子量 76kDで ,Kdが 0.7-1,l nM

のPTH受容体を細胞 lイ固当たり3.5-4万 個発現 して
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いる.ま た,軟骨細胞にPTHを 添加するとl分以内

にcAMPレ ベルが約 40倍に増加することが報告 され

ている
14).

そこで ,遠心管軟骨細胞培養系で維持 した軟骨

細胞の分化 とPTH受容体の関連を検討 した (図 8)。

遠心管軟骨細胞培養系では ,3H_チ ミジンの取 り

込みのビークが増殖期 (図 8-A),35s_硫 酸の取 り

込みのビークが成熟期 (図 8-B),ALPase活性の上

昇の ビークが肥大期 (図 5-B)に 相 当す る.PTH受

容体 レベルは,増殖期では低 く,成熟期 に相当す

る13日 目で最大 とな り,肥大期では低下 した (図

8-C)。

9.軟骨成長板連続スライスを用いた PTH受容体 レ

ベルの検出

成長板軟骨において も実際に PTH受容体が成熟

期で増加 しているか否かを成長板軟骨の連続 スラ

イスを用いて検討 した。

図 6と 同様に肋軟骨成長板の0.2mm間 隔の連続 ス

ライスを作製 し (図 9-A),プ ロテオグリカ ン合成

を検討する と,増 殖層 ,肥大層では35s_硫 酸の取
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り込みが低 レベルであったが ,成熟層 (ス ライス

3,4)に おいて高 レベルの35s_硫 酸の取 り込みが

観察 された (図 9-B)。 また, この 35s_硫 酸の取 り

込みのビークに一致 して ,ス ライス3,4に 最 も高

レベルのPTHの 結合が検 出され ,ス ライス0,1,

スライス 5-7で低下 した (図 9-C)。 一方,関 節軟

骨は
35s_硫
酸の取 り込 み もPTHの結合 も低 レベル

であった (図 9-B,C)。 従 って ,組織 レベルにおい

て も,成長板軟骨の成熟層 に ,特 に高 レベルの

PTH受容体が存在 していた。

10.遠心管軟 骨細胞培 養系での インスリン様成長

因子 -1(lGF-1)の 受容体 の検討

遠心管培養系で維持 した軟骨細胞 に
1251_lGF-1

の結合実験を行 な うと低親和性 (Kd,50nM)と 高

親和性 (Kd,0.5nM)の IGF― I受容体が検出 され た

(図 10-A)。 低親和性のものは細胞 1イ固当た り36万

個 ,高親和性のものは細胞 1イ固当たり3万 6千 個 で

あった。また,遠心管培養系の成熟期において最

も高 レベルの IGF-1受 容体が存在 してお り,増 殖

期お よび最終分化期ではその レベルが低下 した (
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図 10-B)。

H.遠心管軟 骨細胞培 養系での 1,25(OH)2D3'ト

ランスフォーミング成長因子―βlお よび上皮成長

因子の受容体の検討

遠心管培養系 で維持 した成長板軟骨細胞 と関節

軟骨細胞の 1,25(OH)2D3の 受容体の変動を検討 し

た (図 H)。 成長板軟骨細胞 の 1,25(OH)2D3受容体

は,最終分化期 で著 しく増加 したが,関 節軟骨細

胞ではほとんど検出されなかった。

1251_TGF―
β lを 用いて,遠 心管培養系で維持 し

た軟骨細胞 のTGF― β l受容体を検討す ると,分 子

量 280,97,70kDの TGF― β l―受容体複合体 が検

出できた (図 12-A)。 この TGF― βl受容体は,各 分

化段階を通 じてほとんど変動 しなかった (図 12-

B).

1251_EGFを
用いて,遠心管培養系 で維持 した軟

骨細胞の EGF受容体を検討す ると,分 子量 180kD

の EGF―受容体複合体が検出で きた (図 12-A).こ

のEGF受 容体 は ,TGF― βl受 容体 と同様に各分化

段階を通 じてほとんど変動 しなかった (図 12-B).
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考察

1.軟骨細胞 に対する bFGFの 作用

bFGFは ,Gospodarowiczに よ り脳下垂体 よ り

線維芽細胞の増殖を促進する因子として見つけ ら

れ ,そ の後中胚葉由来の多くの細胞の増殖 と分化

を制御 していることが明 らかにされた
26.27)。
また

bFGFは ,軟骨細胞の最 も強力な増殖促進因子であ

り,軟 骨細胞の分化機能を も安定化す る 1'0.17.

