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軟骨性腫瘍に お けるIX 型 コ ラ ー ゲ ン の 分布特性

金沢大学医学部病理学第 一 講座 く主任 二 中西功夫教授う

川 島 篤 弘

く平成 3 年 1 月2 1 日受 付1

1 77

軟骨性腫 瘍 に お ける 問質の 性状 ． 特に工X 型 コ ラ ー ゲ ン の 分布特性 を内軟骨腫 7 例 ， 軟骨肉腫1 0 例

に つ い て胎児軟骨 と比 較し て 検討 した ．
ヒ ト胎児お よ びノJ l 児の 肋 軟 骨 か ら 精製 し た工X 型 コ ラ ー ゲ ン を

ラ ッ トに 免疫 し て工X 型 コ ラ
ー

ゲ ン に 特異的な抗体 を作製 し ． 本抗体と ， 既 に作製済み の 抗工 型 ，
n 型 ，

m 型 ， V 型 お よ びVI 塾 コ ラ ー

ゲ ン の 抗体 を用 い て そ の 局在 に つ い て 観察し た ． 胎 児軟骨 では ．
H 型 お よ

び工X 型 コ ラ ー ゲ ン が軟骨基質に 均等 に び ま ん 性に 分布し ， 軟骨細胞の 周囲 に はIX 型 コ ラ ー ゲ ン が局在 す

る 特徴が あ っ た ． 工型 ，
1工l 型お よ び V 型 コ ラ ー ゲ ン は陰性で あ っ た ． 内軟骨腫 お よ び軟骨肉腰異型度 1

の 基質は胎児軟骨 と ほ ぼ同様の 性状 を示 し たが ，
1 X 型 コ ラ

ー ゲ ン が 不 規則 に 分布す る傾向が あ っ た ． 軟

骨肉腫 で は ． 組織学的異 型 魔の 増加 と と も に 問質型 コ ラ ー ゲ ン H 型 ．
IIl 型 ．

V 型1 が 沈着 し ，
VI 型 コ

ラ ー ゲ ン が び ま ん性 に 出現 し ， l X 型 コ ラ ー ゲ ン は H 型 コ ラ ー ゲ ン と と も に 減少 し弱陽性 に 染め 出さ れ る

に す ぎな か っ た ． 従 っ て ，
腫瘍性軟骨の 特徴 は ，

H 型 コ ラ ー ゲ ンの 免疫染色性の 減弱化に 先立ちIX 型 コ

ラ
ー

ゲ ン が 不均等に 分布 す る こ と ，
並 び に 組織学的異型度の 増加 と と も に 本来 の 軟骨性 コ ラ ー ゲ ン に

代 っ て 非軟骨性問質塾 コ ラ ー ゲ ン が沈着 す る こ と で あ っ た ． ま た
，
軟骨性腰 瘍 に お ける 問質構成分の 多

様性が悪性度の 指標と な る可 能性 が示 唆 き れ た ．

K e y w o r d s c h o n d r o s a r c o m a ， e n C h o n d r o m a ， C Oll a g e n ， i m m u n o h is t o c h e m is
－

t r y

軟骨コ ラ ー ゲ ン の 構成要素の叩
一

つ で あ る工X 型 コ ラ
ー

ゲ ン は
，
4 個の 非 ヘ リ ッ ク ス 領域 くN CI J

b N C 射 と

C O L l
，
C O L 2

，
C O L 3 の 3 個の ヘ リ ッ ク ス 領域 を も つ

フ ァ シ ッ ト tfib ril a s s o ci a t e d c oll a g e n w ith i n t e r r u ．

p t ed tri pl e h e li x ， F A C I T l コ ラ
ー ゲ ン で あ り

1
Lr l

くl 乱 打 2 く1Xl ，
ぽ 3 く工礼 の 3 本の 異な っ た 庇 鎖よ り

構成さ れ て い る
1－2，

． IX 型 コ ラ ー ゲ ン は
，
H 型 と X 工 型

コ ラ ー ゲ ン に よIrプ形 成 され る コ ラ ー ゲ ン 細線推上 に 規

則的 に 配列 し
3 ト 5，

， 線 椎の 太 さ を 規制 す る と と も に

N C 4 領域 を 介し て周辺 の マ ト リ ッ ク ス 成 分 と の 視 和

性 を高 め る の に 関与 し て い る と 考 え ら れ て い る
6 I

，

従 っ て
， 正 常軟骨 で は ，

プ ロ テ オ ブ リ カ ン と工I 型 ，

X ト型お よ び工X 型 コ ラ ー ゲ ン が 有機的 に 統 合さ れ ，
そ

れぞれ 軟骨基質内で は び ま ん性 に 分 布 し てし1 る とし1 う

特徴が あ る
7，

． 軟骨性腫瘍 に お け る こ れ ら の 成 分 の 量

的 ， 質的変化に つ し 1 て は最近し1 く つ か の 報告が み ら れ

る ． た と えば 軟骨肉腫 の フ ロ テ オ ブ リ カ ン に つ い て

は
， その コ ア蛋 白が 正 常軟骨 に 比 べ て長 さが 短 い と い

う 報告
即
や

， 悪 性度の 高 い 軟骨肉腫で は ケ ラ タ ン 硫 酸

の 量 と 側鎖の 長さ が 正 常軟骨 に 比 べ て減 少す る と い う

報告
朗
な ど が あ る ． ま た

， 軟 骨肉腫 に お け る 型 別 コ

ラ ー ゲ ン の 分 布 に つ い て は最近 U e d a ら
10 1

が
， 組織学

的異型度の 増加 と とも に H 型 コ ラ ー ゲ ン の 免疫染色性

が低下し ． 問質型 コ ラ ーゲ ン り 型 ， 111 型 言い 削 が沈

着し ，
V工型 コ ラ

ー ゲ ン が び ま ん性 に 分 布す る よ う に な

り
，
この こ と が悪 性度の 指標と し て 有用 で あ る と報告

し て い る ． し か し
． 軟骨基 質の 主 要成分 の

一

つ で あ る

IX 型 コ ラ ー ゲ ン が腫瘍内 で H 型 コ ラ ー ゲ ン と 同様 の 分

A b b r e v i a tio n s ニ A B C
，
a V idi n bi o ti n c o m pl e x 三 A L P ， alk ali n e p h o s p h a t a s e i C N B r ，

C y a n o g e n b r o m id e 三 D A B ， di a m i n o b e n tidi n e i D E A E ， die t h y l a m i n o et h yl 芸 E D T A ，

e th y le n ed i a m i n e t et r a a c e tic a cid ニ E L I S A ， e n Z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y 三 H ． E ．
，

h e m at o x y li n a n d e o si n 三 H M W ，
h e a v y m ol e c ul a r w ei gh t fr a g m e nt s ニL M W ， 1i gh t m ol e c ul a r



1 7 8 jll 島

H o m o g e n 8 t e

＋

E x t r a c ti o n o f p r o t e o g l y c a n s く4 x l

く5 0 m H T r i s
－ H C l p H 7 ． 5

，
1 H N a C l l

． c e n t r if u g a t i o n く1 0 ． 0 0 0 g ， 1 h r l

S u P

くp r o t e o g l y c a n s l

p p t

． D i a l y si s く0 ． 5 H a c e t a t eI
． P e p s i n d i g e s t ．i o n

く1 m gノ山 8 t 4
．

C o v e r n i g h り

． c e n t r i f u 錮 ti o n く1 0 0 ． 0 0 0 g ， 1 h rI

S u p

． P e p s i n i n a c t i v a t i o n

．

c e n t r i f u g a L i o n く1 0 0 ． 0 0 0 g ， 1 h r I

p p t

くd i s c a rd e dl

．

D i al y s i s く0 ． 5 H A c e t a t e ． 0 ． 9 H 恥 C り

． c e n t r i f u g a t i o n く1 0 0 ． 0 0 0 g ， 1 h r I

p p t

くi n a c t i v a t ed p e p si n J

． D i a l y s i s く0 ． 5 H A c e t a t e
，
1 ． 2 M H a C り

． c e n t r i f u g a t i o n く1 0 0 ，0 0 0 g ， 1 h rl

p p t

くty p e II c o l l a g e n l

－

D i al y s i s く0 ． 5 H A c e t a t e ， 2 ． O H N a C ll

． c e n t r i f u g a t i o n く10 0 ． 0 0 0 g ， 1 h rl

p p t

くty p e X I c o l l a g e n l

S u p

くd i s c a r d e d l

p p t

くt y p e tX c o l l a g e n l

s u p ， S u P e r n a t a n t こ P P t t p
r e C I P i t a t e

F i g ． 1 ． O u tli n e o f th e p u ri
fi c a ti o n p r o c e d u r e u s e d f o r i s ol a ti o n of t y p e s II ，

X I a n d I X

c oll a g e n f r o m th e h u
m a n h y a li n e c a rtil a g e ． s u p ， S u p e r n a t a n t 三 p p t ， p

r e Ci pit a t e

w ei gh t fr a g m e n t s 三 N E M ，
N － e t h y l m al ei m id e ニ P B S ， p h o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e 三 P M

S F
，

p h e n y l m e t h a n e s ulf o n y l fl u o r id e ニ S D ， S p r a g u e
－ D a w l e y ニ S D S

