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金沢 大学十全医学会稚託 第96 巻 第 3 号 58 7 －59 8 く19 8 7J 5 87

家兎滑膜細胞由来 の 軟骨細胞活性化因子 に 関する 実験的研究

金 沢大学医学部整 形 外科学講座 く主 任 二 野 村 進数按I

渡 辺 省

く昭 和6 2年 5 月 6 日受付ン

家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因子 くカ タ ポ リ ン1 の滑膜細胞 に お ける起源と軟骨細胞 へ の作

用 を生化学的 に検 索す ると と も に ，
こ の 因子 を部分精製 した

． 初代培養家鬼滑膜細胞お よ び樹立家弟滑膜

線推芽細胞 くH I G ，8 2 掛 を，
0 ．1 JL gl m l の ph o rb ol m y ri s t a t e a c e t a t e くP M Al 処理 す る事に より順化

培地 を作製 した ．
こ の 順化培地 を 4 倍稀釈 した培養液で初代培養家兎関節軟骨細胞を培養する と， 軟骨細

胞は活性化され， そ の 培養液中の 中性カ ゼイ ナ
ー

ゼ， 中性 ゼ ラチ ナ ー ゼ お よ び中性 コ ラゲ ナ
ー

ゼ の 各活性

とプ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 くP G E 21 量 は著 しく増加 し た
．

そ の増加は
，

H I G －8 2 株細胞順化培地に よる刺激

で
，

そ れ ぞれ コ ン ト ロ ー ル の 86 ． 4 倍 くp く0 ． 00 1l
，
60 ． 3 倍 くp く0 ． 0 1l ， 5 1 ． 7 倍 くp く0 ． 05l ，

21 ． 9 倍 くp く

0 ． 05 1 で あり
，

初代滑膜細胞順化培地 に よる 刺激で ， そ れぞ れ コ ン トロ ー ル の 75 ．2 倍 くp く0 ． 0 01う
，
6 5 ． 6

倍 くp く0 ．0 11 ，
5 4 ． 3 胤 23 ．1 倍 くp く0 ． 0引 で あ っ た

．
しか し

，
酸性 カ ゼイ ナ

ー

ゼ
，
酸性ゼ ラチ ナ

ー ゼ お

よ び月． グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ清性 は上 昇し なか っ た ． P M A 処理 を受 けな い 場 乱 滑膜細胞順化培地に は軟骨