28ヽ 30).し か も各種の ホルモ ンと成長因子 を添加

した無血清培養系で,bFGFの みを除去すると軟骨

細胞の増殖 と基質産生が著 しく低下 して ,細胞 を

維持することができな くなった
9'20)。
さらに遠心

管培養系で,bFGFは ,増殖期の軟骨細胞の増殖 を

強力に促進 し,成熟期ではALPase活 性の誘導 と石

灰化を抑制し,肥大軟骨細胞への最終分化を抑制

した (図 3,5)。 また ,骨 折 後 の修復 の過 程 で

bFGFが 放出され ,骨細胞 ,軟骨細胞や血管内皮細

胞の増殖を促進 し,治癒を促進すると考 えられて

いる。

軟骨細胞の分化は抑制因子 と促進因子 のパラン
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スに従 って一定の速度で進行 しているが ,軟骨細

胞培養系に外因性のbFGFを 添加すると,抑制因子

と促進因子のバランスが くずれて最終分化が完全

に阻止 された (図 3,4).す なわち,本 研究 と以前

の研究の結果からbFGFは軟骨細胞の最終分化を強

力に抑制することが判明 した。

2.軟骨細胞 のbFGF受容体

軟 骨細 胞 の bFGF受 容 体を検 出 するた め に ,

1251_bFGFと
軟骨細胞を結合 させた後 ,DSSを 添加

し化学架橋 させた.反 応終了後 ,SDS― ポリアク リ

ルアミド電気泳動に展開すると,軟骨細胞には分

子量 135kDの高親和性の bFGF受容体を発現 してい

ることが明 らかとな った (図 1)。 この bFGF受容体

は,1251_bFGFの 添加量 に応 じて結合量を増 し ,

過剰量の未標識 bFGFの添加に より1251_bFGFの 結

合が阻害 された。また EGFや IGF― lな どの添加 は

1251_bFGFの
結合に影響を及ぼさなかった (図 1).

bFGF受容体には3つのサプタイプが存在するが ,

分子量 135kDの bFGF受容体は ,他の組織や細胞 で

発現 している主要なbFGF受 容体の分子量 とほぼ一
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致 していた.ま た近年 ,bFGFと アミノ酸配列の類

似 し た 蛋 白 質 が 相 次 い で 発 見 さ れ た .

acidicFGF(aFGF),KFGF(hst),int-2,FGF-5

およびKGFは ,bFGFに 対 して40-50%の相同性を も

ち,bFGF,aFGF,KFGFは 共通の受容体 に結合 す

ることが報告 されている
26.31～ 37)。

しか し,軟 骨

細胞のbFGF受 容体に ,aFGFや KFGFが結合す るか

はまだ不明である。

bFGFは aFGFや インターロイキンーlβ と同様に ,

その前駆体にシグナルペ プチ ド領域を持 たないた

め,そ の分泌機構については明 らかではない。 し

かし,軟 骨には bFGFと aFGFが存在す るので ,軟

骨細胞の特定の分化段階で ,bFGFや aFGFが 細胞

あるいは細胞外基質より遊離 して,軟骨細胞の増

殖と分化を制御すると推測 される。

bFGF受 容体 に結合 したbFGFは ,イ ノシ トール

リン酸回路を促 して , プロテインキナ ーゼ C活 性

と細胞内 Caの遊離を促進す る
38).bFGF受

容体 に

は,チ ロシンキナーゼ領域が存在 し,軟 骨細胞 培

養系に bFGFを 添加すると 160kD,90-95kDお よび

-29-



55kDの 蛋白質が2分以内に リン酸化 された 39,40)。

bFGFに よる90kD蛋 白質のリン酸化については ,

線維芽細胞 においても観察されている
40).チ ロシ

ンキナーゼ領域を欠いたbFGF受容体を導入 したア

フリカツメガエルの卵は正常な発育を営 むことが

できないと報告されているので
41),最
終分化の抑

制には ,bFGFに よるチロシンーリン酸化の充進 が

関与 しているかもしれない。

3.軟骨細胞 のPTH受容体

PTHは ,血 中カルシウム濃度 を調節する最 も古

典的なホルモ ンである。PTHは ,破 骨細胞を活性

化 し,骨 芽細胞 に対 しては ,コ ラーゲン合成 や

ALPase活性の誘導を促進する42).