r P A G E
，
S O di u m d o d e c yl

S ulf a t e －

P Oly a c r y la m id e g e l el e c t r o p h o r e sis

．－L．
十

．．．二
．ト1招－
g
F

．こ．．．一け．．
ノ
，

．ノし
こ．．．．．i
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．－L．
十

．．．二
．ト1招－
g
F

．こ．．．一け．．
ノ
，

．ノし
こ．．．．．i

布をとる の か ，
ま た は他 の 分子 種と どの よう に か か わ

り合い ト 腫瘍性基質 を形成 し て い る の か に つ い て は十

分解明さ れ て い な い ． 今回著者 は ， ヒ トIX 型 コ ラ ー ゲ

ン に対 する 特異抗体 を作成 し ， これ を用 い て軟骨性腫

瘍に お ける 型別 コ ラ
ー

ゲ ン の 分布の 特性 に つ い て調 べ

た ．

材料お よ び 方法

王 ． 型別 コ ラ
ー

ゲ ン の 調整

ヒ ト胎児 およ び小児の 肋 軟骨く湿重畳約 50 gI を ． 軟

骨膜を除去 した 後 に ， 脱脂済み カ ミ ソ リ 刃 に て細切 し

た ． ス テ ン レ ス 製乳鉢お よ び 乳棒 で液体窒素 を加 え な

がら 粉砕後 ，
血液成分 を除く た め に

， 中性 蛋白分解酵

素阻害剤くeth yl e n e d i a m i n e t et r a a c e ti c a cid ， E D T A

5 m M ニ N
－

e th yl m al ei m id e ， N E M 2 m M ニ p h e n yl m e ト

h a n e s ul f o n yl fl u o rid e ， P M S F l m M l を 含 む 50 m M

T ri s － H C l くp H 7 ． 51 緩衝液 を用 い て 4
O

C で 洗浄 し た ．

以後の 実験操作 は ． こ とわ り が な い か ぎ り． す べ て 4

0

C で 行 っ た ． 次 に プ ロ テ オ グリ カ ン 等の 非 コ ラ ー ゲ ン

蛋白質を除去 す る た め に ． 中性蛋白分解酵素阻害剤 を

含む 1 M N a C l l15 0 m M T ri s q H C l くp H 7 ． 51 緩衝液を 用

い て 4 回 洗 浄 し た ． 遠心 し て 上 清 を 除 き
，
沈 澱 を

500 m l の 0 ． 5 M 酢酸 に 牌濁し ， ペ プ シ ン くB o e ri n g e r

M a n n h ei m C o ．
，
M a n n h ei m

．
G e r m a n yl を 1 m gl m l の

濃度 に な る よ う に 加 え ，
2 4 時 間後 に 抽出 し た ， 抽 出

後
，
遠心 く100 0 0 g ， 1 時間I に よ り ，

上 宿 を分 離 し た ．

こ の 抽出操作 を 2 桓1行 い
，
計1 1 の 抽出上 浦 を得た ． 上

清の ペ プ シ ン を 不活性化す る た め に
．
6 N の 水酸 化 ナ

t l リ ウム を加 え上 浦 の p H を8 と し ， 2 4 時間放置後 ，

遠心く100 0 0 g ，
1 時間j に よ り 了不活 性化 し た へ プ シ ン

を除い た ． ニ の 上 清 を工l 型 ，
X I 型 お よ びIX 型 コ ラ

ー

ゲ ン調整の 出発材料と し ，
R e e s e ら の 方法

1 1，

を
一 部改

良し た方法で
．
それ ぞれ 単離し たく図1ト 型 別コ ラ ー ゲ

T ab l e l ． E x p e ri m e n t al c o n diti o n s of E L I S A

i n bib iti o n t e s t s

1 － C o n c e n tr a ti o n of a n ti g e n c o a t ed i n w ellこ 1O l l g l m 1

2 ． Dit u ti o n o f l s t a n ti b o d y ニ X lO O

3 ． A n ti g e n u s e d f o r i n h ibi ti o n i

l O t o 5 0 00 n g l mi o f e a ch ty p e of c o 11 a g e n

p r ei n c u b a t e d wi th l st a n tib o d y f o r l h r a t 3 7
0

C

4 － Dil u ti o n of A L P －1 a b el e d 2 n d a n tib o d y こ X 5 0 0

5 ． S u b s tr a t e f o r e n z y m e くA L Pl

p a r a nit r o p h e yl ph o s p h a t e l t a bノ5 m l of di e
－

th a n ol a m i n e b u ff e r

1 st a n tib o d y ， r a t a n ti
－h u m a n ty p e DこくH M W I c ol ，

1 a g e n a n tib o d y i 2 n d a n tib o d y ， r a b bit a n tiT r a t 工g G

ン調整の 各段階 に お い て ，
S D S － ポリ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル 電気泳動法 t s o di u m d o d e c yl s ulf a t e － p Ol y a c r y ト

a m id e g el el e c t r o ph o r e si s ， S D S
． P A G EJ に よ り

12I

各型

コ ラ ー ゲ ン の 同定 を行 っ た ． 単離 した各型 コ ラ ー ゲ ン

に つ い て は
， 細菌性 コ ラ ゲ ナ ー

ゼ フ ォ
ー

ム 1工I くA d v む

n c e B i o f a c t u r e s C o ．
，
N e w Y o r k

， U S A J で 消化 し た

後．
S D S － P A G E に よ り解析 し ， 非 コ ラ ー

ゲ ン 蛋白質

の 有無 を確認し た13I ．

工工 ．
ヒ ト1X 型 コ ラ

ー

ゲ ン の 精製

ペ プ シ ン 処理 で 抽 出され た コ ラ ー ゲ ン溶液 を 2 ． O M

N a C lノ0 ． 5 M 酢 酸溶液 に 対 して透析 した場合 に 生 じ る

沈澱 は ， 大 部分が工X 型 コ ラ ー

ゲ ン で ある が
，
わ ず か に

XI 型 コ ラ ー ゲ ン が混入 し てい た ． こ の 部分精製状態

のIX 型 コ ラ
ー

ゲ ン を完全 に 精製 す る た め に ，
B i o ． G e 1

5 m くB I D
r R A D L a b n o r a t o ri e s

，
R i c h m o n d

，
U S A ンを用

い た ア ガ ロ
ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ を行 っ た ． す

な わ ち ， 2 ． O M N a C l1 0 ． 5 M 酢酸 分画 を 1 M C a C1 21

5 O m M T ri s － H C lくp H 7 ． 5 U 2 m M N E M I O ． 02 N a N 3綾衝

液 に 透析 し4 2
0

C で30 分間変性さ せ た後 ， 同液 で 平衡化

した Bi o － G e1 5 m ア ガ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ

く1 ．5 X 9 0 c 皿ナ に 供 し た ．

III ． 抗 ヒ ト1X 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体の 作製

ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に て精製し た と 卜工X 型 コ ラ ー

ゲ ン th e a v y m o l e c u l a r w ei g h t f r a g m e n t s ， H M W l を

S p r a g u e
－ D a w l e y くS D l ラ ッ ト く7 週齢 ， オ ス1 に 免疫

し
． 抗血 清 を得 た ． 初回 感作量お よ び追加感作量 はと

も に
，
2 50 声 g と し ． 合計4 回感作し た ． 抗血 清 は i ヒ

ト H 型 コ ラ ー ゲ ン を結合さ せ た活性化 C H － S e p h a r o s e

4 B t P h a r m a ci a L K B B i ot e c h n ol o g y ， U p p s al a ．

S w ed e n l カ ラ ム を 用 い て 交叉 反 応 す る 成 分 を除 い た

後に ， d i e th yl a m i n o e th yl のE A El セ ル ロ
ー ス ク ロ マ

ト グラ フ ィ を行 い ， ア ル ブ ミ ン な どの 血 清主要蛋 白 を

除去し た ． 精製 し た抗 ヒ ト1X 型 コ ラ ー ゲ ン抗体 の 型特

異性 は表 1 に 示 し た条件で ，

エ ラ イ ザ くe n z y m e
－1i n k e ．

d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ， E L I S A l 法に よ る阻 害試験

1ヰ，

お よ び ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン ブ法
15 卜 1丁一
に よ り 検定

し た ． な お
，

エ ラ イ ザ 法 に お し 1 て は
．

二 次抗体 と し て

5 0 O 倍 希釈し た al k ali n e ph o s p h a t a s e しA L P I 標識 ヤ ギ

抗 ラ ッ ト I g G くC a p p el t C o c h r a n v ill e ， U S A I を 用

た ． ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に お い て は ．
ク リ ア

プ ロ ッ ト
． P 膜 t ア ト ー

． 東京1 に 転写 し ，
二 次 抗体と

し て200 倍希 釈し た ビ オ ナ ン 化 ラ ビ ッ ト 抗 ラ ッ ト 工g G

くV e c t o r L a b o r a t o ri e s I n c ． ， B u rli n g a m e ， U S A l を用 い

た ．

王V ． 対 象

ヒ ト胎児軟骨 く大腿骨軟骨 2 例三 肋 軟骨 1 例1 内軟骨



1 8 0

腫1 7 例1 お よ び 軟骨肉腫 く異型 度 1 ，
5 例三 異 型 度

2
，
3 例工 具型 度3 ，

2 例J を ， 組織学的な ら び に 免疫

組織化学的 に 検討 した ． く表 2 1 ． 組織学的 に は ，
10 ％

緩衝 ホ ル マ リ ン 固定後 ，

パ ラ フ ィ ン切 片を作製 し ，

へ

マ ト キ シ リ ン
． エ オ ジ ン くh e r n a t o x yli n a n d e o si n ，

H ．E ．1 染色 ，
P A S 染色， ア ザ ン 染色お よ び鍍鍍染色を

施 し た ． 軟骨肉腫 の 異 型度分類 は ，
E v a n s らの 方法

1 81

に 従 っ て 分類 し た ．

V
． 免疫組織化学的検索

上記 の 症例 に つ い て ， 免疫組織化学的に1X 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 局在 を検索 し た ． ま た
， 当教室 で 精製 し た 1

型 ，
工工型 ，
1工1 型 ，

V 型 お よ びVl 型 コ ラ ー

ゲ ン に 対す る

型 特異的抗体
19卜 221
を用 い て 各型別 コ ラ

ー

ゲ ン の 分布に

つ い て も合 わせ て検討し た ． 抗1X 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体お

よ び抗 H 塾 コ ラ ー ゲ ン 抗体を 用しユる 免疫染色の 場合に

は ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン切 片 を脱パ ラ フ ィ ン し ，

0 ． 0 5 ％プ ロ テ ア ー ゼ T y p e X X I V くSi g m a C h e mi c al

C o
り
S t L o u i s

，
U S A J で37

O

C 3 0 分処理 後
，
0 ． 5 ％ ヒ ア ル

ロ ニ ダ ー ゼ くS i g m a C h e mi c a l C o ．J で3 7
0

C 2 時間処 理

した ．
つ ぎに

，
1 ％過酸化水素加療水 メ タ ノ ー ル に て

8 1くlりト

瓜1 持須中
乱都碍汁
那くXl汁

1 2 3

■ a lく11

■ 且之くり

F i g ． 2 ． S D S － P A G E く6 ％ t o t a l a c r yl a m id el p a tt e ．

r n o f t y p e s II ， X I a n d I X c oll a g e n i s o l a t e d

f r o m th e h u m a n h y a li n e c a rtil a g e ． L a n e s l ，

2 ， 3 a n d 4 a r e t y p e s II ， X I ， IX a n d I c o ll a g e n

r e s p e c ti v e l y ． L a n e s l t o 4 a r e el e c t r o p h o r e s e d

W ith o u t r e d u c ti o n ． S m a ll a r r o w h e a d s sh o w

th e el e c tr o p h o r e ti c p o si ti o n s of a c h ai n s o f

e a c h c o ll a g e n ． L a r g e a r r o w h e a d s i n d i c a te

H M W a n d L M W o f ty p e I X c oll a g e n ．

T a b l e 2 ． 3 c a s e s o f h u m a n f e t u s a n d 1 7 c a s e s of c a r til a gi n o u s t u m o r s