細胞活性化能 は全く認 めら れな か っ た ． 次 に
，
H 工G－82 株順化培地 か ら ア ミ コ ン社製 フ ィ ル タ

ー 虐 用 い た遠

心 法 に よ り分離さ れ た第工I 分画 く分子 量 1 0 旬 2 5 E Dつ も軟骨細胞 を活性化 し， その培養液中の 中性カゼイ

ナ ー ゼ
， 中性 ゼ ラテ ナ ー ゼ お よび 中性コ ラ ゲナ

ー

ゼの 各活性と P G E 2 量 は
，

それぞ れ コ ン トロ
ー

ル の 70 ．9

倍 くp く0 ． O ll
，

15 5 ． 0 倍
，

1 0 2 ． 4 倍，
2 7 ．8 倍 くp く0 ．0 0 11 に増加 した

．
P G E 2 u O

－ 5
旬 10

－ 8
M l や P M A く5

へ 2 5 n gノm lう それ 自体 に は軟骨細胞の 活性化能 は見ら れ なか っ た ． 以上 の結果か ら ， 本実験で の軟骨細胞

活性化因子 は従来よ り報告され てい る カ タ ポリ ン と考 えられ た ． また， カ タ ポリ ン は P M A に よ っ て刺激

さ れ た滑膜線椎芽細胞 は 型細胞1 か ら 分泌さ れ る事が 明らか と な っ た
．

さ らに カタ ポ リ ン は軟骨細胞 を

活性化し
， 中性蛋白分解酵素を分泌さ せ

，
これ ら の 酵素の作用 に よ っ て 軟骨の 細胞間 マ トリ ッ ク ス の分解

が生 ずる もの と考 え られ た ．

K e y w o r d s ch o n d r o c y t e a c ti v ati o n
，

S y n O Vi al f a ct o r くc at a b oli nl
，

S y n O V i al

fib r o bl a st くH I G －8 2う
，

n e ut r al p r o t ein a s e
， p r O St a g l a nd in E 2

慢性関節 リ ウ マ チ や 変形性関節症 を は じ め と す る

種々 の 関節疾患 の 関節軟骨破壊機序に 関し て は
，

滑膜

や軟骨組織由来の 蛋白分解酵素， 荷重に よ る機械的負

荷， 加令 に 伴う 軟骨代 謝の 低下 な どが 提唱 さ れ て き

た
II

． しか し
， 軟骨の 破壊は その 細胞間 マ トリ ッ ク ス の

分解に よ っ て 進行す る こ と か ら
， 種々 の 蛋 白分解酵素

が軟骨破壊 に 重 要な役割 を果 たす と考 えら れ る ． こ れ

らの 蛋白分解酵素に は軟骨細胞 や滑膜細胞お よ び滑膜

に 浸潤した 炎症細胞 に 由来す る もの が あ げられ る ．
こ

れ らの う ち軟骨細胞に 由来す る 蛋白分解酵素は
， 滑膜

炎の 強くな い 変形性関節症初期や慢性関節リ ウ マ チ に

お い て も軟骨細胞周辺 部で
， 関節軟骨破壊 に重 要 な役

割 を果たす と考 え られ てい る
り21

．

軟骨細胞に 作用 す る こと に よ っ て 軟骨の プロ テ オ グ

A bb r e v i ati o n s ニ A P M A
，
a m i n o p h e n y l m e r c u ri c a c et a t e 三 D

，
d alt o n ニ E G T A

，
E t h y l e n e g ly c ol －

bis く月
－ a m in o e th y l et h e rトN

，
N

，
N

，
N

，
一t et r a a C eti c a cid 三I L ， 1

，
in t e rl e u ki n l ニ K D

，
k il o d alt o n 三

P G A
， P r O S t a gl a n di n A 妄P G E l

， p r O St a gl a n di n E l ニ P G E 2 ， p r O St a gl a n di n E
2 三 P M A

， p h o r b ol 1 2 －

m y rist a t e 1 3 － a C e t at e 三 R I A
，
r ad i oi m m u n o a s s a y ニ T I M P

，
tis s u e i nh ibit o r of m et all o p r ot ein a s e ．



5 8 8

リ カ ン を分解させ る カ タ ポリ ン と い う 物質が 知 られ て

い る
．

カ タ ポリ ン は
．

ブ タ滑膜 が軟骨片か ら プ ロ テ オ

グ リ カ ン を放 出さ せ る 作用 を有 す る こ と か ら， 19 7 9

年，
D in gl e ら

31 に よ っ て 名づ け られ た 因子 で あ る
．
19 8 2

年 に は
，
S a k l a t v al a ら は ブタ 白血球 に も 同じ作用 を持

つ 因子 が ある こ と を見出 し
41

， 翌 年 ，
こ の 白血 球由来カ

タ ポリ ン を精製し て い る
封

．
し か し， 滑膜組織由来の カ

タ ポリ ン に つ い て は， 未だ 均質な物質 に ま で 精製さ れ

て い な い
．

こ れ らの カ タ ポリ ン の 作用 は
， 軟骨片か ら

辺

の プ ロ テオ グ リ カ ン の 分 解放出をみ る バ イ オ ア ッ セイ

に よ っ て検討 され て お り，
カ タ ポ リ ン に よ り活性化さ

れ た軟骨細胞が どの よ う な機序に よ っ て そ の 細胞間マ

ト リ ッ ク ス を分 解す る の か に つ い て は
，
検討さ れて い

な い
．

ま た ， 滑膜由来の カ タ ポ リ ン が， A 型 の 滑膜大

食細胞 と B 型 の 滑膜線維芽細胞 の う ち の ど ちら の細

胞 か ら分泌 さ れ て い る の か も明 ら か に はさ れ てしユな

い
．

本研究 で は， 初代培養家兎滑膜細胞と 樹立 家兎滑膜

くb l



家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因 子 に つ い て

くc う

Fi g ． 1 ． くal C o n fl u e n t c u lt u r e of l a pi n a rti c ul a r c h o n d r o c y t e s ．
X 2 0 0 ． くbJ

P ri m a r y c ul t u r e o f l a pi n s y n o vi a l c ell s
，

W h i c h i s s h o wi n g h e t e r o g e ni e t y ．
X

2 0 0 ． くcJ E s t a b li s h e d li n e o f l a pi n s y n o v i a l fib r o bl a st くH I G －8 21 ，
W hi ch i s