種 々の組織の PTH糸吉合能を検討す ると脳 と成長

板軟骨に高 レベルの結合が観察 された (図 7).脳

におぃて PTHの結合は広範囲に分布 し,カ ル シウ

ムイオンの輸送 とアデニ レー トシクラーゼ活性 を

刺激する
43.44)。
軟骨細胞に対 してPTHは ,cAMPな

どを介してプロテォグリカンの合成を促進 し,増

殖軟骨細胞から成熟軟骨細胞への変換を促進す る
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13.45).ま た,胎 生期では増殖因子 としても働 く

14)。
遠心管培養系で PTHは ,最終分化マーカーで

あるALPase活 性の誘導 と石灰化を抑制 した
15).

これ らのPTHの 抑制作用は可逆的かつ濃度依存性

で,薬 理的な濃度 (10~8M)で 最大となるが ,生 理

的濃度 (10~10M)付 近でも有意な影響を示 した
15)。

遠心管培養系で軟骨細胞は,成熟期に相当す る

培養 14日 目にプロテオグリカンの合成の指標とな

る
35s_硫
酸の取 り込み レベルが最大とな った (図

8)。 また,成長板軟骨の連続スライスにおいても ,

成熟層で
35s_硫
酸の取 り込みが高レベルを示 した (

図9).PTH糸吉合能は,遠心管培養系で も連続スラ

イスを用いた実験でも,基質形成期で最 も充進 し

ていた (図 8,9).そ して,軟骨細胞の最終分化 に

伴い,PTH受容体は減少 した (図 8,9)。 さらにPTH

受容体 レベルの変動は,IGF― I受容体 と挙動を共

にし,軟 骨のプロテオグリカン産生能の変動と合

致していた (図 8,9,10).PTHと IGF― I受 容体の密

接な関係は,PTHと lGF― Iが 連携 して プロテオ グ

リカン合成を促進していることを示唆している。
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Canalisら の報告 によると,骨 細胞 でのPTHの コ

ラーゲ ン合成促進作用は,lGF-1の 産生を仲介 し

ており,抗 IGF― I抗 体によ って抑制された
42)。
成

長板軟骨の連続 スライスの IGF-1含量を測定す る

と増殖層 ,肥大層に比べて成熟層に高 レベルに検

出され ,軟骨細胞培養系で もPTHは IGF― Iの 産 生

を促進 した
43)。
軟骨でのPTHの 作用のすべてが ,

IGF― l産生の充進によって説明で きるか どうかは

不明だが,少な くとも一部 は IGF― l産 生の充進 と

関係しているかもしれない。

4.軟骨細胞 のホルモ ンや成長因子受容体の変動

軟骨細胞の分化段階 に応 じたbFGF受容体の変動

は,bFGFが 軟骨細胞集団全体に作用 した時 ,増 殖

および成熟軟骨細胞に対 してのみ選択的に bFGF応

答を誘導 させるために必要である。軟骨細胞が増

殖と基質合成を維持するためには,増殖 と軟骨基

質合成の最 も強力な促進因子であるbFGFの受容体

を発現 していなければな らない。同時に増殖 と基

質合成は肥大化 と両立 しえないので ,最 終分化 は

bFGFに よって抑えられている。しかしその一方で
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軟骨細胞が最終分化を阻害するbFGFに 対する感受

性が減少 しなければならないと予想 され る.本 研

究は,実際にbFGF受容体が最終分化に伴 って減少

することを証明した。

一方 ,1,25(OH)2D3は PTHと 同様 に血中 カル シ

ウム を 調 節 す る因 子 と して 知 られ て い る 。

1,25(OH)2D3の 欠乏により,成長板軟骨の小柱構

造は拡大 して不規則とな り骨への置換 も抑制され

るた めに骨格 の発育 障害 を お こす
47)。
また ,

1,25(OH)2D3は '静止軟骨細胞 にはほとんど作用

しないが ,成長板軟骨細胞に対 して多様 な作用 を

及ぼす
2)。
新生仔 ラッ トに 1,25(OH)2D3を 投与 す

ると軟骨細胞の石灰化 が充進 した
48)。
しかも,ニ

ワ トリ胚 軟 骨 の骨 端 軟骨 部 にの み 石灰 化 と

1,25(OH)2D3受容体が観察された
2).軟
骨細胞 の

肥大化と石灰化には1,25(OH)2D3受容体の発現が ,

重要な役割を果たしているかもしれない .