C a s e

ロ F e tu s 3 m o n th

2 F e t u s 9 m o n th

3 F e t u s l O m o n th

A g e S e x L o c a ti o n H i st o l o g y

4 3 1 M L t h a n d ph al a n x E n c h o n d r o m a G O

5 1 5 F L t h a n d ph al a n x E n c h o n d r o m a G O

6 3 1 M R t f o o t p h a l a n x E n c h o n d r o m a G O

7 1 7 F L t h a n d rn e t a C a r p u S E n c h o n d r o m a G O

8 5 F R t h a n d p h a l a n x E n c h o n d r o m a G O

9 57 M L t h u m e r u s E n c h o n d r o m a G O

10 1 8 F R t c o s t a E n c h o n d r o m a G O

田 5 6 M R t tib i a C h o n d r o s a r c o m a G l

1 2 7 0 M R t c o s t a
H

C h o n d r o s a r c o m a G l

13 4 8 M R t tib i a C h o n d r o s a r c o m a G l

14
轟

4 6 F L t i s c h i u m C h o n d r o s a r c o m a G l

15 3 0 F L t f e m u r C h o n d r o s a r c o m a G l

16
轟

6 0 F R t f e m u r C h o n d r o s a r c o m a G 2

17 5 3 F R t f e m u r C h o n d r o s a r c o m a G 2

18 6 5 M R t f e m u r C h o n d r o s a r c o m a G 2

19 1 7 F L t f e m u r C h o n d r o s a r c o m a G 3

2 0 71 M R t c r u r al s of t ti s s u e C h o n d r o s a r c o m a G 3

M
，
m al eニ F ， f e m a l e i L t， 1 ef t三 R t ， ri gh ti G ， g T a d e

＋

0 11i e r
，

s d is e a s e
＋．
S p e ci m e n o b t ai n ed r e c u r r e n t c h e s t w a ll t u m o r



軟骨性腫瘍のIX 型 コ ラ ー

ゲ ン

30 分間反 応さ せ て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ活性 を阻止

した ． 抗I 型 ， 1Il 型 ， V 型 ， V工型 コ ラ ー ゲ ン 抗体の 場

合に は ，

プ ロ テ ア
ー ゼ 処 理後 ， 直 ち に 1 ％過酸化水素

加無水 メ タ ノ
ー ル に3 0 分間反応 させ て 内因性 ペ ル オ キ

シダ ー ゼ活性を 阻止 した ．

一 次抗体 と し て ， 抗IX 型抗

体は50 倍 に 希釈 し ， 抗 工 軋 Il 型 ，
III 型

，
V 型 お よ び

VI 型抗体 は ，
それ ぞれ4 0 倍 ，

2 0 倍 ．
4 0 倍 ，
2 0 倍 ，
2 0 0 倍

に 希釈 して 使用 した ．

そ れ ぞれ の
一 次抗体 を 4

0

C で
一 晩反 応 さ せ た ． つ ぎ

に 冷 p h o s p h a t e b uf f e r e d s ali n e くP B Sl で10 分F乱 3

回洗浄 し た後 ， 2 0 0 倍 に 希 釈 し た 二 次 抗体 り 型 ，
m

軋 V 型お よ びIX 型 コ ラ
ー ゲ ン に 対 し て は ，

ビオ チ ン

化ウ サ ギ抗 ラ ッ ト1 g G 抗体 を ，
H 型 ，
VI 型 コ ラ ー ゲ ン

に対し て は ，
ビオ チ ン 化ヤ ギ抗 ウ サ ギI g G 抗体 を 用 い

1 2 3 卑 5 6 7
Fi g ． 3 ， S D S

－ P A G E く5 ％ t o t al a c r yl a m id el p a tt e －

r n of t y p e s II ， X I a n d IX c oll a g e n w i th o r

W i th o u t b a c t e ri a l c oli a g e n a s e d i g e sti o n u n d e r

n o n r e d u c e d c o n di ti o n ． L a n e l
，
O n l y b a c te ri al

C Oll a g e n a s e ニ 1 a n e s 2 a n d 3 ． ty p e II c oll a g e n こ
1 a n e s 4 a n d 5 ， t y P e X I c oll a g e n こ 1 a n e s 6 a n d

7 1 t y P e I X c oll a g e n ． L a n e s 2
，
4 a n d 6 a r e

W i th o u t c o ll a g e n a g e d i g e s ti o n ． a n d l a n e s 3
，
5

a n d 7 a r e w ith c oll a g e n a s e di g e s ti o n ． A r r o w ，

h e a d i n d i c a t e s th a t o f b a c t e ri a l c oll a g e n a s e

d e ri v e d f r o m C h l o s t rid i u m h i s t ol y ti c u m ．
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たンを30 分間反 応 さ せ て ， 冷 P B S で10 分間 3 回 洗浄 し

た ． な お ビ オ チ ン化抗体 は V e ct o r 杜の 製品 を使用 し

た ． つ ぎ に
，
ア ピ ジ ン ． ビ オ チ ン ． コ ン プ レ ッ ク ス

くa v id i n b i o t in c o m pl e x ， A B Cl を3 0 分 間反応 さ せ た

後 ， 冷 P B S で10 分間3 回洗浄 し ，
ジ ア ミ ノ ベ ン ヂ ン

くdi a m i n o b e n ti di n e ， D A B l 反応 を行 っ た ． D A B 反応

後 ，
流水で 水洗 し

，

へ マ ト キ シ リ ン に て核 染色 を行

い
， 脱 水 ． 透徹 ． 封 入 を施行 し ， 各型別コ ラ ー ゲ ン の

局在 を光学顕微鏡に て検索し た ． なお ， 対照 と し て ．

一 次抗体 の か わ りに 正 常ラ ッ ト血清ま た は正 常 ウ サ ギ

血清 を反応さ せ ， 陽性所見が得 られ な い こ と を確認 し

た ．

－H．
n
u

一Hu

爪

u

ハ

リ

一

三
占

こ

■こ
－
－

ヨ
ー

一

三
ノ
ー

買

b

1 2 3 4 5 6 7 8 9

F i g ． 4 ． くa l G e l filt r a ti o n c h r o m a t o g r a ph Y O n

a g a r o s e B i o
－ G e1 5 m ． S a ltL P r e C ipi t a t e d c oll a－

g e n o b t ai n e d a t 2 ．O M N a C l lJO ．5 M a c e t a t e w a s

d i a l y s e d a g a i n s t l M C a C I J 5 0 m M ．t
ris － H C l

くp H 7 ．51ノ2 m M N E M ． T h i s s t a rti n g s a m pl e

W a S d e n a t u r e d f o r 3 O mi n ． a t 42
O

C
，
a p Pli e d t o

th e B i o ． G el c ol u m n く1 ．5 x 9 0 c m l a n d el u t e d

W ith th e s a m e b u ff e r ． くb l S a m pl e s a r e s u bj e ．

C t e d t o S D S － P A G E く6 ％ t o t al a c r yl a m i d eJ
W ith o u t r e d u cti o n a n d th e g el i s st a i n e d w ith

Sil v e r n it r a te ． L a n e s l t o 9 s h o w s t a r ti n g
S a m P l e ， f r a c ti o n n u m b e r 2 5 ． 3 4 ， 4 3

，
4 6

，
5O

，
60
，

6 5
，
7 2

，
r e S p e C ti v el y ．
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成 績

工 ． H 型 ノ
X I 型 お よ ぴIX 型 コ ラ ー

ゲ ン の 性状

ヒ ト胎児お よび 小児の 肋軟骨 か ら 単離さ れ た H 型 ，

X l 型 お よ びIX 型 コ ラ ー

ゲ ン の S D S － P A G E の パ タ ー

相 川8 川口8 10 0 0 8

F i g ． 5 ． E L I S A i n h ib iti o n t e s t of th e a n ti b o d y t o

t y p e I X くH M W I c oll a g e n ． T h e e x p e ri m e n t al

C O n di ti o n s a r e e x pl ai n ed i n t a b l e l ． T h e

O r di n at e sh o w s ％ o p ti m a l d e n sit y c o m p a r e d
W ith th a t o f n o n －i n hib i t e d c o n di ti o n

，
a n d th e

a b s ci s s a s h o w s th e c o n c e n t r a ti o n o f c oll a g e n

くa n ti g e nl u s e d f o r i n h ib iti o n ．

－ O h

，
ty p e I

C O ll a g e n ニ
ー

書
－

， ty p e II c oll a g e n ニ
q ロ ー

，
t y p e

III c oll a g e n i
－

d
－

，t y p e I V c o ll a g e n i
－ A －

，

t y p e V c oll a g e n i
－ ム ー

， t y p e VI c oll a g e n ニ
ー 一 シーー

，
t y p e X I c o ll a g e n i

一

書
－

，
t y p e I X

C O 11 a g e n ．

1 2 3 4 5 1 2 3 年 5
Fi g ． 6 ． W e st e r n b l o tti n g o f a n ti

－ h u m a n t y p e I X

C O11 a g e n くH M W l a n tib o d y ． くA I C o ll a g e n s

W e r e t r a n Sf e r e d f r o m 5 ％ S D S ． P A G E g el t o

C l e a r bl o t m e m b r a n e － p a n d s t ai n e d w ith

A u r o D y e ． L a n e l
，
ty p e I c oll a g e n 三 1 a n e 2 ，

t y p e II c o ll a g e n 三 1 a n e 3 ， t y p e V c oll a g e n ニ

1 a n e 4
，
t y p e I X c oll a g e n i l a n e 5 ， t y p e X I

C Oll a g e n ． くBI W e st e r n b l o t a n al y si s o f t y p e s

I
， II ， V ， I X a n d X I c oll a g e n u sl n g a n ti

．h u m a n

t y p e I X c o ll a g e n a n tib o d y ．

ン を図 2 に 示 し た ． 各 コ ラ ー

ゲ ン 分 子 の ぼ 鎖 に 注目し

て み ると
， 軟骨 マ ト リ ッ ク ス の主 要成分 で ある H 型コ

ラ
ー

ゲ ン は
，
3 本の 庇 1 くm 鎖か ら な る ホ モ ト リマ ー

で構 成さ れ て お り ， X ト型 コ ラ ー

ゲ ン は ば 1 くX工ナ
，
庇

2 くX 工ン お よ び 庇 3 くXエー鎖か ら構成さ れ て い る ． I X 型

コ ラ
ー

ゲ ン も ぽ 1 く1 刃 ，
ぽ 2 く工杓 お よ び ぽ 3 く工刃鎖か

ら構成さ れ て い るが
，
分子 内 に ペ プ シ ン 感受性部分が

存在 す る た め ， 電 気 泳 動 上 で は H M W くh e a v y

m ol e c ul a r w ei gh t f r a g m e n t sJ と L M W くIigh t

m ol e c ul a r w e i gh t f r a g m e n tsJ と い う 2 つ の 断片とし

て 認 め ら れ ，
こ の 結果 は 従来 の 報告 に

一

致 し て い

た
4 帥 －

． 各 コ ラ ー

ゲ ン を 細 菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ で 消化

後 ，
S D S － P A G E で 解析 した結果 ．

い ず れ の コ ラ ー

ゲ

ン 画分に お い て も
，
S D S － P A G E で認 め ら れ た す べ て

の バ ン ドが 消失 した く図 3 ト IX 型 コ ラ ー

ゲ ン 画分に わ

ずか に 混入 す る X工型 コ ラ ー ゲ ン を除 く た め に ， ゲ ル

ク ロ マ トグ ラ フ ィ を 施 行 し た ． こ の 結 果 を 図4 に 示

Fi g ． 7 ． L igh t m i c r o g r a p h s o f h u m a n f e t al

C a rtil a g e くc a s e lJ i m m u n o s t ai n e d f o r ty p e II

C Oll a g e n くal a n d t y p e I X c o 11 a g e n くbl ． C a r til a
－

g e m a t ri x i s s t a i n e d d iff u s el y w ith a n tib o di e s

t o t y p e II c oll a g e n a n d t y p e I X c oll a g e n ． X

3 0 0 ．



軟骨性腫瘍の王X 型 コ ラ ー ゲ ン 18 3

す ．
ゲル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 2 つ の ピ ー ク が 得 ら I工

． 抗1X 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体 の 特異性

れた ． は じ め に H M W が
，

つ ぎ に L M W が 溶 出さ II 型 ア フ ィ ニ デ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ お よ び D E A E

