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論文内容の要旨

【緒言】

成長期の個体が高線量のX線に被曝すると骨の長軸方向の成長が抑制されることは古くから知られている。 X線照

射された骨を組織学的に観察すると，骨の伸長に重要な働きを担っている成長板軟骨に顕著な変化が生じている。 し

たがって， X線照射による骨の伸長抑制は，成長板軟骨の障害に起因すると考えられるが この詳細なメカニズムに

ついては未だ不明である。

成長板軟骨において軟骨細胞は盛んに増殖を繰り返した後に基質を豊富に産生し引き続き肥大軟骨細胞へと

変化するo 次いで，細胞外基質に石灰化を誘導し，毛細血管，破骨細胞の侵入により石灰化軟骨基質は新生骨へと置

き替わるO このように成長板軟骨は一連の分化段階の細胞から構築されており，これらの細胞の増殖，分化の速度は

長幹骨の伸長速度と連動しているo したがって， X線照射による成長板軟骨の障害機構を解明するためには，それぞ

れの分化段階の成長板軟骨細胞集団にX線を照射し その後の分化機能の変化を追跡する必要がある。そこで本研究

では， in vitro において一連の成長板軟骨細胞の分化を忠実に再現できるウサギ成長板軟骨細胞培養系を用い，各分

化段階における成長板軟骨細胞のX線感受性を解析した。

【方法】

1 )ウサギ成長板軟骨細胞培養系

生後 4 週齢のウサギ肋軟骨から単離した成長板軟骨細胞を H型コラーゲンにてコートしたプレート上に5.5万個/

cnfの高密度で、播種し 10%牛胎仔血清を含む αMEM 培地にて培養した。

2) X線照射条件

目立小動物X線照射装置を用い，線量率25cGY /min，管電圧130kV，管電流 3mA (半価層O.lmm銅， 0.5mm アルミ

ニウム)にて 1 から 10Gy の X線照射(一回照射)を行った。増殖期終了直後(培養 4 日目)，基質形成期(培養 8 日

目) ，そして最終分化，石灰化については肥大化期(培養15 日目)に照射し成長板軟骨細胞の機能に与える影響を調

べた。

3) 軟骨細胞の機能分析

軟骨細胞外基質の主成分である E型コラーゲンおよびプロテオグリカン (PG) の合成および蓄積を検討した。最

終分化に関しては，アルカリフォスファターゼ (ALPase) 活性と X型コラーゲンの発現を検討し 細胞外基質の石
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灰化はカルシウム含量および合成能を測定した。カルシウムの取り込み， PGの合成はそれぞれ[45CaJ ， [おSJ 硫酸に

てパルスラベルし，放射活性を測定した。 PG の分解は， [35 S J 硫酸にてグリコサミノグリカン基質をプレラベルし

培地中に放出される放射活性を追跡した。

【結果】

E型コラーゲンプレートに播種した軟骨細胞はコンフルエントに達する 4 日目までは活発に増殖して，それ以降，

球形の成熟軟骨細胞へと分化した。軟骨細胞の成熟化に伴い，細胞層への[おSJ 取り込み能は約10倍増加した。培

養10日目頃より，軟骨細胞のアルカリフォスプァターゼ (ALPase) 活性の急激な上昇と細胞の肥大化が起こった。

培養30日までに石灰化物の沈着が観察された。

軟骨細胞が成熟軟骨細胞へと分化を開始する 4 日目に， 1 から 10Gy の X線を照射すると，照射直後より線量依存

的に PG 合成能の低下および、培地中への PG リリースの増加が認められた。また， 10Gy の X線を照射すると，細胞あ

たりの PG 量は培養25 日目には非照射群の約20% と低値であった。さらに10Gy 照射群においては培養15 日目の X型

コラーゲンの産生をほぼ完全に抑制し， ALPase 産生は非照射群の約40%に低下した。培養33日目のカルシウム沈着

量は非照射群の160μg/mg蛋白量に対して10Gy 照射群では70μg/mg蛋白量であった。

成熟軟骨細胞(培養 8 日目)への10Gy 照射は，細胞の PG 合成には影響しなかった。しかし， PG の培地中へのリ

リースの増加が観察され，結果として細胞層の PG 量は培養25 日目には非照射群のそれに比べて60%に低下した。培

養15日目における X型コラーゲンの産生は影響を受けなかったが ALPase 活性 カルシウム沈着量はそれぞれ非照

射群の70% ， 63%に低下した。

培養15 日目の肥大化軟骨細胞に対して l から 10Gy の X線照射は， PG ， X型コラーゲン， ALPase の産生には影響

を与えなかった。しかし， [45CaJ の取り込みは有意に低下した。培養33 日目における石灰化物の沈着量は非照射群の

71%であった。

いずれの分化段階の軟骨細胞に l から 10Gy の X線を照射しても E型コラーゲン産生は全く影響がみられなかった。

【考察】

今回の研究で， X線照射が成長板軟骨細胞の基質合成，および基質の分解，肥大化，石灰化を抑制することが判明

した。 X線照射が成長板軟骨細胞の増殖を抑制することは既に報告されており，今回の実験結果と合わせると， X線

照射は成長板軟骨細胞のほとんどの分化機能を直接障害しうることが明らかになった。したがって， X線照射によっ

て引き起こされる成長板の組織変化の大部分はX線の成長板軟骨に対する直接的な効果によると考えられる。

成長板軟骨細胞は成熟化とともに増殖を停止するが，さらに肥大化して，石灰化を誘導する。 10Gy の X線照射は

増殖の停止した肥大軟骨細胞のその後の石灰化誘導を抑制したことから， X線照射は増殖とは無関係に軟骨細胞の分

化機能を障害しうることが判明した。

本実験系では成長板軟骨細胞は分化が進むにつれて， X線抵抗性を示した。しかし一度成長板軟骨細胞がX線照

射による障害を受けるとその後の分化機能の発現は実験期間を通じて完全に回復することはなかった。このことはX

線に被曝した細胞が成長板に存在する限り，照射による影響は持続することを示唆するものである。

論文審査の結果の要旨

放射線照射による内軟骨性骨形成障害機構を追究するためには，成長板軟骨細胞の増殖のみならず分化機能に及ぼ

すX線照射の影響を解明する必要がある。本研究では，成長板軟骨細胞培養系の種々の分化段階に X線を照射し，そ

の分化機能に与える影響を検討した。この結果， X線照射により成長板軟骨細胞のほとんどの分化機能が直接的に障

害され，また，その障害程度はX線照射の時期が遅くなるとともに減少することが判明した。以上の研究は，成長板

軟骨細胞の分化過程における X線照射の直接的な影響を明らかにし，人体硬組織成長発育に関する放射線生物学的研

究に新しい知見を加えるものとして価値ある業績であり，博士(歯学)の学位請求に十分値するものと認められる。
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