S h o w l n g h o m o g e n i e t y ． X 20 0 ．

線 維 芽 細 胞 くHI G －8 2 株l を， Ph o r b ol m y ri st a t e

a c e t a t e くP M A l で 刺激す る こ とに よ り得 られ た 順化

培地 くc o n d iti o n e d m e di u m l を初代培養家兎軟骨細胞

に作用 さ せ
， 種々 の 蛋 白分解酵素や プ ロ ス タ グ ラ ン ジ

ン E 2 くP G E 21 を測定す る こ と に よ り
， 軟骨細胞 に よ る

軟骨基 質分解吸収機構 と滑膜 カ タ ポ リ ン の 起源に つ い

て検討 した
．
さ ら に

，
H I G－82 株の 順 化培地よ り軟骨細

胞活性化因子 を部分精製 し
，

その 性状 を検討 した ．

材料 お よ び方法

工 ． 細胞培養法

1 ． 初代培養家兎関節軟骨細胞 く図 1 aう

G r e e 11 の 方法
6I に 準 じ， 成熟家兎の 肩関節お よ び膝関

節よ り関節軟骨 を無菌的 に採取 し
，
0 ． 2 ％の トリ プ シ ン

くGIB C O L a b ．
，

U ．S ．
A

．1 処理 と0 ．2 ％ の ク ロ ス ト リ ジ

ウ ム 菌コ ラ ゲ ナ 山 ゼ くGI B C O L a b ．
， U ．

S
．
A

．1 処 理 に よ

り軟骨 細胞 を分離し
，

1く1
5 個ノ皿 の 割合で

， 組織 培養多

皿 プレ ー ト くC o mi n g 社， U ．S ．A ．1 で 培 養した ．
こ の 際，

細胞数は
，

血 球計算板 で 計測し た
．

2 ． 初代培養家兎滑膜細胞 く図 1bう

軟骨細胞 の 場 合と同様 に
，

G r 肥 1 の 方法 に 準 じて 行

なっ た ． 分離 した 滑膜細胞 は
，

10
6

個の 割合 で 25 c Il 1
2

組織培養 フ ラ ス コ くC o r n i n g 祉
，

U ．S ．A ．1 で 培養した
．

3 ． 樹立 家兎滑膜細胞 くHI G－82 株， 図 1 cう

5 8 9

本棟は
，
1 98 2 年 に

， 第10 代培養家兎滑膜細胞の 自発

的形 質転換 に よ り確立され た もの で
， 倍加時間が 約24

時間の 線推芽細胞 で あ る
． 本実験に は

， 組織培養 フ ラ

ス コ に て継代 した 85 か ら 10 5 世代株 を使用 し た ． 各々

の 細胞数は
，

0 ． 2 5 ％の ト リ プ シ ン で 1 5 分 間処理 し た

後
，

自動血 球ア ナ ライ ザ
ー くC o ult e r El e c t r o ni c s

，
U ．

S ． A ．1 で 測定した ．

以 上 の い ず れ の 細胞に お い て も
， 培養液に は

，
1 0 ％

の 牛胎児血 清
，

10 0 単位ノ血 の ペ ニ シ リ ン
，
10 0 ノノgノm l

の ス ト レ プ ト マ イ シ ン くGI B C O L a b
． ， U ．S ．

A ．1 を含む

H a m
，

s F ．1 2 くG I B C O L a b ．
，
U ．S ． A ．1 を用 い

，
3 7

0

C で
，

5 ％の C O 2 を含む空 気中で 単層培養した ． 軟骨細胞は

8 へ 1 0 E 問の 培養で
， 滑膜細胞 は5 へ 7 日間の 培養 で

コ ン フ ル エ ン ト に な っ た
． 本実験で は

，
す べ て コ ン フ

ル エ ン トに な っ た細胞 を使用 し た ．

H ． 実験 方法

1 ． 滑膜細胞の P M A に よ る刺激

初代培養滑膜細胞ま た は HI G ．8 2 株の 単層培養細胞

を
，
G e y

，

s 平 衡塩類溶液で 洗浄後， 無血 清培養液 で置 き

換 え た
． 最 終 濃 度 が 0 ． 1 JL gl m l の P M A くSi g m a

C h e m ． C o ．
，
U ．S ，A ．1 を含む無血 清培養液中で こ れ ら の

細胞 を3 日間培養し， 得られ た滑膜細胞培養液 を滑膜

細胞順 化培地と した
． 同時 に こ れら の 培養液中の 中性

カ ゼ イ ナ
ー

ゼ
，

中性 ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ お よ び 中性 コ ラ ゲ



5 9 0 渡

ナ
ー

ゼ活性と P G E 2 量 を測定 した
．

2 ． 滑膜細胞順化培地 に よ る軟骨細胞の活性化

滑膜細胞順化培地 を無血清培養液 で
， 2

，
4 ， 1 0 倍

稀釈 し， 初代培養軟骨細胞 を培養 し た
．

こ の 予 備実験

に お い て
，

4 倍稀釈の もの が 軟骨細胞 を最 も活性化 し

た の で ， 以下の実験 は この 稀釈倍率 で 行な っ た
．
ま た

，

対照と して上 述の滑膜細胞順化培地の み で， 軟骨細胞

の 存 在 し な い 標 本 を 並 行 し て 作 製 し
，

こ れ を n o

C h o n d r o c y t e c o n t r ol と名付 け た く図2 1 ． 3 日間培養

後
， 各軟骨細胞培養液中の

， 中性 カ ゼイ ナ
ー ゼ

， 中性

ゼ ラ テナ
ー

ゼ ， 中性 コ ラゲ ナ
ー

ゼ
，
酸性カ ゼイ ナ ー ゼ

，

酸性 ゼラ テナ ー ゼ
仁 釘 グ ル タ ロ ニ ダ ー

ゼ の各活性と ，

P G E 2 量 を測定した
． 軟骨細胞 よ り産生 さ れ た これ ら