EGFは ,分 子量約 6,000の 単鎖ペ プチ ドで ,軟

骨細胞の増殖を促進 し, プロテォグリカン合成 ,

ALPase活性の誘導および石灰化を抑制する
49,
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50)。
軟 骨 細胞 に は他 の組織 と同様 に分子 量 約

180kDの EGF受容体が存在する (図 12-A)。 しか し

EGF受容体は各分化段階を通 じてほ とん ど変動 し

なかった (図 12-B).

A431細胞に癌誘発因子であるホルボールエステ

ルを添加 し,悪性化を誘発するとEGF受 容体 が増

加 し,リ ン酸化 も充進する
51).NRK細

胞 に EGFを

添加す ると悪性化を誘発し,こ れは TGF― β lの 添

加によ り増幅す る
52)。
また,軟骨細胞 にEGFを 添

加すると,線維芽細胞様の形態をとり, プロテオ

グリカン合成が低下す る
50)。
別の実験で軟骨細胞

の一定以上の EGF受容体数の増加は脱分化の兆候

を示す結果が得 られている (Iwamotoら ,未発表

)。

TGF― βlは分子量約25,000の 2量体ペプチ ドで ,

未分化間葉系細胞を軟骨細胞へ誘導すること,骨

近傍へのTGF― β lの局所投与が骨を誘導す ること

が知られている
53)。
また,TGF― β lは ,前 駆体 と

して血小板や骨に大量に存在するが,増 殖軟骨細

胞では細胞内に,肥大軟骨細胞では細胞外基質 に
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存在すると報告 されている
54～ 53).ま

た,発生の段

階で TGF― β lは 骨誘 導因子 (bone ttorphogenetic

protein;BMP)や bFGFと 共に形態形成 (中 胚葉 )を

誘導する。ノ′ 7ノ /θιこおいて ,TGF― β lは 単独 で

未分化間葉系細胞を軟骨へ分化 させ る。 TGF― β l

は軟骨細胞の増殖 とプロテオグリカン合成を促進

し,ALPase活 性の誘導 と石灰化を抑制す る 17)。

TGF― βlは IL-lβ による蛋自分解酵素の分泌を抑

制する。さらにTGF― βlは bFGFや血清の共存下で ,

bFGFの 増殖促進作用を増強する
28～ 30).TGF―

β l

は軟骨細胞 の分化段階の全過程 に影響 したが ,

TGF― βl受容体は変動 しなか った (図 12).受容体

が変動 しないのは,TGF― βlが ,他 の因子 の作用

を増強する性質を有 しているため,そ れ 自身の受

容体は変動 しないのか もしれない。あるいは ,

TGF― βlは EGFと 同様に通常の生理的条件では ,

軟骨の最終分化の調節に直接には関与していない

のかもしれない .

筋肉細胞は,軟骨細胞 と同様に最終分化する能

力を有し,最終分化に伴 うbFGF受容体の減少は筋
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肉細胞で も観察 される.筋肉芽細胞は,最終分化

前にはbFGF,EGF,TGF― β lお よび IGF-1の レセ

プターを発現 しているが,最終分化するとbFGF,

EGFお よび TGF― βlの受容体 も減少する57～ 50)。 そ

の逆に最終分化 によってインス リン受容体が高 レ

ベルに発現す る。また ,SH― SY5Y neuroblastoma

細胞は,最終分化によって,IGF― 日に対する結合

能力を失 うという報告がある
00)。

筋肉芽細胞が最終分化すると,融合 して巨大 な

細胞 とな り増殖能を失 う。従 って,筋肉細胞での

bFGF受容体の消失は,増殖能の消失と関係 してい

る.ま た ,神経細胞も最終分化すると増殖能を失

うので,増殖因子の受容体 レベルが低下する。一

方 ,軟骨細胞では,bFGF受 容体の減少は,増殖能

の減少だけのためではな く,む しろ最 も強力な最

終分化抑制因子への感受性をな くして最終分化 の

形質発現を保障する機構の一つを代表 している と

考えられる。

永久軟骨 ,関節軟骨 ,成長板軟骨には,bFGFが

存在することが知 られている。筆者 らの別の研究
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で ,肋 軟骨成 長 板 の各 ス ラ イスの bFGF含 量 を