れ ， 2 つ の ピ
ー ク間 に わ ずか に X 工 型 コ ラ ー

ゲ ン が 溶 セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グラ フ ィ に よ り精製し た抗IX 型 コ

出され た ．
ニ の よう に し て精製 したIX 型 コ ラ ー

ゲ ン の ラ ー ゲ ン 抗体 に 対 す る ．
エ ラ イ ザ 法に よ る阻害試験 の

H M W を S D ラ ッ ト に 免疫し ， 抗血清 を得 た ． 結果 を図 5 に 示 し た ． 抗工X 型 コ ラ ー ゲ ン抗体 の 反 応 は

－

．もヂ ト

L トーー

よ
で

l
l

勺

磨野 j

一
－

b

問
い

卜
．

二

．

Fi g ． 8 ． L i g h t mi c r o g r a ph s o f e n c h o n d r o m a くc a s e 引くa ，
bl ， C h o n d r o s a r c o m a g r a d e l くC a S e 1 1 H c ， dl a n d

C h o n d r o s a r c o m a g r a d e 2 くC a S e 1 6 H e ， fl i m m u n o st a i n e d f o r t y p e I I c oll a g e n くa ． cl ． t y p e I X c o ll a g e n
くb ， dl ty p e I c oll a g e n くeJ a n d t y p e V c oll a g e n tfl ． C a rtil a gi n o u s m a t ri c e s 。f e n c h 。n d ，。 m a a n d
g r a d e l c h o n d r o s a r c o m a a r e s t a i n e d diff u s el y w ith a n tib o d y t o t y p e II c o ll a g e n ． T y p e I X c oll a g e n
is i r r e g u l a rl y l o c ali z e d i n th e m a tri c e s o f e n c h o n d r o m a a n d g r a d e l c h o n d r o s a r c o m a － T y p e I a n d
t y p e V c oll a g e n d i st rib u t e i n th e m a tri x o f g r a d e 2 c h o n d r o s a r c o m a d iff u s el y ． x 1 5 0 くa ， b ， e ， fl a n d
X 3 0 0 くc ， dl
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同型 コ ラ ー ゲ ン に よ り選択的 に 抑制 され
，
他 の 塾 の コ

ラ ー ゲ ン で は
，
5 0 0 0 n gノm l に お い て も抑制 さ れ な か っ

た ． ま た ，
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に お い て もIX

型 コ ラ ー ゲ ン の H M W の み バ ン ド が 確 認さ れ た く図

6 1 ．

II工． 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 分 布

1 ． 胎児軟骨

工工型 コ ラ ー

ゲ ン 及び工X 型 コ ラ ー

ゲ ン は
， 軟骨基質 に

均等 に び まん 性 に分布 し て い た く図 71 ． H 型 コ ラ ー ゲ

ン は
，
症例 1 で は軟骨細胞内に も 同定さ れ た が工X 型 コ

ラ ー

ゲ ン は ， 軟骨細胞内に は 陽性所見 は得ら れ な か っ

た ． VI 型 コ ラ ー ゲ ン は ， 軟骨 細胞 の周囲 に 主 に 局在

し
， 領域間基質 に もわ ずか に 陽性 を示 した ． 工 型 ， 工工I

型お よ び V 型 コ ラ ー ゲ ン は 陰性 で あ っ た ．

2 ． 内軟骨腰

I工型 コ ラ ー ゲ ン は
， 軟骨基質 に び ま ん性 ， 網状 に 分

布 して い た く図 8 aI ． こ れ に 対 してIX 型 コ ラ ー ゲ ン は

軟骨基質 に び ま ん性 に 分布 して い る も の の ， 顆粒状 ，

線状な い し網状 に 反応産物が沈着 し ， と く に 軟骨細胞

周囲に 強く 染色 さ れ る傾向が見ら れ た く図8 bl ． ま た
，

H 型 コ ラ ー ゲ ン は軟 骨細胞内 に も
一

部陽性 を示 したが

工X 型 コ ラ ー ゲ ン は軟骨細胞内 に は 陽性所見は見ら れな

か っ た ． V工型 コ ラ
ー

ゲ ン は 軟骨細胞 の周囲 に 分布して

お り
，
領域 間基質部分に も

一

部斑 状に み られ 正 常軟骨

と ほ ぼ 同様の 所見 であ っ た ， ま た 大 部分の 例で は工

型 ，
工II 型お よ び V 型 コ ラ ー ゲ ン 染色 は 陰性 で あ っ た

が
， 症例 6 の み で 軟骨基質 に ト型 と V 型 コ ラ ー

ゲ ンが

一 部弱陽性 に 染 ま っ た ．

3 ． 軟骨肉月重

1 プ 軟骨肉腫異型度 1

工王型 コ ラ
ー

ゲ ン は
， 軟骨基質 に びま ん性 ， 網状 に分

布 して い た く図8 cl ． し か し ，
工工型 コ ラ ー

ゲ ン抗体 によ

る 染色性 は必ず し も均 一

で は なく
，

一 部 で は芳馴犬に染

色さ れ た ． また ， 軟 骨細胞内に も 染 ま る こ とが あ っ

た ． こ れ に 対 し て工X 型 コ ラ ー

ゲ ン は
，
軟骨基質に 顆粒

状 ， 線状 な い し網状 に分布 し て お り
，
と く に 軟骨細胞

周囲 に 強 く染色 さ れ る傾向や軟骨基質内で不規則 に染

ま る こ と が 注目 さ れ た く図8 dl ． 軟骨細胞内 に は 陽性

T a bl e 3 ． C o m p o siti o n of c o 11 a g e n t y p e s i n h u m a n f e t u s a n d c a r til a gi n o u s t u m o r s
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軟骨性腰瘍のIX 型 コ ラ ー ゲ ン

所見は得 ら れ なか っ た ． V I 型 コ ラ ー

ゲ ン は
， 軟骨細胞

の 周囲に 染色 され る とと も に 領域間基質に も 弱陽性 を

示 した が ，
症例1 4 で は軟骨細胞 周囲に 染ま る傾向が明

確で は な か っ た ． ま た
，
工 型 コ ラ

ー

ゲ ン は症 例12 を除

き全例 で軟骨基質内 に 弱陽性 を示 し ， V 型 コ ラ ー

ゲ ン

は症例13 と1 4 で 軟骨基 質内に 弱陽性 と な っ た ． 工II 型 コ

ラ ー ゲ ン は陽性所見 を認め な か っ た ．

2 う 軟骨肉腫異型度 2

H 型 コ ラ
ー ゲ ン で は

， 異型度 1 の 軟骨肉腫 と ほ ぼ同

じ染色態度 を示 した が ， IX 型 コ ラ ー

ゲ ン で は
， 軟骨基

質に 対 す る染色性が や や 低下 し た ． 症例1 8 で は
，
工1

型， I X 型 とも に 軟骨細胞内に 局在 し て い た ． 工型
，
川

型お よ び V 型 コ ラ ー ゲ ン は
， 軟骨基質内で弱陽性 な い

し陽性 に 染ま る 部位 が見ら れ た く図 8 e ， fト ま た ， V l 型

コ ラ
ー

ゲ ン は弱陽性 な が ら び ま ん性 に 染 ま っ た ．

3 1 軟骨肉腫異型 度 3

II 型お よ び1X 型 コ ラ ー

ゲ ン は ， 軟骨基質 に 対 する 染

色性が低下あ るし 1 は 消失し て い た ． ま た
，
王工型

，
I X 型

と も に
， 軟骨細胞内に 陽性所見 は見 られ な か っ た ． こ

れ に 対 して ．
工 型 コ ラ ー ゲ ン は軟骨基質 に 東陽性 を示

した ． 症例1 9 で は
，
V 塾 コ ラ ー ゲ ン も 軟骨基質 に 弱陽

性を示 した ． VI 型 コ ラ
ー

ゲ ン は びま ん 性 に 弱陽性 を示

し た ． IIl 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 陽性所見は得 られ な か っ た ，

表 3 は ， 以 上 の 胎 児軟骨 お よ び軟骨性腫瘍 に お け る

型別 コ ラ ー ゲ ン の 分 布 を まと め たも の で あ る ．

考 察

コ ラ
ー

ゲ ン は細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 主 な 成分で ， 皮

帝や 躍の 67 n m 周期の 特徴的な縞模様 を示 す線経と し

て古く か ら よ く知 られ て い る
25，ソb －

．
コ ラ ー ゲ ン に は 遺

伝子 の 異 な る 多く 揖 種類が 存在し．
．
現 在ま で に 13 種 類

の 分 子種 り 型 へ

X Ill 型1 カ 洞 定さ れ て い る2
丁 祀 ，

， こ Jう

う ち軟骨 に は ， 少 な こ とも工工型 ， VI 型 ． 工X 型 ， X 型 ，

X l 型 の コ ラ
ー ゲ ン が 含ま れ てし－る

こiI 3こ－－

． 軟骨 コ ラ ー ゲ

ンの 主要成分で ある1工型
．
IX 型 お よ び XI 型 コ ラ

ー ゲ

ン は
， ほ ぼ 8 こ 1 二 1 の 割合て 存 在し．

い

，
フ ロ テ オ ブ

リ カ ン と と も に 直径 1t ト ノ8－I n n l J 欄 線維 を形 成し て し－

る － 軟骨の コ ラ ー ゲ ン 細線推 は ，
H 型 コ ラ ー－ゲ ン と

Xl 型 コ ラ ー ゲ ン で 形 成さ れ る線 維出 ま わ り を工X 型 コ

ラ ー ゲ ン が 周 期 的 に 柁 を出す よ う に 配列 し ．
コ ラ

ー ゲ

ン細線維の 太 さ を調節 し て い る と考 え ら れ て い る．
－だ3I

X 型 コ ラ ー ゲ ン は
，
1 9 8 2 年 に Gib s o n ら

JJl一
，
S c h m id

ら
35 靭
に よ り 同定 され た コ ラ ー ゲ ン で

， 分 子量 が 59 K

の ぼ 1 くXl 鎖 の ホ モ ト リ マ ー で 構 成 さ れ て い る ．

G ib s o n ら
34，
は軟骨細胞の 遺伝子発現 に 対 す る 細胞外

マ トリ ッ ク ス の 影響を み る た め に
，
1 8 日目の ニ ワ ト リ

1 8 5

胚 胸骨 の 軟骨細胞 をI 型 コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 内で 培嚢 す る