の 酵素活性 と P G E 2 量 は， 軟骨細胞培養液中の活性 か

ら
，

n O Ch o n d r o c y t e c o n t r ol 培養液の 活性 を差 し引く

こ と に よ り算出 した ．

以 上 の実験方法 を模式図に す る と ， 図3 の如く と な

る ．

3 ． ヒ トイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 1 く工し い に よ る軟骨細

胞 の括性化

市販の ヒ ト白血球工L ．1 く10
－ 2

，
1 0

一 王

，
1

，
1 0

，
2 5 単位ノ

m l
，
Ci s t r o n

， U ．S ．A ．1 を直接， 初代培養軟骨細胞培 養

液 に 添加 し
，

3 日後の培養液中の 上 述の 中性 プ ロ テ ィ

ナ
ー ゼ活性 と P G E 2 量を測定 した ．

H ． 酵素活 性，
P G E 2 塁 の 測 定

1 ． コ ラゲ ナ
ー ゼア ッセ イ

N a g ai ら
71の 方法 に 準 じる ミ ク ロ フ ィ プ リ ル ア ッ セ

イ を用 い た ． 牛皮 コ ラ ー ゲ ン を
，

，
G i s sl o w ら

81の 方法 に

準 じ
3
H ． a c eti c a n h y d ri d e くN e w E n gl a n d N u cl e a r

，

U ．S ．A ．1 で 標識 し放射性 コ ラ ー ゲ ン を作製 し た
．

こ の

放射性コ ラ ー

ゲ ンの比 放射活性 は非放射性 コ ラ ー ゲ ン

添加 に よ り 1000 c p m JJ L g に 調節 した ．
ア ッ セ イ に は，

2 5 パ1 く75 月gう の放射性 コ ラ
ー

ゲ ン を基質 と し
，
2 0 メイl

の標本培養液と 30 ノバ の緩衝液 を混合 し， 最終濃度 1

匝還．

一

画
n o c h o n d ro cy t e c o nt r ol

Fi g ． 2 ．

一一

N o c h o n d r o c y t e c o n t r ol
，，

w h i c h c o n t ai n e d

d il u t e d s y n o vi al c o n diti o n e d m e d i u m w ith o u t

C h o n d r o c y te s w a s s e t u p i n p a r a ll el ． B y s u b －

t r a c ti n g th e e n z y m i c a cti v iti e s o f th e
L E

N o

C h o n d r o c y t e c o n t r ol
，，

f r o m th o s e o f th e s a m pl e
，

th e e n z y m e s s e c r e t e d b y ch o n d r o c y t e s w e r e

e s ti m a t e d ．

辺

m M の a m i n o ph e n yl m e r c u ri c a c e t a t e くA P M A l の

存在， 非存在下 で
， 3 7

0

C ，
4 時間反応 させ た ． 反応乳

50 JLl の E th yl e n e gly c ol b i s く月－ a m i n o e th yl e th e rl ．

N
，
N

，
N

，
N

，
－t et r a

，

a C e ti c a ci d くE G T A
，
S i g m a C h e m ．

C o ．
，
U ．S ． A ．1 に て反応 を止 め

，
1 2 0 0 0 g ， 1 0 分 間遠心 し

，

上 清50 声l の 放射活性 を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン

タ ー に よ り測定 した
．

2 ． 中性 ゼラ チ ナ
ー

ゼ ア ッ セ イ

60
0

C
，
3 0 分間加温 処筆削こよ り牛皮 コ ラ

ー

ゲ ン か らゼ

ラ チ ン を作製 し
，

3
H ．

a c e ti c a n h yd ri d e で 標識 した ． 放

射性 ゼ ラ チ ン の 比 放射活性 は， 1 0 0 0 c p m lJL g に 調節し

た ． 2 5 ノノ1 く75 月gぅ の 放射性ゼ ラ チ ン を基質と し て 用

い
，

コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ ア ッ セ イ と同様の 方法 で
，
3 7

D

C ， 4

時間反応 させ た
． 未消化ゼ ラ チ ン を 16 ％ トリ ク ロ ー ル

酢酸で沈殿 させ
， 遠心 分離 嵐 上 清50 声1 の 放射活性を

測定 した ．

3 ． 中性 カゼ イ ナ ー ゼ ア ッ セ イ

ア ル フ ァ カゼ イ ン くSi g m a C h e m ． C o ．
，
U ．S ． A ．1 に 3

H － a C e ti c a n h yd ri d e を 加 え標 識 し， 比 放射 活性 を

100 00 c p m l g に 調節後 ア ツ セ イ に 用 い た
．
2 0 JLl の カ

ゼ イ ン く30 ノ上gフを基質 と して用 い
，

コ ラ ゲナ
ー

ゼおよ

び ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ ア ッ セ イ と 同様の 方法で 反応させ た ．