radioreceptor assay法 で測定 すると,bFGFは

増殖層に多 く肥大層では著 しく減少するものの ,

なお最終分化を抑制す るのに十分な組織 lg当 た り

45ngも の高 レベルの bFGFが 存在 した (未 発表 デ

ータ).従 って,軟骨細胞は ,通常最終分化 が抑

制された状態で存在 しているが ,石灰化部位では

bFGFへの感受性をなくす必要がある。すなわち ,

成長板でのbFGFの特異的な減少は最終分化を誘導

するための重要なシグナルの一つである可能性 が

ある .
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結 論

1.bFGF受 容体は,増殖期において最 も高 レベルに

発現 し軟骨細胞 1イ固あたり1,900個 の結合部位 が

あり,Kdは 27pMであった.し かしbFGF受容体は ,

基質形成期よ り次第に減少 し,最終分化期では

ほとんど消失 した.な お,bFGF受 容体の Kdは ,

各分化段階でほとんど一定であった。

2.PTH受 容体 と IGF― I受 容体 はいずれ も成熟期 に

おいて最 も高 レベルに発現 していた。

3.1,25(OH)2D3受 容体 は,肥大期にのみ特異的に

出現 した。

4.一 方 ,TGF― β lと EGFの 受容体は各分化段階 に

おいて変動 しなかった .

以上 ,軟骨細胞の増殖 と分化 に伴 って各種の成

長因子とホルモ ンの受容体が著 しく変動すること

が初めて明 らかになった。しか も,最終分化に伴

う受容体の消失はbFGF受容体に特異的であった。

これらの受容体の変動は軟骨細胞が連続的かつ一

方向に分化 して行 くために不可欠であると推察 さ

れる。
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ReductiOn in Basic Fibroblast Growth Factor Receptor

during Terlninal Differentiation of ChOndrocytes

Atsushi SHINIIAZU

D`′αrr“′4′ οノB′οε力
`“
Jsr′ッ

α4グ Cα′ε√:θグーrFss“θソИ
`′

αbο″∫
“

θsαたαυ″′ソιrsヵッFαε
“
ルッ9ノ Dι″′′srry

f―∂, yα
“
αグαοたα, s“′′α, Osαたα5σ5,Jαρα″
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HormOnc(PTH)。 ReceptOr

ProliferatiOn and differentiation Of chondrocytes are

assOciated with skeletal growth and repairo  Many

growth factOrs and hormOnes are involved in the

contro1 0f growth and differentiatiOn of chOndrOcytes.

Basic fibroblast growth factOr(bFGF)is the mOst

potent nlitogen  for chOndrocytes.  Furthemore,  it
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stilnulates the synthesis of extracellular matrix and

inhibits  terminal  differentiation  in  chondrocyte

cultures.  In  the  present  study,  changes  in

bFGF‐ binding  capacity  of  chondrocytes  during

cytodifferentiation were exarnined using cultures of

pelleted growth plate and slices of growth plates. In

culturcs  of peneted  growth  plate  chondrocytes,

binding of 1251_bFGF  to  135‐ kE) receptors  was

observed during the rnitotic and matrix‐ forming stages

but decreased to a very low level in the hypertrophic

stageo Scatchard plot analysis showed that the decrease

in binding of bFGF was duc to a decreasc in the

number not in the affinity of the receptor. The loss of

bFGF receptor was associated with a decrease in

biological resPonses to bFGF. A rapid decrease in

bFGF binding  was  not observed with  articular

chondrocytes  which  rarely  undergoes  terFninal

differentiationo Reduction in bFGF binding receptor

during terminal difrerentiation was also demonstrated

by eXaFnination of sequential slices of growth Plates.

