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論文内容の要旨

[目的]

軟骨組織には塩基性線維芽細胞成長因子 CbFGF) が含まれ，軟骨細胞の増殖制御に重要な役割を演じていること

が知られている。一方，鈴木らはウシ胎仔軟骨より抽出される低分子量蛋白質成分が培養軟骨細胞のプロテオグリカ

ン合成ならびに DNA 合成を促進することを明らかにしてきた。さらに， この蛋白質成分が bFGF の存在下に培養

軟骨細胞の DNA 合成を相乗的に促進することから，軟骨組織中には bFGF と異なる未知の成長因子が存在してい

ること指摘した。本研究では，ウシ胎仔骨端軟骨抽出物からこの活性因子を完全精製して Chondromodulin-I

CChM-I)と命名し，その前駆体 cDNA をクローニングして ChM-I の全一次構造を決定した。

[方法と結果]

ウシ胎仔四肢の骨端軟骨組織を採取して， 1M グアニジン塩酸中で抽出した。次に，アセトン分画，限外濃過に

より分子量1O-50kDa 画分を得た。さらに，ゲル慮過，ヘパリン親和性カラムクロマトグラフィー，逆相 HPLC を

組み合せて ChM-I を完全精製した。 ChM司I は， SDS- ポリアクリルアミドゲル電気泳動上，見かけの分子量約25

kDa を示す Coomassie Brilliant Blue に低染色性の幅広いバンドを示す糖蛋白質であった。精製 ChM-I をウサギ

成長軟骨培養系に添加するとプロテオグリカン合成，及び DNA 合成が促進された。また， ChM-I は bFGF の存在

下に相乗的に DNA 合成を促進した。

次に，精製 ChM-I 末端のアミノ酸配列およびエンドぺプチダーゼ消化断片のアミノ酸配列をエドマン分解法によ

り決定した。これらのアミノ酸配列をもとに，ウシ骨端軟骨 cDNA を PCR 法により増幅して ChM-I cDNA 部分

断片を得た。さらに， この cDNA 断片をプローブにしてウシ胎仔骨端軟骨 À gtlOcDNA ライブラリーをスクリーニ

ングして完全長 ChM-I cDNA をクローニングしたo cDNA の塩基配列から ChM-I は， 335残基のアミノ酸からな

る膜蛋白質型前駆体の C 末端部分を121残基としてコードされていることが明らかとなった。

ノーザンプロット解析により発現組織を検索したところ，軟骨には約1. 7kb の ChM-I mRNA が高レベルで発現

していることが明らかになった。これに対して，脳，骨格筋，腎，肝など軟骨以外の組織での発現は検出できなかっ
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た。次に，抗 ChM-I ペプチド抗体を作成してウシ胎仔尾骨における ChM-I 遺伝子の発現局在を検索した。その結

果， ChM-I は軟骨組織に広く発現し軟骨細胞外基質に分泌，蓄積されていることが明らかになった。特に，骨端

成長板では，増殖軟骨細胞層から肥大化軟骨細胞層にかけて ChM-I 遺伝子の明らかな発現増強が認められた。興味

深いことに，石灰化軟骨細胞層では ChM-I の発現は消失していた。

[考察と結論]

本研究により，長らく実体が不明であった軟骨組織中の成長因子 Chondromodulin-1 (ChM -1) を完全精製するこ

とに成長し，その実体を分子レベルで明らかにした。すなわち， ChM-I は見かけの分子量約25kDa の糖蛋白質でウ

サギ成長軟骨培養系のプロテオグリカン合成ならびに DNA 合成を著明に促進した。 ChM-I 前駆体 cDNA のクロー

ニングに成功して，その塩基配列から前駆体蛋白質の全一次構造を明らかにしたo ChM-I の発現は成熟した軟骨細

胞に特異的で，軟骨細胞で生合成された ChM-I は，細胞外基質に分泌蓄積されることが判明した。特に，骨端成

長板の増殖軟骨細胞層から肥大化軟骨細胞層にかけて発現増強が認められること，石灰化軟骨細胞層で発現が消失す

ることなどから， ChM-I が内軟骨性骨形成の過程でも重要な役割を担っていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

軟骨細胞は自ら増殖・分化制御因子を産生していると推測されていたが，その実体は長らく不明のままであった。

そこで田中君はウシ胎仔軟骨より未知の因子の探索を試みた結果，分子量が約25kDa の糖蛋白質でウサギ成長軟骨

細胞培養系のプロテオグリカン合成および DNA 合成を著明に促進する新規因子の完全精製に成功しこれを Chon­

dromodulin-I CChM-D と命名した。さらに ChM-I 前駆体 cDNA の分子クローニングにも続けて成功し，その塩

基配列から前駆体蛋白質の全一次構造を明らかにした。

ChM-I の発現は軟骨組織に特異的であり，骨端成長板の増殖軟骨層から肥大軟骨層にかけて強く発現しているこ

と， しかし石灰化軟骨層ではその発現が消失していることを明らかにした。従って ChM-I が内軟骨性骨形成の過程

でも重要な役割を担っていることが示唆された。以上のように本論文は軟骨細胞の増殖・分化の制御機構を解明する

上で，重要かっ，新たな知見を加えたものであり，博士(学術)の学位請求に十分値するものと認める。
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