3 ．5 ％の トリ ク ロ
ー ル 酢酸， 5 0 メ上l の 冷却 カゼイ ン く75

月gうの添加 に よ り反 応 を停止 し
， 遠心分離後， 上 清100

〆1 の 放射活性を 測定 した ．

1 単位の コ ラ ゲナ ー ゼ
，

ゼ ラチ ナ
ー ゼ お よ びカ ゼイ

Z eal a nd W h it e R ab bit

sニ
し

っTi s s u c
C a rtil a 9 C

M e c h a nic al M in ci n 9 a n d E n z y m i c D ig e stio n

上
C a 7 D ay s

C o nfl u e n t C o nLl u e nt P ri m a ry
H I G －8 2 C ell C uIt u r e Sy TT O Vial C e11 C ult u r e

簡
A d d P M A く0 ．1 J L d m り t o th e C ult u r e M ed iu m

巨
s

l3 D ay s

C o nditi o n e d M edi u m

C a l O D ay s

C o n n u e n t C h o nd r o cy
t e

C ult u r e

喝 h 誌 i i ． － －

R e m o v e C o n dit b n e d M cdi u m fo r A s s aリ

F i g ． 3 ． S c h e m e o f m a t e ri al a n d m e th o d ．



家兎滑膜細胞由来の 軟骨細胞活性化因子 に つ い て

ナ
ー ゼ活性と は

，
それ ぞれ の 基質を 1 分 間 に 1 ノノg 分

解する 事を意味す る ．

4 ． 酸性 ゼラ チ ナ ー ゼ
， 酸性 カ ゼイ ナ ー ゼ ア ッ セ イ

中性 プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ の ア ッ セ イ で 使 用 した p H 7 ． 2

の 緩衝液の 代わ り に p H 4 ． 9 の 酢酸緩衝 液 く0 ． 2 M l を

使用 し た以外， 中性 ゼ ラチ ナ ー ゼ
， 中性カ ゼイ ナ ー ゼ

アツ セ イ と 同様の 方法で 行 な っ た ．

5 ． ガー グル ク ロ ニ ダ ー ゼア ッ セ イ

市販 キ ッ ト くSi g m a C h e m ． C o ．
，
U ．S ． A ．1 を使用 し

，

フ ェ ノ ー

ル フ タ レ ン と グル ク ロ ン 酸結合解離に 基づ く

分光計測法に よ り測定 し た
射

．

6 ． P G E 2 ア ッ セ イ

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2仁
1 25
IコRI A キ ッ ト くN e w

E n gl a n d N u cl e a r 社， U ．S ．
A ．1 を使用 し，

ラ ジオイ ム

ノ ア ツ セ イ に よ り測定 し た
．

1 V ． H 王G －8 2 株由来軟骨細胞活 性化 因子 の 部分 精製

1 ． H I G －8 2 株 滑 膜 細 胞 順 化 培 地 を，
C e n t rifl o

M e m b r a n e C o n e T y p e C F 2 5 け ミコ ン社，
U ．S ．A ．l

T a bl e l ． S y n o vi o c y t e a c ti v a ti o n b y P M A

5 9 1

を用 い
，
10 0 0 g で 25 分間遠心 分 離し た． 膜 を通過 し な

か っ た分 子量 25 K D 以 上 の 物質 を回収し， 無血清培養

液で 元 の 量に ま で稀釈 し第 1 分画と し た
． 次 に

，
こ の

膜 を 通過 し た 分子 量 25 K D 以 下 の 物質 を回 収 し，

C e n t ri c o n －1 0 M i c r o c o n c e n tr a t o r t 7 ミ コ ン社，
U ．S ．

A ．1 を用 い
，
5 0 0 0 g ，

1 時間の 遠心分掛 こよ り
，
第工I 分

画 く分子 量 10 へ 亮5 K Dl と第工Il 分画 く分子 量10 K D 以

下I に 分けた
．

こ の 方法 に よ り第工工分画は25 培に 濃縮

され た ． 粗順化培地に よ る軟骨細胞清性化実験と 同条

件 に す るた め に
， 無血清培養液で

，
第工分画 と第工工I 分

画は 4 倍
，

第工工分画は 100 倍稀釈し軟骨細胞培地 に 添

加 した
． 培養3 日後， 各々 の 軟骨細胞培養液中に 分泌

され た酵素活性 と P G E 2 量 を測定した ．

2 ． 部分精製 され た軟骨細胞活性化因子 の 耐熱性

軟骨細胞活性化能 を有す る第工工分画お よ び H 工G －8 2

株順化培地 を， 7 0
0

C で 3 0 分間加温 した後室温 に戻 し
，

軟骨細胞活性化能 を調 べ た ．

V
． 統計学的検定法

HI G － 8 2 P ri m a r y

C o n tr oI P M A C o n tr oI P M A

C a s ei n a s e くUl O ．0 0 士0 ．0 0 0 ．9 2 士 0 ．04 ホ春 0 ．0 4 5 士0 ．0 3 0 1 ．9 6 士 0 ．0 6
輌 ホ