- 41 -



On the Other hand, receptors for parathyroid hOrmone

(PTH) and insulin‐ like growth factor‐ I (IGF‐ I)

increased in the matrix‐ for】ming stage, and decreascd

in the proliferative and hypertrophic stages.  The

receptor for 1,25‐ dihydroxychOlecalciferol

(1,25‐ dihydroxyvitalnin I)3)inCreased 40-fold during

hypertrophic stage.  The bindings  of transfOrlning

growth factor‐ beta and epidermal growth factor were

constant throughout  all  stages  of grOwth  plate

chondrocytes. These observations suggest that rapid

reductiOn in bFGF  receptors is a special event

associated with  terrninal differentiation,  and  that

modulation Of receptors for bFGF,

1,25‐ dihydroxyvitamin D3' PTH and IGF‐ I is

irnpOrtant for endochOndral bone formation.
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図の説明

図 1 ウサギ成長板軟骨細胞の 1251_bF GF―受容体

複合体のオー トラジオグラフィー

軟骨細胞の bFGF受容体を検出するために,種 々

の濃度の
1251_bFGF(2x105 cp皿 /0.4 ng-2x100

cpm/4ng)お よび非標識 bFGF,IGF-1,EGFあ るい

は TGF― β lを 添加 し4°Cで 90分間 インキュベ ー ト

した.DSSを 用いて1251_bFGFと 受容体を化学架橋

して,反 応終了後 ,細胞 を回収 し,還元条件下 で

SDS― ポリアクリルアミ ドゲル電気泳動に展開 しオ

ー トラジオグラフィーを行なった .

A;1251_bFGF(0.4ng)・

B;1251_bFGF(1.2ng)

c;1251_bFGF(4ng)

D;1251_bFGF(4ng)+bFGF(40ng)

E;1251_bFGF(4ng)+bFGF(120ng)

F;1251_bFGF(4ng)+bFGF(4μ g)

G:1251_bFGF(4ng)+IGF-1(2μ g)

H;1251_bFGF(4ng)+EGF(0.2μ g)

I;1251_bFGF(4ng)+TGF― β l(0。 2μ g)
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図2 遠心管培養系で維持した成長板軟骨細胞の

bFGF受容体 レベルの変動

A:遠心管培養系で維持 した成長板軟骨細胞の

bFGF受容体レベルを培養8日 から4日 毎に測定 した。

細胞塊は ,1251_bFGFお よび 100ngの 非標識 bFGF

を添加 し4°Cで 90分間インキュベートした。

B;増殖期に相当する培養8日 目 (左 )と 成熟期 に

相当する培養 16日 目 (右 )の 軟骨細胞の bFGF受 容

体の Scatchard解析を示す.数 値は 4イ固の培養系

の平均値土S.D。 を示す。

図3 成長板軟骨細胞のALPa se活性 と45caの 取 り

込みに対するbFGFの影響

遠心管培養系で維持した軟骨細胞のALPase活 性

(A)と
45c aの
取 り 込 み (B)に 対 す る

bFGF(0。 4ng/ml)の影響を検討した。○は対照群 ,

▲はbFGF添 加群を示す.数値は4個 の培養系の平

均値±S.D。 を示す。
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図4 bFGF受容体の変動に及ぼすbFGFの影響

A:遠心管軟骨細胞培養系に培養 12日 目より2日

毎に bFGFを 添加 し続けた群 (● )と ,対照群 (○ )

のbFGF受容体数を測定 した。

B;遠心管軟骨細胞培養系でのbFGF添 加群 (● )

と対照群 (○ )の 培養系 当た りの DNA含量の経時的

変化を示す。数値は 4イ固の培養系の平均値 ±S.D。

を示す。

図5 関節軟骨細胞と成長板軟骨細胞の最終分化

とbFGF受容体

成 長 板軟骨 細 胞 (Go C。 :○ )と 関節軟 骨 細 胞

(A.C.:● )を それぞれ遠心管培養系 で維持 し ,

DNAお よびウロン酸含量 (A),ALPase活 性 (B),

酸可溶性画分への
45c aの
取 り込 み (C),bFGF受 容

体の変動 (D)を 検討 した。

関節軟骨細胞 は,多量 の細胞外基質を産生 し成

熟軟骨細胞に分化 したが ,ALPase活性や石灰化を

誘導せず肥大軟骨細胞にはほとんど変換 しなか っ

た。bFGF受容体は,成長板軟骨細胞では16日 目以
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降急速に減少 したのに対 して,関節軟骨細胞では