と ， H 型 と も I 型 と も異 なる 59 E の コ ラ ー ゲ ン の 合

成が活性化 さ れ る こ と を見 い だ し た ． こ れ は ペ プ シ ン

消 化 で 4 5 K と な り
，
そ の C y a n O g e n b r o m id e

くC N B り ペ プチ ドの 型も既知 の コ ラ ー ゲ ン と 異な る こ

と か ら
，
G コ ラ ー

ゲ ン と 名 づ け ら れ た
帥

．

一 方 ，

S c h m id ら
3 珊
は12 日日 の ニ ワ ト リ胚 の 軟骨 か ら こ れ

と 同様 の コ ラ ー ゲ ン を見い だ し ， その 合成 は軟骨 に 石

灰 化が起 こ る軟骨細胞の 肥大化部位で 活発 で ある こ と

を報告し た ． 後 に こ の コ ラ ー ゲ ン は
，
X 型 コ ラ

ー

ゲ ン

と命名 され ，
こ の コ ラ

ー

ゲ ン に 対す る抗体 を用 い た研

究 で も ， X 型 コ ラ
ー

ゲ ン の こ の 部位 へ の局在が 明ら か

と な り ， 休止軟骨細胞
，
増殖軟骨細胞， 骨 な どに は発

現 し な い こ が わ か っ た
37 ト 抑

． す な わ ち
，
X 型 コ ラ ー ゲ

ン は軟骨が 骨 に 移行す る過程 に お い て ある 時期に の み

発現 す る コ ラ ー ゲ ン で あ り ， 軟骨内骨化 に お い て 重要

な役割 を担 っ て い る と 考え られ て い る ．

軟骨 コ ラ ー

ゲ ン の も う．仰つ の 主 要な 成分 で あ る Xl

型 コ ラ ー ゲ ン は ， 1 9 7 9 年 に B u r g e s o n らが と 卜関節軟

骨よ り分離精製 し， 最抑 ま1 ぽ
．
2 庇

，
3 打 と呼 ばれ

た
jl－

， その 後の 研究で こ れ ら の 3 本の 甜 鎖 は
．

一

つ の

ト リ プル ヘ リ ッ ク ス 分子 を作 っ て い る と考え ら れ る結

果 が 得ら れ
，
此 1 くX り．

甜 2 く玉川 ，
仔 3 くX 工1 と名称

が 付 けら れ た
29I

． 庇 1 くX lナ鎖 と ぽ 2 くX n 鎖が独 立 し

た遺伝子産 物 で あ る と い う こ と は
，
C N B r ペ プ チ ドの

型 や 得 ら れ た 遺伝 子 よ り 明 ら か と な っ た が
，
丑 3

くX Il 鎖 に 関 し て は C N B r ペ フ
ノ

＋ ドの 型 が
．
II 型 コ

ラ
ー

ゲ ン の ぴ 1 り11 鎖 と似て い る た め に
，
そ の 独 立性

に 関し て は ま だ 完全に は確定さ れ て い な い
121 J3 1

今回著 者が精製 し ，
その 分布に 二八 －て 検討 し たIX 型

コ ラ ー ゲ ン に つ い て は
．
1 98 0 年

，
S hi m o k o m a k i ら に

よ り
，
H 型 と異 な る新し い コ ラ ー

ゲ ン M が軟骨中 に

存在す る こ と を報告し た こ と
吊

に 始圭 る ． そ の 後 数 グ

ル ー プ か ら 次 々 と 独 白 に ，
C － P S l

，
2LL5一こ H M W ，

M W
ll一

こ M l ， M 2
4 6 一

ニ H ， J
17，
コ ラ ー ゲン と 名づ け られ た コ

ラ ー ゲン ペ 7 チ ドが
，
そ れ ぞ れ 異 な っ た 方法 で抽出さ

か た ．
ニれ らの 報告 は

．
い ず れ も ペ プ シ ン 消化 に よ っ

て コ ラ ー ゲ ン を抽出し て お り
．
し たが っ て

， 得 ら れ た

断片が－一つ Jつ分子 か ら 由来し たJつか 否か の 結論が 得 ら

れ な か っ た ． 1 9 8 4 年 ，
N i Il O n liさ

，

a ら
1－

は ． 軟骨 特異 的蛋

白質の C D N A を 作製 す る途中で H 型 コ ラ ー ゲ ン と は

異 な る コ ラ ー ゲ ン 構造を 含ん だ ある 種の C D N A を 得

た ． 3 2 0 0 塩 基 対の 長さ の CD N A 塩 基配列か ら 予 想 し

た蛋 白の 構造と ， 上 記の ペ プ チ ドの 構造 とが 同 じも の

で ある こ と が 判明し ， 1 X 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 存在が 初め て

明 ら か と な っ た ．

一 方 ， 19 8 3 年 ， 軟骨 か ら得ら れ た プ



1 8 6

ロ テ オ グ リ カ ン の う ちの
一 つ の コ ア 蛋 白質くP G l 刃

が
，

コ ラ
ー

ゲ ン桟橋造 をも つ と い う 報告が N o r o ら
4 8一

に よ り 発表され ， 後 に こ の コ ア 蛋白質がIX 型 コ ラ ー ゲ

ン と同 一

で あ る と い う 事実が V a u gh a n ら
49I
に よ っ て

確 か め ら れ ．
1 X 型 コ ラ

ー ゲ ン の 存在が確定し た ．

ヒ トのIX 型 コ ラ ー ゲ ン は 庇 1 く1Xさ， 庇 2 く1 礼 ぽ 3

くI刃 の 3 本の 異 な っ た 改 鎖 よ り 構成 さ れ
1 馴

，
S D S －

P A G E に よる 分 子 量は還元 後 で a l く1Xl が 8 4 K ，
a 2

くI刃 が 115 K
，
ぽ 3 く工刃 が 72 K で ， 全体の 分子 量 は

約 270 K で あ る
23，

． I X 型 コ ラ
ー ゲ ン の ぽ 1 鎖は N 末端

に 25 E の 非コ ラ ー ゲ ン 性 ペ プ チ ド くN C 41 が 結合 し ，

ぽ 2 鎖の N C 3 に ほ グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 鎖 くコ ン ド

ロ イ チ ン 硫酸あ る い は デル マ タ ン 硫酸1 が 結合 し て い

る
抑 － 52l

， さ ら に
，
H 型 コ ラ

ー

ゲ ン と の 間 に リ ジ ン 残 基

由来の 架橋共有結合 を形 成し
，
軟骨の コ ラ ー

ゲ ン細線

維 を構成 して い る
錮 J

． I X 型 コ ラ
ー ゲ ン が 形成 す る 三

重 ラ セ ン 構造 の 中に 2 箇所の 非 コ ラ ー ゲ ン性 ド メ イ ン

くN C 2 ， N C 3ナが 存 在 し ，
こ の 部 位が ペ プ シ ン 消化 さ

れ
，
今 回 の 精 製 で 見 ら れ た よ う に H M W お よ び

L M W と して 抽 出され て く る も の で あ る ． H M W と

L M W を ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ くBi o－G el A
－5 m l に

よ っ て H M W の み に 精製 し
，
こ れ を S D ラ ッ トに 免

疫 し て 抗IX 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体を 作製 した が ，
こ の 抗体