G el a ti n a s e くU1 0 ．0 0 士0 ．0 0 3 7 ．2 8 士 6 ．65 春 ホ 0 ．0 0 0 士0 ．0 0 0 5 6 ．2 3 土 8 ．8 2
ホヰ

C oll a g e n a s e くUl O ．3 6 士0 ．1 8 3 0 ．9 6 士11 ．24 ホ 0 ．0 0 0 士0 ．0 0 0 4 9 ．5 2 士 6 ．3 9
水 車 ホ

P G E 2 くn gI N ．A ． 1 4 ．9 0 士 1 ．4 0 N ． A ． 71 ．8 8 士1 1 ．9 7

C o nfl u e n t m o n ol a y e r s of H I G － 8 2 0 r p ri m a r y s y n o vi o c y t e s w e r e m ai n t a in e d f o r th r e e d a y s

u n d e r s e r u m l e s s c o n d iti o n s i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e of O ．1JL gJ mi P M A ． T h eir

C O n diti o n e d m e di a w e r e th e n a s s a y e d f o r n e u tr al p r o t ei n a s e s a n d P G E 2 ． E a c h v al u e

r e p r e s e n t s m e a n 士 S ．D ． p e r l O
6

s y n o v i o c yt e s f r o m si x re pli c a t e s ． N ． A ．
ニ d a t a n ot

a v ail a bl e ． C a s ei n a s e
ニ A c ti vity of n e u t r al c a s ei n a s e ． G el a ti n a s e

ニ A c ti v it y of n e u tr al

g el ati n a s e ． C o11 a g e n a s e ニ A c ti vi ty of n e u tr al c oll a g e n a s e ． U ニ U nit ． m U ニ
m illi

U n it ．

ホ

p く0 ．0 5
，

棉
p く0 ．0 1

，

榊 ホ
p く 0 ．00 1 v s c o n tr ol くC o c h r a n－C o x t e s tl ．

T a bl e 2 ． C h o n d r o c yt e a c ti v a ti o n b y s y n o vi al c o n diti o n e d m e di a

S u b st a n c e

P r o d u c ti o n b y a rti c ul a r c h o n d r o c y t e s

C o n tr oI H I G－82 C M P ri m a r y C M

N e u tr al c a s ei n a s e くm U 1 6 ．8 0 士4 ．3 0 くn 二 1 21 5 8 7 A O 士61 ．5 0 柚 ホくn ニ 61 51 3 ．6 0 士51 ．9 0 ホ 榊くn ニ 61

N e u tr al g ela ti n a s e くU1 0 ．1 4 士0 ．1 0 くn ニ 1 21 8 ．4 4 士 1 ．31 柚 くn ニ 61 9 ．1 8 士 1 ．41 粕 くn こ 61

N e u tr al c oll a g e n a s e くUl O ．1 8 士0 ．1 2 くn
ニ 1 01 9 ．3 0 士 1 ．56

ホ

くn ニ 4I 9 ．7 8 士 1 ．8 3 くn こ 21

P G E 2 くn gI 5 ．8 8 士1 ．2 6 くn
ニ 1 01 1 2 9 ．0 0 士31 ．00

ホ

くn ニ 61 1 35 ．6 0 士29 ．2 0
ホ

くn ニ 41

A c id c a s ei n a s e くm U 1 9 ．0 8 士5 ．91 くn
ニ 81 7 ．5 9 士 3 ．62 くn

ニ 41 8 ．5 3 士 3 ．61 くn ニ 41

A cid g el a ti n a s e くUl O ．0 0 士0 ．0 0 くn こ 61 0 ．0 0 士 0 ．00 くn
二 4， 0 ，0 0 士 0 ．0 0 くn

こ 41

3－gl u c u r o nid a s e くm U l 1 4 ．8 3 士7 ．21 くn ニ 81 2 5 ．2 3 士1 0 ．31 くn
ニ 41 2 2 ．3 6 士 9 ．81 くn

ニ 4l

V al u e s 士 S ． D ． a r e gi v e n p e r l O
6

c h o n d r o c yt e s i n r e s p o n s e t o a l こ4 d il u ti o n of m e d i u m

C O n diti o n e d b y 2 x l O
6

s y n o v i al c ell s f o r 3 d a y s ． A b b r e vi a ti o n s a n d s y m b oI s a r e th e s a m e

