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論文内容の要旨

椎間板は中央に髄核が位置し、その周囲を線維輪が層状に取り囲む形で構成されるが、加齢による椎間板の変性は

椎間板におけるプロテオグリカン合成の低下と密接に関わっているo プロテオグリカンは主に髄核で合成され脊椎に

おける庄応答を担っている。プロテオグリカン合成の調節因子の 1 つに Transforming growth factor-β1 (TGFｭ

β1 )があるが、椎間板細胞においても TGFーβl の刺激によりプロテオグリカン合成を促進させることが報告さ

れている o しかし実際に TGF-β1 及びそのレセプター (TβRs) の遺伝子発現を椎間板組織で碓認した報告は無

く、また加齢との関係も明らかではない。今回我々は椎間板組織での TGF-β1 の遺伝子発現と加齢に伴う発現ノf

ターンの変化、さらに TGF-β1 のプロテオグリカン合成への影響を確認する目的で本研究を行った。

【方法】

8 週齢、 40週齢、および120週齢のラット尾椎を用いて、それぞれの髄核、線維輪より直接 RNA を抽出し TGF一

β1 及びそのレセプターの遺伝子レベルでの発現を RT-PCR 法にて確認した。また各週齢の頚椎組織標本を用い

て TGF一 β1 の免疫組織化学染色を施行しタンパクレベルでの発現を確認した。さらに各週齢の髄核及び線維輪の

細胞を単層培養して、培養上清中への TGF-βl の分泌能を培養 1 日目から 5 日目まで蛋白レベルで測定した。次

に各週齢の培養細胞に TGF-ﾟ 1 をO.lng/ml,_ 100ng/ ml の量で刺激してプロテオグリカン合成を測定した。ま

た各週齢の培養細胞に対する TGF-β1 刺激の有無でのプロテオグリカン合成を Toluidine blue 染色で確認した。

【成績】

1) RT-PCR 法による遺伝子レベルでの検討では、髄核においては 8 週齢の細胞で TGF一 β1 とレセプターの強

い発現を認めたが、加齢に伴い TGF一 β1 と 1 型レセプター (TβR- 1) の発現が低下していた。 2 型レセプ

ター (TβR- ll) の発現には差は無かった。また線維輪においては TGF-βl 及び TβRs の発現を僅かに認

める程度で、加齢に伴う変化は無かった。

2 )頚椎組織標本を用いた TGF- ﾟ 1 の免疫組織化学染色によるタンパクレベルでの検討でも、 RT-PCR の結果

と同様に髄核組織において TGF- ﾟ 1 の発現は加齢とともに低下していた。

3 )培養細胞における TGF-β1 の培養上清中への分泌量は、各週齢の細胞で時間依存性に上昇しており、椎間板

細胞自身による TGF一 β1 の分泌が確認された。しかしながら TGF一 β1 の分泌能は加齢とともに低下してい
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Tこo

4) 椎間板細胞の TGF-β1 刺激によるプロテオグリカン合成は各週齢の細胞で TGF-β1 の量依存性に促進され

ていたが、プロテオグリカン合成の TGF一 β1 に対する応答性は加齢とともに低下していた。

5) Toluidine blue 染色では、 TGF-βl で刺激した細胞群で異染性染色を認め、盛んなプロテオグリカン合成を

示唆する所見が確認された。

【総括】

ラット椎間板における TGF-β1 および TGF-ﾟ 1 レセプターの加齢に伴う遺伝子発現の変化と TGF一 β1 に

よるプロテオグリカン合成の加齢に伴う変化について検討した。得られた成績は次のようにまとめられる。

1 )椎間板の細胞において TGF一 β1 および TGF-β1 レセプターの発現を確認した。しかしながら髄核では加齢

に伴い TGF-β1 と TβR- 1 の発現が低下していた。

2) 椎間板の TGF-β1 刺激に対するプロテオグリカン合成の応答性は加齢に伴い低下していた。

3 )これらの実験結果より TGF-β1 は椎間板細胞でのプロテオグリカン代謝における autocrine/paracrine 

regulator であると考えられた。また加齢に伴う椎間板のプロテオグリカン合成の低下は、髄核での加齢に伴う

TGF一 β1 および TGF一 β1 レセプターの発現の低下によって生じるものと考えられた。

論文審査の結果の要旨

加齢による椎間板の変性はプロテオグリカン合成の低下と密接に関わっているo 椎間板は中央に髄核が位置し、そ

の周囲を線維輪が層状に取り囲む形で構成されるが、プロテオグリカンは主に髄核で合成され脊椎における圧応答を

担っているo 今回我々は、軟骨におけるプロテオグリカン合成調節因子の l つである Transforming growth factorー

β1 (TGF一 β1 )およびそのレセプターの椎間板での加齢に伴う発現の変化を遺伝子レベルおよびタンパクレベ

ルで調査したo また TGF一 β1 の刺激による椎間板でのプロテオグリカン合成の加齢に伴う変化についても調査し

Tこ。

結果、椎間板では髄核組織において遺伝子レベル及びタンパクレベルで TGF-β1 とその 1 型レセプターは加齢

に伴い発現が低下していた。さらに髄核の細胞の TGF一 β1 刺激によるプロテオグリカン合成は、 TGF一 β1 の刺

激量依存性に充進していたが、その応答性は加齢とともに低下していた。これは 1 型レセプターの発現低下によるも

のと考えられた。

今回の研究は、 TGF一 β1 は椎間板細胞でのプロテオグリカン代謝における autocrine/paracrine regulator で

あり、また加齢に伴う椎間板のプロテオグリカン合成の低下のメカニズムの 1 っとして、髄核での加齢に伴う TGF

β1 および TGF一 β1 レセプターの発現の低下を示唆したはじめての報告である。これは大阪大学博士(医学)の

学位授与に値すると考える。
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