は
，
ヒ トH 型 コ ラ ー ゲ ン と も 交叉 反 応す る 可 能性 が高

い
． そ こ で

，
さ ら に じ 卜H 型 コ ラ ー ゲ ン 充填 の ア フ ィ

ニ テ ィ
ー

カ ラ ム に か け て H 型 コ ラ
ー

ゲ ン と 交叉 す る抗

体 を吸着さ せ 除去 す る こ と に よ っ て ， I X 型 コ ラ
ー

ゲ ン

くH M W I と特異的 に 反 応 す る 抗体 を得 る こ と が で き

た ． こ の 抗体 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 で

H M W の バ ン ドの み を認識 す る と と も に 胎児 正 常軟

骨 パ ラ フ ィ ン切 片上 で 従来の 報告
7 脚 56，
と 同様 の 反 応を

示 し た ． 本研究 で は こ の よ う に して 作製し た 抗I X 型 コ

ラ
ー ゲ ン ポリ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 を用 い て 軟骨性腫瘍 に お

け る工又型 コ ラ ー ゲ ン の 分 布特性 を調 べ た も の で あ る ．

免疫染色 に 際し て は ， l X 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 抗原決定基

くエ ピ ト ー プ1 が 多量 の プ ロ テ オ ブ リ カ ン に よ り 覆 わ

れ
， 染色性が 失われ る

55，
とt l う 事実が 確認さ れて い る

の で
， 前処 置と し て ヒ ア ル ロ ニ タ

や

－ ゼ 消化 を十分 行 っ

た 上 で 免疫染色を行 い 良好な 結果 を得た ． 他の 型 別 コ

ラ
ー ゲ ン く工型

，
H 型 ， 工Il 型

，
V 型

，
V工型j を併 用 し

て
，
A B C 法 に よ りそ の 局 在 を調 べ て み る と

，
胎 児 軟

骨 で は ， 従来の 報 告
7I55，5 郎

と 同様に H 型 コ ラーゲ ン ， l X

型 コ ラ ー ゲ ン と も に ， 軟骨基質 に 均等に び ま ん性 に 分

布 し てい た ．

一

方 t 内軟骨歴 と 軟骨肉腫異型度 1 で

は ， H 型 コ ラ
ー

ゲ ン は
， 軟骨基質に び ま ん性 で網状 に

分布 して い る の に 対 し
，
工X 型 コ ラ ー ゲ ン は軟 骨基質に

顆粒状 ，
線状な い し網状 に 染色さ れ る特徴 を有 して い

た ． 従 っ て
，
I X 型 コ ラ ー

ゲ ン の 不 均等不 規則 な免疫染

色性が ， 腫瘍性軟骨基質 の 初期変化 と考 え られ る ． 軟

骨肉腫 異型 度 2 ， 異型 度 3 と異型度が高 く な るに つ れ

て軟骨型 コ ラ ー ゲ ン で あ る H 型 と工X 型 コ ラ ー ゲ ン の 免

疫染色性 は低下 ま た は消失 し た ． こ れ に 代 っ て非軟骨

性問質型 コ ラ ー ゲ ン り 型1 肛 軋 V 型うが 沈着出現す

る こ と が注目 さ れ た ． お そ ら く腫 瘍細胞 は ， 組織学的

異型度 の 増加 と と も に 軟 骨細胞 と し て の 性 質が う す

れ
， 多様 な コ ラ ー ゲ ン分 子 種 を発現 す る よう に な ると

思わ れ る ． こ れ ま で に 軟骨肉腫の コ ラ ー ゲ ン の 分 布特

性 に つ い て は若干 報告さ れ て い る ． ま ず ，
R e m b e r g

－

e r ら
珊
は
，
2 例 の軟骨歴 と 6 例 の軟骨肉腫 に つ い て免

疫組織化学的 に 調 べ た結果 ．
H 型 コ ラ ー

ゲ ン は
， 軟骨

歴 と高分化型軟骨肉腫 の 場合 に の み染色性が 見 られる

が ， 低 分化型軟骨肉腫 で は陰性 で あ る と 報告 し て い

る ． 問 質型 コ ラ ー ゲ ン の 出現 に つ い て は著者 の 成績と

異 な り ， 軟骨肉腰全例 に お い て 工 型 コ ラ ー ゲ ン が陰

性 ，
工1I 型 コ ラ ー ゲ ン が 陽性 で あ っ た と述 べ て い る ． し

か し
， 最近教室 の U e d a ら

IOI
は 内軟骨腰 6 例 と軟骨肉

腫 9 例 に つ い て ， 抗 ヒ ト型別 コ ラ ー ゲ ン り 型 ，
工工型

，

m 型
，
V 型

．
V工型1 ポ リ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 を用 い て精査

し て み る と
，
内軟骨腫 の コ ラ ー ゲ ン 分布 は正 常軟骨と

非常 に 類似 し て い る が ， 軟骨 肉腫 で は ， 組織学的異型

度が増加 す る に つ れ て非軟骨型問質型 コ ラ ー ゲ ン り

型
，
工II 型

，
V 型1 が 出現 し ， 逆 に工工型 コ ラ

ー

ゲ ン は 減少

す る と い う結果 を報告 し た ． 著者の 成績 は U e d a ら
岬

の 所見 と 同様で あ っ た が ．
工X 型 コ ラ

ー

ゲ ン の 局 在を加

え て 軟骨性腫瘍 の 基質 を考 え て み る と
．
腫瘍性軟骨に

お い て は工X 型 コ ラ
ー ゲ ン の 沈着異常が H 型 コ ラ ー

ゲン

の それ に 先立 っ てし1 る こ と を指摘で き る よう に 思 われ

る ． 免疫染色性 の 異常 が コ ラ ー ゲ ン の 質的 ま た は壷的

変化 を どの 程度 反映 す る か に つ し1 て は推測の 域 を出な

い が
，
工X 型 コ ラ ー ゲ ン の 丑 2 鎖 に は グリ コ サ ミ ノ ブリ

カ ン が 結合 し て い る こ と か ら プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 変化

と密接 に 関連 し て い る異常病変 を表 し て い る の か も知

れ な い ． B u c k w a lt e r
捌

は 8 例の ヒ ト軟骨肉腫 し異 型 度

1
，
1 例i 異型 度 2 ，

6 例言 異 型 度 3 ， 1 例1 の プ ロ テ

オ ブ リ カ ン に つ い て 電子 顕 微鏡 を使 っ て調 べ ，
ウ シ正

常鼻中隔軟骨 と比 較 し た ． そ の 結果 ， 軟骨肉腫 に よ っ

て産 生 され る プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 基本構造 は正 常軟骨

と同 じ で あ るが
，

プ ロ テ オ ブ リカ ン の コ ア 蛋白は 正常

軟骨 に 比 べ て長 さが 短 い と報告 し て い る ． ま た ， 大部

分の 例 で軟骨肉腫 の プ ロ テ オ グ リ カ ン に お け る コ ン ド

ロ イ チ ン 硫酸の 側鎖 は ， 正 常軟骨 に 比 べ て長 い と 述べ

て い る ， 症 例数 が限 られ て い るの で 軟骨肉腫 の 異型度
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との 関連 に つ い て は記載さ れ て い な い が ， 軟骨 基質 が

正常軟骨 と軟骨性腫瘍 に お い て 質的に 異な る と い う 可

能性 を示 唆 し た点 は重要と思わ れ る ． ま た ， P a l ら
別

は ， 6 例 の と 卜軟骨肉腫 か ら プ ロ テ オ グ リ カ ン を抽出

し生化学的 に 調 べ ． 正 常関節軟骨 と 比較 した ． そ の 結

果，
高分化型 軟骨肉腫で は， ケ ラ タ ン硫 酸の 畳 と側鎖

の 長さ は正 常小児の 関節軟骨と ほ ぼ 同 じで あ る が
，
よ

り悪性度の高 い 軟骨肉腰 で は ，
ケ ラ タ ン硫酸 の 畳も側

鎖の 長さ も減少す る と 報告 して お り ，
ケ ラ タ ン硫酸 の

量と側鎖の長さ は軟骨肉腫の 組織学的異型度 と関連 が

ある と報 じ て い る ． ま た
，
H e r w ig ら

58
恨

，
4 例 の ヒ ト

軟骨肉腫か ら プ ロ テ オ ブリ カ ン と グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ

ン を抽 出し生化学的 に 調 べ た 結果
，
異型 度 の 増加 と と

も に プ ロ テ オ ブ リカ ン サ ブ ユ ニ ッ ト の 分子量 と グリ コ

サ ミ ノ ダ リ カ ン の 量 が 減少 し， 腫瘍性軟骨 が質的に も

量的に も異 なる と 報告 した ． し か し ，
P al ら

別
の 報告 と

は異な り
，
ケ ラ タ ン硫 酸の 量に 異型度 と の 相関性 は見

られ な か っ たと 報告 して い る ． －．一 方 ，
T h o n a r ら

5g，

は ，

軟骨肉腫 は ， 正 常軟骨 に 含ま れ る す べ て の グ リ コ サ ミ

ノ グリカ ン をも っ て お り
，

ケ ラ タ ン 硫酸 の 大 き さ は正

常軟骨 と同 じで あ る と 報告し て い る ． 従 っ て ， 軟骨性

腫瘍に お い ては そ の 基 質を構成 する コ ラ ー

ゲ ン や プ ロ

テオ グ リカ ン に 質的な ら び に 量 的 な多様性が も たら さ

れる もの と 解釈さ れ よ う ． 著者の 指摘 し た内軟骨腫 に

お け るH 型 コ ラ ー ゲ ン と工X 型 コ ラ ー ゲ ン の 局在 の 差異

が質的なも の か ま た は 量 的に工X 型 コ ラ ー ゲ ン が も と も

と少な い こ と に 由来す る か に つ い て は分 か ら な い ． つ

まり ， 腫 瘍に お い て はIl 型 コ ラ ー

ゲ ン 緑椎上 にIX 型 コ

ラ ー ゲ ン が 規則的に 配列し て しユ るの か 否 か に つ い て は

免疫電顕で確か め る必要が あ ろ う ．

軟骨肉腫は ， 良性 の 内軟骨腫 とき わ め て よ く 似た 組

織像を取る60 ト 6．り． ま た
， 異型 度1 の 軟骨 肉腫 に お い て

は
， し ばし ば 内軟骨歴 と の 鑑別に 苦 慮 し ， 臨床経過 や

画像所 見な く し て は診断で き な い 場合が 多 い ． 本邦 に

お け る軟骨肉腫 の 5 年 生存率 は1 97 2 年 の 登 録例 よ り 追

跡を行 っ た 調査 で は約63 ％で あ る
弧

． ま た E v a n s ら
I n

は7 1 例の 軟骨肉腫 で 5 年生存率 を調 べ
．
軟骨 肉腫 異 型

度1 が9 0 ％ ， 異 型度 2 が8 1％ ， 異 型 塵 3 が4 3 ％ と報告

して い る ． 異 型度 1 あ る い は異型 度 2 の 軟骨肉腫 を生

検時に 内軟骨腫 と鑑 別 が で き ず腫 瘍梯爬術の み 施行さ

れた場合に は ， 軟骨 肉腫 は局 所再発 し ， 予後不 良と な

る ． こ の よ う に
， 軟骨 肉腫 に お し－て は

， 化学療法や 放

射線療法が あ ま り有効 で な い こ と も あ っ て
， 初期に 適

切な腫瘍摘出手術 を行 な う こ と が き わ め て 重 要 で あ

る 一 本研究 に お い て工X 型 コ ラ ー

ゲ ン の 分布特性か ら
，

軟骨性腫壕 の 良 悪 性 を考 え る と 次の 2 点 が 強調さ れ

187

る ． 第 叫

は 内軟骨 腫 で は H 型 コ ラ ー ゲ ン が び ま ん性均

等 に 染ま り ．
I X 型 コ ラ

ー

ゲ ン が 不規則 に 分布 し ， 非軟

骨性問質型 コ ラ ー ゲ ン り 型 ， 11I型
，
V 郵 は胎児軟骨

と同様 に 陰性 で あ る と い う こ と ． 第 二 に は ， 既 に

U e d a ら
IO，
が報 告し て い るよ う に 軟骨肉腫 で は 組織学

的異型魔 の 増加 と とも に 非軟骨性問質型 コ ラ ー

ゲ ンが

染め 出さ れ ， 軟 骨型 コ ラ ー ゲ ン で あるI工型 とIX 型 コ

ラ ー ゲ ン の 染色性が低下す る こ と で ある ． こ の こ とは

基質成分の 構成異常が ， 細胞 学的異型度や組織学的異

型度と と も に 悪 性度の 指標と して 有用 で あ る こ と を意

味す る ． こ の よう に 腫瘍細胞 が産生す る 基質成分 に 着

目 し て 良悪 性 の 補助判定 を行 なう こ と は
，
X工 型 コ

ラ ー

ゲ ン や X 型 コ ラ ー ゲ ン
，
プ ロ テ オ ブリ カ ン の コ ア

蛋白 の 分布特性 を加 える こ と に よ りさ ら に 役立 つ もの

と 考え られ る ．

結 論

胎児 軟骨 ， 内軟骨腫お よ び軟骨肉腫に お け る型 別 コ

ラ
ー ゲ ン り 型 ，

工I 型
，
工II 型

，
V 型 ， Vエ型 お よ び工X

型1 の 分布 を ，
型特異的抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を 用 い て 免

疫組織化学的 に 観察 し， そ の 分布特性に つ い て 検討し

た ．

1 ． ヒ ト胎児お よ び 小児の 肋 軟骨か ら ペ プ シ ン 消化

に て コ ラ ー ゲ ン を抽出し ， 塩析法お よ び ゲ ル ク ロ マ ト

グラ フ ィ に よ り工X 型 コ ラ
ー ゲ ン を精製し た ． コ ラ ー ゲ

ン の 純度 は
，
S D S ． P A G E と細菌性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消化