a s th o s e o f T a bl e l ．



5 92

C o c h r a n － C o x t e s t に よ り行な っ た
．

成 績

工
．
F M A に よる 培養滑膜細胞の 刺激

表 1 に 示 す様 に
，

0 ． 1 JL gI m l の P M A 刺激に よ り家

兎滑膜細胞由来の
，
中性カ ゼイ ナ

ー ゼ
， 中性ゼ ラ チ ナ

ー

ゼ およ び 中性 コ ラ ゲナ ー ゼ の各活性は コ ン ト ロ
ー ル と

比 べ
，

H I G －8 2 株 細胞 の 場 合 そ れ ぞ れ p く0 ．0 1 ， p く

0 ． 01
， p く0 ． 05 の有意差で ， 初代培養滑膜細胞 の場合 そ

れ ぞ れ p く0 ． 0 0 1 ， p く0 ． 0 1 ， p く0 ． 0 0 1 の 有意差で 著 し

く増加 した
．
P M A 刺激の な い 場合 ，

培養滑膜細胞 か ら

は ほと ん ど中性 プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ

， P G E 2 は分泌さ れ な

か っ た ． また ， 初代培養滑膜細 胞は， P M A 刺激に よ っ

て H 工G － 8 2 株細胞 よ り も よ り 多量 に 中性 蛋白分解 酵

素
，
P G E 2 を産生 し， 特 に 中性 カ ゼイ ナ

ー ゼ と P G E 2 で

そ の産生量の善が 大き か っ た
．

H ． P M A 刺激滑膿細胞順化培地添加 に よ る軟 骨細

胞の 活性化

P M A 刺激に よ っ て得 られ た 家兎滑膜 細胞 順化培地

を無血清培養液で 4 倍 に 稀釈 し
，

初代培養家兎軟骨細

胞 に作用 させ た と こ ろ， 軟骨細胞 に よ っ て 分泌 され た

中性カ ゼイ ナ ー ゼ
， 中性 ゼ ラチ ナ

ー

ゼ お よび 中性 コ ラ

ゲナ ー ゼ の 各活性 と P G E 2 畳 は コ ン ト ロ
ー ル と比 改

し，
H I G 一 犯 株細胞順化培地 に よ る刺激の 場合で そ れ

ぞ れ ，
8 6 ． 4 倍 くp く0 ． 0 0 1う， 6 0 ． 3 倍 くp く0 ． 0 11 ， 5 1 ． 7

倍 くp く0 ． 0 5う，
2 1 ． 9 倍 くp く0 ． 0 5うに， ま た ， 初代培養

家兎滑膜細胞順化培地 に よる刺激の 場合で それ ぞ れ
，

7 5 ． 2 倍 くp く0 ． 0 0 1I ，
6 5 ． 6 倍 くp く0 ．0 1う

，
5 4 ． 3 倍，23 － 1

倍 くp く0 ． 0 引 に著 しく増加 した く表 2 ン．

一 方 ，
H 工G －

8 2 株細胞 や初 代培養家兎滑膜細胞 を P M A 処理 し な

か っ た順化培地 で
， 軟骨細胞 を刺激 して も， 中性プ ロ

テ ィ ナ ー ゼや P G E 2 量の 増加 は見 られ な か っ た
．

す な

わ ち， P M A に よ り 刺激 され た H I G －8 2 株滑膜細胞 と

初代培養家兎滑膜細胞 は
， 中性プ ロ テ ィ ナ ー ゼ

，
P G E 2

を産生す る とと も に
， 軟骨細胞を活性化す る物質 を分

泌す ると 考え られ た ． な お
，

表2 に 示 す値は ， 滑膜細

胞 由来の酵素活性，
P G E 2 量 を差 し引 い た後 の も ので

ある ． 軟骨細胞 によ っ て 分泌 され た こ れ らの 中性 プ ロ

ティ ナ
ー ゼ はt l ずれ も滞在型で あ り ，

A P M A 処理 に

より は じめ て その 活性が検 出され た
． 表2 に 示 す軟骨

細胞由来の酵素活性と P G E 2 豊か ら判断す ると
，
H 工G －

8 2 株細胞 と初代培養家兎滑 膜細胞 由来 の 順化培地処

理 に よ っ て
， 軟骨細胞 は

， 同程度 に 活性化 され ると考

え られた
． 軟骨細胞由来の酸性 カゼ イ ナ

ー ゼ
， 酸性ゼ

ラチ ナ ー ゼ
，
お よ び月－ グル タ ロ ニ ダ ー ゼ活性は コ ン ト

ロ ー ル と比 べ 増加は な く
， 括性化 され た軟骨細胞 が こ

れ ら の酸性酵 素 を反 応性 に 分泌 す る と は 考 え ら れ な

辺

か っ た ．

中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ活性と P G E 2 量を経 時的に 観察

す る と 図4 の 如 くと な る
．
す な わ ち

，
P G E 2 の 最大分泌

は
，
軟骨細胞が 滑膜細胞順化培地 に 接触後 24 時間以内

で ある が
， 中性 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ 活性 は 24 時間か ら48

時間の 間に 最大増加 を示 し
，

娼 時 間か ら 72 時間の間

で の増加は 少な か っ た ．

m
． 軟骨細胞 に 対す る P G E z ，

F M A お よ ぴ Iし1 の

直接効果

1 ． P G E 2 と P M A の 直接効果

本実 験 で 用 い た H I G － 8 2 株 順化 培 地 に は
， P G E 2

く2 ． 7 X l O
－ 6

M l ，
P M A く10 0 n gJ m ll が 含ま れ てい る こ

とか ら
，

これ らの P G E 2 と P M A に よ る軟骨細胞活性

化の 有無を検討 した ．
P G E 2 く10

－ 5

，
1 0－6

，
1 0．7

，
1 0

－ 8
M l

また は
，

P M A く5
，

1 0
，
2 5 n gl m りの 存在下 で軟骨細

胞 を培 養 し た が ， 上 述 の 中性 プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ 活性や