全培養期間を通 じてbFGF受 容体は緩やかにしか減

少 しなか った 。数値 は 4イ固の培養 系の平 均値 ±

S.D.を 示す。

図6 軟骨成長板連続 スライスを用いた bFGF受 容

体 レベルの検出

実体顕微鏡下 で ウサギ肋 軟骨 の成長板 か ら

0.2mm間 隔の連続 したスライスを分離 し (A),最

終分化に伴うbFGF受容体の減少が,実際に成長板

軟骨で観察されるか否かを検討 した (C).各 スラ

イスのALPase活性を測定することにより肥大軟骨

細胞の存在を検定 した (B)。 増殖層 (ス ライス4),

成熟層 (ス ライス2),肥大層 (ス ライス0)の bFGF―

受容体結合体を非標識のbFGFの存在 (+)あ るいは

非存在 (― )の条件にてDSSを 用いて検出した (D)。

数値は4イ固のスライスの平均値 ±S.D.を 示す。

図7 副甲状腺ホルモン受容体 の生体内での分布

ウサギ胎仔および4週 齢のウサギより,各 種の
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組織を取 り出 し,こ れ らの組織への1251_PTHの 結

合を検討した.数値は3回の実験の平均値を示す。

図8 遠心管軟骨細胞培養系での副甲状腺 ホル

モン受容体の変動

遠心管培養系で維持 した軟骨細胞のPTH受 容体

レベルの変動を検討 した。遠心管培養系で ,3H_

チミジンの取 り込みの ビークが増殖期 (A),35s_

硫酸の取 り込みの ビークが成熟期 (B),ALPase,舌

性の上昇のビークが肥大期 (図 5-B)に相当する。

PTH受容体 レベルは,増 殖期では低 く,成熟期

に相当する 13日 目で最大 とな り,以 降は低下 した

(C)。 数値は4イ固の培養系の平均値±S,D。 を示す。

図9 軟骨成長板連続 スライスを用いた PTH受容

体 レベルの検出

肋軟骨成長板の0.2mm間隔の連続 スライスを作

製 し (A),各 スライスヘの35s_硫酸の取 り込み (B)

およびPTH受容体 レベルの変動 (C)を 検討 した。

PTH受容体は ,ス ライス3,4に 高 レベルに検出
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され ,ス ライス0,1,ス ライス5-7で 低下 してい

た。これは ,連続 スライスヘの35s_硫 酸の取 り込

みの ビークに一致 していた。Aは ,関節軟骨を示

す。数値は3回 の実験の平均値 ±S.D.を 示す。

図 10 遠心管培養系でのインス リン様成長因子…1

(IGF-1)受容体

A;成長板軟骨細胞 に1251_IGF― Iお よび非標識

IGF― I(100pg-lμ g)を 添加 し4°Cで 3日寺間 インキ

ュベー トし IGF-1受容体の Scatchard解析 を行 な

った。

B;遠心管培養系における軟骨細胞の IGF-1受 容

体の経時的変動を測定 した。

数値は 4イ固の培養系の平均値 ±S,D.を 示す。

図H 遠心管軟骨細胞培養系での 1,25(OH)2D3受

容体

成 長板軟骨細胞 (G.C.:○ )と 関節軟骨 細 胞

(A.C.:● )の 細胞質画分を3H_1,25(OH)2D3と イ

ンキ ュベ ートして 1,25(OH)2D3受容体の経時的変
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動 を測 定 した 。数値 は 4個 の培養 系の平 均値 ±

S.D.を 示す。

図12 トラン スフォー ミング成 長因子 ―β lお よ

び上皮成長因子受容体

A;培 養 8日 目と16日 目のEGF(左 )と TGF― βl受

容体 (右 )を 検出 した。

EGF受容体の検出は,1251_EGFと 非標識の EGFの

存在 (+)あ るいは非存在 (― )の条件にて,軟骨細

胞を 4°Cで 2日寺間インキ ュベー トした。

TGF― βl受 容体 の検 出は ,1251_TGF― β lと 非標

識の TGF― βlの 存在 (十 )あ るいは非存在 (― )の 条

件にて 4°Cで 90分 間インキュベ ートした。
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