試験 を併用 し て確認し た ．

2 ． 工X 型 コ ラ
ー

ゲ ン を S D ラ ッ ト に 免疫 し て 得ら れ

た抗血 清か ら ，
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィでIX 型

コ ラ ー ゲ ン に 特 異的な抗体を精製し た ．
エ ラ イ ザ 法に

よる 阻害試験 お よ び ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン ブ法 に よ

り 抗体特異性 を検定し た ．

3 ． 胎 児軟骨 では ．
Il 型 お よ び工X 型 コ ラ

ー ゲ ン は軟

骨基質 に 均等 に びま ん性 に 分 布し て い た ． m 型 コ ラー

ゲ ン は軟骨 細胞J う周囲に 局在 し て し1 た ． ト型
．
1王卜里お

よ び V 型 コ ラ
ー ゲ ン は陰性 で あ っ た ．

4 ， 内軟骨 腫 て は ， 工 型 ， II 型 ロI 型
，
1

，

型
．
1廿里

コ ラ ーゲ ン は胎 児軟骨と 同様 の 所見 て成 一

J た が ． 工X 型

コ ラ ー ゲ ン が 不 規則な 分 布を 示 す と い う 点 で 胎 児軟骨

と 山 間 に 違 い が み ら ゎ た ．

5 ． 軟骨肉腫 で は
． 組織学的 異型 度が増加 する に つ

れ て 問質型 コ ラ ー ゲ ン り 軋 1H 型 ． l
7
馴 が 沈 着し ．

V l 型 コ ラ
ー ゲ ン が び ま ん 化し ， 1 X 型 コ ラ

ー

ゲ ン が H 型

コ ラ ー ゲ ン と と も に 減弱化 し た ．

以 上 の 所見か ら ， 軟骨性腫瘍 で はH 型 コ ラ ー ゲ ン の

免疫染色性が減弱化す る と同時 に1X 型 コ ラ ー ゲ ン が 不
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均等 に 分布す る よ う に な り ，
ま た

，
組織学的悪性度の

増加 と と も に 非軟骨性問質型 コ ラ
ー ゲ ン 分子 種が 発現

さ れ る も の と推測さ れ た ．
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，
K － H ．

，
I r w i n

，
M － I ．

良 M a y n e ， R ． ニ D －p e ri o d i c d i s t rib u ti o n of c oll a g e n

ty p e I X a l o n g c a rtil a g e fib ri
l s ， J ． C ell B i ol ． ， 1 0 6 ，

9 91 －9 9 7 く19 88 1 ．

5 I S v o b o d a ， K ． E ．
，
N i s h i m u r a

，
I ．
，
S u g r u e ， S ．

P ． ， N i n o m i y a ， Y ． 鹿 O I s e n
，
B ． R ． こ E m b r y o n i c

c h i c k e n c o r n e a a n d c a r til a g e s y n th e si z e t y p e lX

c o 11 a g e n m ol e c u l e s w ith d iff e r e n
t a m i n o －t e r m i n al

d o m a i n s ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ， 8 5 ， 7 4 9 6－

7 5 0 0 く19 8 8う．

6 I V a si o s ， G ．
，
N i s hi m u r a ， I ． ， K o n o m i ， H －

，
V a n

d e r R e s t
，
M ．

，
N i n o m i y a ， Y ． 8 t O I s e n

，
B ．
R ． こ

C a rtil a g e ty p e l X c oll a g e n
－

p r O t e O gl y c a n c o n t a i n s a

l a r g e a m i n o
－t e r mi n al gl o b u l a r d o m a i n e n c o d e d b y

m u lti pl e e x o n s ． J ． B i ol ． C h e m ． ．
2 6 3 ， 2 3 2 4 ．2 32 9

く19 8引．

7 1 M u 11 e r ． G l a u s e r
，
W ．

，
H u m b el

，
B ．
，
G l a t t

，
M ．

，

S t r a uli
，
P ．

，
W i n t e r h a lt e r ， K ． H ． 鹿 B r u c kn e r

，

P ． ニ O n th e r ol e of ty p e I X c oll a g e n i n th e
e x t r a －

c ell u l a r rn a t ri x of c a r til a g e こ T y p e I X c oll a g e n i s

l o c ali z e d t o i n t e r s e c ti o n s o f c o ll a g e n f
ib ril s ． J ．

C ell B i o l ．
，
10 2

，
1 9 31 － 1 9 3 9 く19 8 6I －

8 I B u c k w alt e r ， J ． A ． ニ T h e s t r u c t u r e o f h u m a n

c h o n d r o s a r c o m a p r o t e o gl y c a n s ． J － B o n e J oi n t

S u r g ． ， 6 5 A ， 9 5 8－97 4 く1 9 8 31 ．

9 1 P a l ， S ．
，
S t ri d e r

，
W ．

，
M a r g oli s ， R ．

，
G all o

，
G

．

鹿 Le e － H u a n g ， S ． ニ I s o l a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n

of p r o t e o gl y c a n s f r o m h u
m a n c h o n d r o s a r c o m a s ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 5 3

，
1 2 7 9 －1 2 89 く19 7 81 ．

10I U e d a ， Y ．

，
O d a

，
Y ．

，
T s u c h i y a ， H ．

，
T o m it a

，

K ． 良 N a k a n i s h i ， I ． ニI m m u n o hi s t o l o g l C al s t u d y o n

c o ll a g e n o u s p r o t ei n s o f b e n i g n a n d m a li g n a n t

h u m a n c a rtil a gi n o u s t u m o u r s o f b o n e ■ V i r ch o w s

A r c h ．
A P a th ol ， A n a t ．

，
4 1 7

，
2 9 1 － 2 9 7 く1 9 9 01 ．

1 11 R e e s e ， C ． A ． 息 M a y n e ， R ． こ M i n o r c oll a g e n s

of c h i c k e n h y a li n e c a r til a g e － B i o c h e m i st r y ， 2 0 ，

5 4 4 3 －5 4 4 8 く19 8 い．

1 21 L a e m m li ， U ． 二K ． I C l e a v a g e o f st r u c t u r al

p r o t ei n s d u ri n g th e a s s e m b
l y o f th e h e a d of

b a c t e ri o p h a g e T 4 ． N a t u r e ， 2 2
7
， 6 8 0 － 68 5 く1 9 701 ．

1 3I H a t a ， R ．
，
N i n o m i y a ， Y －

，
N a g ai ， Y ．

T s u k a d a
，
Y ． こ B i o s y n th e si s o f i n t e r s ti ti al t y p e s of

c oll a g e n b y al b u mi n
－

P r O d u c i n g r a t li v e r p a r e n c
h ．

y m al c ell くh e p a t o c y t el cl o n e s i n c ul t u r e ． B i o c h e m
－

i s t r y ， 1 9 ， 16 9
－ 1 7 6 く1 9 8 01 ．

1 4I R e n n a r d S ． I ．
，
B e r g ， R ． ，

M a r ti n
，
G ． R ．

，

F oid a r t
，
J ． M ． 及 R o b e y ， P ． G ． こ E n z y m e

－1i n k e d

i m m u n o a s s a y くE L I S A l f o r c o n n e c ti v e ti s s u e

c o m p o n e n t s ． A n al ． B
i o c h e m ．

，
1 0 4

，
2 0 5 － 2 1 4 く19 80l －

1 51 H a r p e r ， D ． R ．
，
Li u

，
K ． M ． 皮 K a n g r o ， H －

0 ． ニ T h e eff e c t o f s t ai n i n g o n t h e i m m u n o r e a cti v
－

it y o f n i tr o c ell ul o s e b o u n d p r o t e i n s ．
A n a l ． B i o c h －

e m り 1 57
，
2 70 －2 7 4 く1 錮61 ．

岬 S Y O b o d a ， M ．
，
M e u ri s ， S ．

，
R o b y n ， C ．

息

C h ri s t o p h e ， J － ニ R a pi d el e c t r o t r a n s f e r o f p r o t e
i n s

f r o m p ol y a c r y l a m id e g el t o ni tr o c ell u l o s e m e
m b r－

a n e u si n g s u rf a c e
．

c o n d u c ti v e gl a s s a s a n o d e － A n al ．

B i o c h e m ．
，
1 5 1

，
1 6－23 く19 8 51 ．

1 71 B u r n et t e ， W ． N ． こ
L

W e s t e r n B l o tti n g
1 ．

こ

el e c t r o p h o r eti c tr a n sf e r o f p r o t e
i n s f r o m s o d i u m

d o d e c yl s ulf a t e
．

p o l y a c r yl a m id e g e
l s t o u n m o difie d

n it r o c ell u l o s e a n d r a d i o g r a p h i c d e t e c ti o n
w ith

a n tib o d y a n d r a d i o i o d i
n a t e d p r o t ei n A ．

A n al ．

B i o ch e m ．
，
11 2

，
1 95 －2 0 3 く19 8 11 ．

1 81 E v a n s ， H ． L ．
，
A y al a ， A ． G ． 鹿 R o m s d a hl ，

M ． M ． ニ P r o g n o s ti c f a c t o r s i n c h o n d r o s a r c o
m a of



軟骨性腫瘍 の王X 型 コ ラ ー ゲ ン

b o n e ． A cli n i c o p a th o l o g l C a n al y s I S W it
h e m p h a si s

o n h is t o l o gi c g r a d i n g ． C a n c e r ， 4 0 ， 8 1 8
－8 3 1 く19 7 7l ．

