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論文内容の要旨

【目的】

骨膜は骨の横径成長や骨折治癒において重要な役割を担っている。骨折治癒過程では，骨膜由来細胞が軟骨や骨に増

殖・分化していくが，それにはさまざまな因子が調節し in vivo の系ではそれぞれが複雑に関連していると推測され，

その個々の作用を調べることは難しい。骨膜の高密度培養系は骨膜に存在する未分化な細胞が増殖しさらに軟骨や骨

に分化していく過程が観察できる優れた in vitro のモデルである。 transforming growth factor 一 β(TGF 一 β) や

bone morphogenetic protein (BMP) の骨や軟骨に対する作用が最近報告されているが，骨膜に存在する未分化な

細胞に対する作用は明かではない。本研究の目的は， TGF-β と BMP が未分化な骨膜細胞の増殖・分化に及ぼす作

用を明かにすることである。

【方法】

ヒヨコ腔骨骨膜から分離した骨膜細胞を高密度に播種すると細胞は増殖して重層し培養の上層は骨組織に，下層は肥

大軟骨へと最終分化する。この培養系に O.Ol-10ng/ml のブタ血小板由来の TGF-β1 および 1-100ng/ml の

ヒトリコンビナント BMP-2を培養初期より持続的に作用させ経時的に組織学的検討を行った。さらに軟骨特異的プ

ロテオグリカンである Aggrecan およびE型コラーゲンの抗体を用いて軟骨分化を，また bone Gla protein (BGP) 

の抗体を用いて骨への分化を免疫組織化学的検討を行った。軟骨形成のタイムコースを調べる目的で RT -PCR法を

用いて E型コラーゲン mRNA の遺伝子発現を経時的に調べた。また，軟骨基質合成の指標としてのウロン酸含量，

DNA 量，アルカリフォスファターゼ活性，カルシウム含量を経時的に定量した。

【結果】

コントロールでは培養当初，骨や軟骨のマーカーで陰性の線維芽細胞様の細胞が培養8 日目で， Aggrecan およびE

型コラーゲンで陽性を示す軟骨に分化する。また培養 12 日目頃から BGP で陽性を示す骨に分化する。 TGF 一 β を

添加すると Aggrecan の発現は促進され， BGP の発現でみた骨形成は抑制された。一方， BMP 一 2 を添加すると培

養辺緑部では骨形成が，培養中央部では軟骨形成が主として見られたが，コントロールに比し骨形成は促進され，軟骨
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形成には明白な作用を及ぼさなかった。 E型コラーゲン mRNA の発現は， TGF-ß により時間的に早められたが，

BMP-2ではコントロールと変化はなかった。ウロン酸含量は， TGF-β により増加したが， BMP-2 ではコントロー

ルと変化はなかった。 DNA 量でみた増殖は，それぞれ抑制された。アルカリフォスファターゼ活性は， TGF-ß によ

り抑制され， BMP-2 では骨形成に先立つ時期で促進された。カルシウム含量は， TGFー β により抑制されたが， BMP

-2 では促進された。

【総括】

TGFー β は骨膜細胞の軟骨への分化を BMP-2 は骨への分化を促進した :TGF-β は軟骨形成を時間的にも量的に

も促進させる一方で，骨形成を抑制した。また BMP-2 は軟骨形成に影響せず骨形成を時間的にも量的にも促進させ

た。今回の結果により，骨膜が重要な役割を果たす骨の横径成長や骨折治癒過程で TGF-β は軟骨への分化において，

BMP-2は骨への分化において重要な役割を果たしていると考える。

論文審査の結果の要旨

骨の横径成長や骨折治癒において重要な役割を担っている骨膜の増殖および分化調節に関する活性因子の効果はま

だあきらかになっていない。本研究は骨膜の高密度培養系を用いて骨膜に存在する未分化な細胞の増殖や軟骨，骨への

分化過程に対する活性因子 (TGF-β ， BMP-2) の効果を in vitro で観察したものである。 l 週令 chick 臆骨骨膜

をコラゲナーゼ処理して得た骨膜細胞を高密度 (2.0XI0 6 cells/ml)に培養すると未分化な線維芽細胞様の細胞が増

殖して重層し培養の上層は骨組織に，下層は肥大軟骨へと最終分化する。ここに TGF一 β を添加すると骨膜細胞の軟

骨への分化を促進した。一方， BMP-2を添加すると骨膜細胞の骨への分化を促進した。この事実は骨膜が重要な役割

を果たす骨折治癒や脚延長における TGF-βや BMP-2 によるコントロールの可能性を示唆するもので，将来難治性

の偽関節や脚延長を治療できる可能性を明らかにしたことに関して大変有意義であり，学位に値すると考える。
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