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論文内容の要旨

【目的】

長管の形成にみられる内軟骨性骨化は未分化問葉細胞の凝集， 軟骨細胞への分化， 軟骨細胞の成熟・石灰化を経

て骨組織へと置換される一連の細胞分化である O 軟骨細胞や骨芽細胞の細胞分化についての研究は広く行われている

ものの，内軟骨性骨化の初期の変化である未分化問葉細胞から軟骨細胞への分化に関する研究は少ない。この研究の

進展には in vitro で軟骨細胞への分化能を有する安定した細胞株の樹立が期待される。

一方，骨基質中から分離された骨形成因子 (Bone Morphogenetic Protein: BMP) は，筋組織内に埋入すると内軟

骨性骨化に類似した軟骨・骨形成を誘導する生物活性を有した蛋白である o BMP は胎生期の軟骨・骨形成過程や骨

折治癒過程にもその発現が認められることから，軟骨・骨形成に深く関与しているとされているO これらのことから，

軟骨細胞分化誘導の機序を明らかにするのに， BMP は適した分化誘導剤と考えられるO

さこで.本研究では内軟骨性骨化の理解を深めるために， BMP に応答して軟骨細胞へ分化する過程を詳細に検討

し得る軟骨前駆細胞の培養系を確立することを目的とした。

【研究方法】

1) 軟骨細胞に分化する間葉細胞の分離:ラット胎児筋組織より酵素消化法によって分離された問葉細胞を限界希釈

法によりクローニングした。得られた各クローン細胞を寒天培地中で recombinanthuman BMP-2 (rhBMP-2) を添

加して 2 週間培養後，トルイジンフ

結果，最も高い分化能を有するクロ一ンを RMD一1 細胞と名付けて以下の実験に用いたO さらに，軟骨細胞への分化

を細胞の超微形態およびグルコサミノグリカン (GAG) 合成量ならびにそのプロテオグリカンモノマ一分子量の変

化で評価した。また未分化な本細胞についてはその超微形態を観察し， α-smooth muscle actin (SMA) の発現を

検討した。

2) 単属培養系での培養法の確立と軟骨細胞への分化過程の検討:軟寒天培養よりも簡便かっ詳細に分化過程が検討

できる単層培養系での培養条件を検定するために， rhBMP-2 濃度 1 型コラーゲン基質，細胞播種密度および血清濃

度について検討した。また細胞分化過程におけるグリコサミノグリカン (GAG) 合成量 DNA 合成およびオートラ

ジオグラムとイムノプロット法による E型コラーゲン産生について検討した。さらに軟骨細胞分化過程のマーカーで

ある Aggrecan ， n ヰ1) コラーゲンおよびアルカリホスファターゼ (ALPase) の mRNA の発現をノーザンプロット法
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で検討した。

【結果】

1) RMD-1 細胞は未分化な超微形態を示し， SMA を発現していた。

2) 本細胞の軟寒天培養において， 100ng/ml の rhBMP-2 添加ではトルイジンブルー染色で異染色性を示す小コロ

ニーが形成された。この条件で，本細胞の GAG 合成は対照の10倍まで増大し，平均分子量約2000kDa のいわゆる軟

骨型フ。ロテオグリカンを産生していた。

3) 単層培養系における軟骨細胞分化に適した本細胞の培養条件は I 型コラーゲン基質上で2.5X 10 5 個/cnf 以上の細

胞密度で播種し 100ng/ml の rhBMP-2 を添加して0.5'" 2 %の低血清濃度で培養することであった。本条件下の培養

では RMD-1 細胞は rhBMP-2 の 12時間から24時間の作用で軟骨細胞へと誘導され， 8 日目には培養皿全面の細胞が

軟骨細胞に分化した。この分化過程において合成されるコラーゲンは I 型から E型へと変化した。

4) この単層高密度培養で，本細胞の DNA 合成は rhBMP-2 により 2 日日まで促進され，その後は逆に抑制された。

この DNA 合成を完全に阻害しても軟骨細胞分化がみられたことから，本細胞は rhBMP-2 によって軟骨細胞分化の

方向づけを受けた後に細胞増殖することが示唆された。

5) この単層高密度培養で，本細胞は 2 日目には Aggrecan ， n 型コラーゲン mRNA を発現し， 6 日目以後にその発

現量は増大した。一方， ALPase mRNA は培養 2 週間頃より発現量が増大した。さらに，低密度培養に比べて高密度

培養では ß. アクチンの発現量は大きく減少し軟骨細胞への分化がすすむにつれ，さらにその発現は減少した。

6) 本細胞は軟骨細胞分化能を有したまま 25代以上の継代培養が可能であった。

【結論】

RMD-1 細胞はその細胞表現形から， rhBMP-2 Iこ応答して 1 日以内に軟骨細胞への分化の方向づけを受けて分化を

開始する軟骨前駆細胞であることが示唆された。また， rhBMP-2 の作用による本細胞の増殖は細胞高密度条件を一

層促進することとなり この条件がアクチンの発現をより抑制して，軟骨細胞分化を促進することが示唆されたO

RMD-1 細胞の軟骨細胞分化過程は内軟骨性骨化に類似しており，本細胞を用いた単層高密度培養実験系は内軟骨性

骨化の初期の軟骨細胞分化を検討するための有用な実験系であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

本論文は軟骨内骨化機構を理解する目的で，骨形成因子 2 (rhBMP-2) の作用によって軟骨細胞へ分化する未分化

問葉細胞株の樹立を試み，得られた細胞の軟骨細胞への分化過程について検討したものである O

その結果，ラット胎児筋肉組織から分離された未分化問葉細胞株;RMD-1 細胞は 1 型コラーゲン基質上で高密度

に培養すると， rhBMP-2 に応答して軟骨細胞に分化する軟骨前駆細胞であることが明らかとなった。さらに，

rhBMP-2 の作用による RMD-1 細胞の増殖・分化過程は軟骨内骨化にみられる軟骨細胞の分化・成熟に類似したも

のであることが示唆された。

この業績は未分化問葉細胞が軟骨細胞に分化する初期の過程を検討し得る有用な実験系を確立したものであり，軟

骨内骨化を理解する上で、有益かっ多くの新しい示唆を与えるものである。よって，本研究者は博士(歯学)の学位を

得るに十分な資格ずあるものと認める。
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