川 源 利成 二 乳癌 の 問質に お け る 型 別 コ ラ ー ゲ ン

廿 軋 Hl 軋 IV 型 お よ び V 型1
お よ び ラ ミ ニ ン の 局

在． 十全医会誌 ，
6
，
9 7 5 増90 く19 8 61 ．

珊I M i n a m o t o ， T －
，
0 0i

，
A ．

，
O k a d a

，
Y ．

，
M a i

，
M ．

，

N a g ai ， Y ． 及 N a k a n i s h i ， I ． ニ D e s m o pl a s ti c r e a c ti o n

of g a s t ri c c a r ci n o m a ニ A li gh t
．

a n d e l e c t r o n －

m i c r o s －

c o p I C i m m u n o hi s t o c h e mi c al a n a l y si s u s l n g C Oll a g e n

ty p e
－

S p e Cifi c a n tib o d i e s ． H u m － P a th ol ． ， 1 9
，
8 1 5 ． 82 1

く19 8即．

2 1J O d a ， Y ．
，
E a w a h a r a

，
E ．

，
M i n a m o t o

，
T ．

，

U ed a ， Y ．
，
I k e d a

，
K ．

，
N a g a i ， Y ． 及 N a k a n i s h i

，

I ． ニ I m m u n o h i st o c h e m i c al s t u d i e s o n th e ti s s u e

l o c ali z a ti o n o f c o11 a g e n t y p e s I ， III， IV ． V a n d V I

i n s c h w a n n o m a s ． C o r r el a ti o n w it h u l tr a s t r u c t u r a l

f e a t u r e s o f th e e x t r a c ell u l a r m a t ri x ． V i r c h o w s

A r ch ． B C ell P a th ol ．
，
5 6

，
1 5 3 ．1 6 3 t1 9 8 8l ．

22I U e d a ， Y ． 良 N a k a n i s h i
，
l こ 1 m m u n o h i s t o c h －

e mi c al a n d bi o c h e m i c a l s t u d i e s o n th e c oll a g e n o u s

p r o t ei n s of h u m a n o s t e o s a r c o m a s ． V i r c h o w s A r ch ．

B C ell P a th ol ． ， 5 8 ， 7 9 － 8 8 く1 98 9 1 ．

23I B r n c k n e r ， P ．
，
M e n d l e r

，
M ．

，
S t ei m m a n n

，
臥
，

H u b e r
，
S ． 鹿 W i n t e r h a lt e r

，
K ． H ． ニ T h e st r u c tu r e

Of h u m a n c o11 a g e n ty p e IX a n d it s o r g a n i z a ti o n i n

f et al a n d i n f a n t c a rtil a g e fi b ril s ． J ． B i ol ． C h e m ． ，

2 63
，
1 6 9 1 1－1 6 91 7 く19 8 即．

2 4I B r u c k n e r ， P ．
，
M a y n e ， R ． 鹿 T u d e r m a n

，
L

．
こ

p
－ H M W －

C Oll a g e n ， a m i n o r c oll a g e n o b t ai n e d f r o m

C hi c k e m b r y o c a r til a g e w i th o u t p r o t e o ly tl C

tr e a t m e n t of th e ti s s u e ． E u r ． J ． B i o c h e m ．
，
1 3 6

，

3 3 3 ．33 9 り98 31 ．

25I 澤 田 元 一 許斐博 史 こ細胞外基質 タ ン ハ ク 質 ，

コ

ラ
ー

ゲ ン ． 生体 の 化学 ，
4 1

，
2 5 4 －2 6 0 く19 9 tll ．

26I 畑 隆
一 郎ニ コ ラ ー

ゲ ン
，
そ の 機能 と代謝 十 蛋 白質

核酸酵素
，
3 1

，
2 9 ．5 2 り98 61 ．

271 M ill e r
，
E ． J ． こ R e c e n t i n f o r m a ti o n o n th e

C h e m i st r y o f t h e c oll a g e n s ． h z I P r o c e e d i n g s of 2 n d

i nt e r n a ti o n al c o n f e r e n c e o n th e b i o c h e mi n t r y a n d

bi ol o g y of mi n e r ali z e d ti s s u e s
， P 8 0－93 ，

E b s c o

M e di a
，
B i r m i n g h a m ，

A l a b a m a
，
1 9 8 5 ．

2 81 L u V a11 e
，
P ．

，
N i n o m i y a ， Y ．

，
R o s e n bl u m

，
N ．

D ． 鹿 0 1 s e n
，
B ． R ． ニ T h e t y p e X c oll a g e n g e n e ．

I n tr o n s e q u e n c e s s plit th e 5
，
－

u n t r a n Sl a t e d r e g l O n

a n d s e p a r a t e th e c o d i n g r e gi o n s f o r th e n o n
－

C O 11 a －

g e n o u s a m i n o －t e r m i n al a n d tri pl e
．h e li c al d o m ai n s ．

1 8 9

J ． B i ol ． C b e m ．
，
2 6 3

，
18 3 78 ．1 8 3 8 5 り9 8 軋

29I M o r ri s ， N ． P ． 及 B a c h i n g e r ， H ．
P

．
こ T y p e

X I c o ll a g e n i s a h e t e r o t ri m e r w ith th e c o m p o siti o n

く1 a ，
2 a

，
3 cr J r e t a i n i n g n o rl

－ t ri pl e
－h eli c al

d o m ai n s ． J ． B i ol ． C h e m ． ． 2 6 2
，
1 1 3 4 5 －1 1 3 5 0 く1 98 7ナ．

3 0I G o r d o rL ， M ． K ．
，
G e r e c k e

，
D ． R ． 鹿 O I s e n

，
B ．

R ． ニ T y p e X 工I c oll a g e n ニ di sti n c t e x t r a c ell u l a r

m a tri x c o m p o n e n t d i s c o v e r ed b y c D N A cl o n i n g ．

P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ，
84

，
6O 4 O － 6t14 4 く19 8 7 l ．

3 1J D u b l e t ， B ． 及 v a n d e r R e s t
，
M ． こ T y p e X II

c oll a g e n i s e x p r e s s e d i n e m b r y o n i c c hi c k t e n
d o n s ．

I s ol a ti o n o f p e p si n
－d e ri v e d f r a g m e n ts ． J ． B i o l ．

C h e m ．
．
2 6 2

，
1 7 7 2 4 －1 7 7 2 7 u 9 8 71 ．

3 2I S a m d b e r g ， M ．
，
T a m m i n e n ， M ．

，
H i r v o n e n

，

H ．
，
V u o ri o

，
E ． 鹿 P ih l aj a n i e mi ，

T ． ニ E x p r e s si o n of

m R N A s c o d i n g f o r th e a l c h ai n of ty p e X III

C O11 a g e n in h u m a n f e t a l ti s s u e s こ C o m p a ri s o n w ith

e x p r e s si o n o f m R N A s f c．r c o 11 a g e n ty p e s I ， II ，

a n d Ill ． J ． C ell B i o l ． ． 1 0 9 ， 13 7 1 － 1 37 9 く19 8 9I ．

3 3I A y a d ， S ．
，
M a r ri o t t

，
A ．

，
M o r g a n ， K 也

G r a n t
，
M ． E ． ニ B o vi n e c a rtil a g e t y p e s V I a n d I X

c o ll a g e n s ． C h a r a c t e ri z a ti o n of th ei r f o r m s i n vi v o －

B i o c h e m ． J り 2 6 2 ， 7 5 3 －7 61 く19 89 1 ．

3 4ン Gib s o n ， G ． J り S c h o r ， S ． L ． 鹿 G r a 王1 t
，
M ．

E ． ニ E ff e c t s o f m a t ri x m a c r o m ol e c u l e s o n c h o n d
－

r o c y t e g e n e e x p r e s si o n ニ S y n th e si s of a l o w

m o l e c u l a r w ei gh t c o ll a g e n s p e ci e s b y c ell s c u lt u r ed

w ith i n c o 11 a g e n g el s ． J ． C ell ． B i ol ． ， 9 3 ， 7 6 7
，7 7 4

り9 8 21 ．

3 5I S c h m i d ， T ． M ． 鹿 C o n r a d
，
H ． E ． こ A u n i q u e

l o w m ol e c ul a r w ei g h t c oll a g e ll S e C r e t e d b y

c u lt u r e d c h i c k e m b r y o c h o n d r o c y te s ． J ． B i o l ．

C h e 工11 ． ， 2 5 7
，
1 2 4 4 4 －1 2 4 5く1 り98 21 ．

3 6I S c h m i d ， T ． M ． 及 C o n r a d ， H ． E ． I M e t a b o li s m

of l o w m ol e c u l a r w e i gh t c o ll a g e n b y c h o n d r o c y t e s

o b t ai n e d f r o m hi s t o l o g l C all y d i sti n c t z o n e s o f th e

C hi c k e m b r y o tib i o t a r s tl S ． J ． B i o l ． C h e m ．
，
2 5 7

，

1 2 4 5 ト 12 4 5 7 く1 9 8 21 ．

3 71 P o o l e ， A ． R ． 及 P i d o u x
，
I ． ニ I m m u n o el e c t r o n

mi c r o s c o pi c s t u d i e s o f t y p e X c o ll a g e n i n e n d o c
．

h o n d r a l o s sifi c a ti o n ． J ． C ell B i o l ．， 1 0 9 ， 2 5 4 7－25 5 4

く1 98 9さ．

3 8I S u m m e r s ， T ． A ．

，
I r w i n

，
M ． H ．

，
M a y n e ， R ．

鹿 B a li a n
，
G ． こ M o n o c l o n al a n tib o d i e s t o ty p e X

C O ll a g e n ． B i o s y n th e ti c st u di e s u si n g a n a n tib o d y t o

th e a m i n o －t e r m i n al d o m ai n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 6 3

，



1 9 0

5 8 ト587 く19 8 8j ．

3 91 S c h m id ， T ． 二M ． 息 L i n s e n m a y e r ， T － F ． こ

I m m u n o hi s t o ch e r n i c a l l o c a li z a ti o n o f sh o rt c h ai n

c a r til a g e c o 11 a g e n くT y p e X l i n a v i a n ti s s u e s ． J ．

C ell B i ol ， ， 1 0 0 ， 5 9 8
－ 6 0 5 く19 851 ．

4 0I S cll m id ， T ． M ． 鹿 Li n s e n m 叩 e r ， T ． F ． こ

D e v el o p m e n t a l a c q ui siti o n o
f ty p e X c oll a g e n i n

th e e m b r y o ni c c hi c k tib i o t a r s u s ． D e v ． B i o l ．
，
1 0 7

，

3 7 3 －3 8 1 く19 8引．

4 1I B u r g e s o n ， R ．
E

．
鹿 H o lli s t e r

，
D ． W ． こ C oll a －

g e n h e t e r o g e n ei ty i n h u m a n c a rtil a g e こ I d e n tifi c a t
－

i o n o f s e v e r al n e w c o 11 a g e n c h a i n s ． B i o c h e m －

B i o ph y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
8 7

，
1 1 2 4 －1 1 3 1 く19 7 9I r

4 2I E y r e ， D ． R ．
，
W u

，
J ． 鹿 W o ll e y ， D ． E ．

ニ A 11

th r e e c h ai n s of l a 2 a 3 L2 C Oll a g e n f r o m h y a li n e

c a rtil a g e r e si s t h u m a n c oll a g e n a s e ． B i o c h e m ．

B i o p h y s ． R e s ． c o m m u n ．
，
1 1 8

，
7 2 4 －7 2 9 く19 8 41 －

4 3I S w o b o d a ， B ．
，
H o lm o d a hl

，
R ．

，
S t o P ，

H ． 鹿

v o n d e r M a r k
，
K ． ニ C ell ul a r h e t e r o g e n eit y i n

c u lt u r e d c h o n d r o c y t e s i d e n tifi e d b y a n tib o d i e s

s p e c ifi c f o r a 2 くXII c oll a g e n c h a i n s ． J ． C ell

B i ol
り
1 0 9

，
1 3 6 3 － 13 69 く19 8 91 ．

4 4I S hi m o k o m a ki ， M ．
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