P G E 2 量の増加 は認め られ なか っ た
．

2 ． 王し1 の直接効果

市販 の 精製 ヒ ト白血球王L －1 く10
－ 2

，
10

－ 1
， 1 ， 1 0 ， 2 5

単位ノm l
， Ci st r o n U ．S ． A ．1 を用 い

， 家兎軟骨細胞に 対

す る直接効果を観察 した ． 1 0．2

，
10－1 単位ノm l の濃度で

は ， 明確 な軟骨細胞の 活性 化は得 られ な か っ た が ， 1
，

1 0 ，
2 5 単位ノm l の濃度 のI し1 で は コ ン ト ロ ー ル と比

較 し
，
す べ ての 中性プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ
，
P G E 2 の有意の 増

加が 見ら れた く表3 I ． なお
，

1 単位 の 工し1 活性 は
，

ph yt o h e m a g gl u ti ni n く1 JL gl m ll に 対 し
，

ネ ズミ 胸腺

細胞の 増殖速度 を倍増 す る量 を意味す る ．

工V ．
H I G － 8 2 棟順化培 地 か らの 軟骨細胞活 性化因子

の 部分 精製

1 ． 軟骨細胞活性化 因子 の部分精製
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．二
－

．．
．．
．二
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家兎滑膜細胞由来の軟骨細胞活性化因子 に つ い て

HI G －8 2 株細胞順化培地 を
，

分 子量 25 K D 以 上 く分

画 り ，
10 へ 2 5 E D く分画工エコ，

10 K D 以 下 く分画王王II の

3 分画 に 分け， 各分画 に 含まれ る 中性 カ ゼ イ ナ
ー

ゼ
，

中性 ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ
，

中性 コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ の 各 活性 と

P G E 2 量 を測定 した ． 表 4 に 示 す様 に ， 第工 分画中に こ

59 3

れ らの酵素は
，

それ ぞれ
，
2 3 ． 3 ％， 4 2 ． 2 ％，

4 5 ． 4 ％の

率で 回収 され た ． しか し
，
第II 分画に は

， 中性プ ロ テ ィ

ナ
ー

ゼ や P G E 2 はほ と ん ど検出され なか っ た ． ま た ， 分

子量が 352 D の P G E 2 は
，
6 7 ． 9 ％の 高率で 第III 分画 に

回収さ れ た
． 中性 プ ロ テ ィ ナ ー

ゼの 回収率が低 い 原因

T a ble 3 ． C h o n d r o c y t e a c ti v ati o n b y h u m a n I L －1

H u m a n I し1
c慧霊e gヨ言霊霊e c 是霊se

p G E 2

C o n tr o1 9 ．8 士 2 ．0

0 ．O I Uノm 1 3 7 ．7 士 0 ．0

0 ．1 0 U ノm 1 6 2 ．6 士 2 ．7

l ．0 0 U ノm l 1 5 6 2 ．6 士1 3 2 ．6 ホ傘

1 0 ．0 0 U ノ m l 1 71 8 ．0 士 9 9 ．6
柚 ホ

25 ．0 0 Uノm l 1 7 4 2 ．2 士 5 9 ．2 春水 ホ

0 ．0 0 士0 ．0 0

2 ．41 士 0 ．3 3

0 ．6 5 士0 ．1 6

1 4 ．1 1 士2 ．0 4 中春

1 5 ．9 5 士3 て4
ホ

1 5 ．61 士2 ．7 2
糊

0 ．0 0 士0 ．0 0

1 ．0 2 士0 ．1 0

0 ．0 0 士0 ．0 0

6 ．0 5 土0 ．6 5 料

1 0 ．91 士1 ．7 7 ヰヰ

1 0 ．81 士1 ．2 2
ヰヰ

1 5 ．4 士 l ．1

N ．A ．

9 6 ．9 士 1 5 ．6

48 9 ．6 士 2 4 ．8 中 村

68 5 ．4 士 2 7 ．2 抽 斗

85 3 ．1 士1 2 9 ．5 韓ホ1

V al u e s 士S ．D ， a r e gi v e n p e r l O
6

c h o n d r o c y t e s i n r e s p o n s e t o h u m a n m o n o n u cl e a r

le u c o c y te Iし1 ． O n e u n it o f h u m a n I し1 i s d efi n e d a s th e a m o u n t w hi ch d o u bl e s th e

P r Olif e r ativ e r e s p o n s e o f th y m o c yt e s t o m it o g e n く1 p gノm l p h y t o h e m a g gl u tin i nl ． A b b r e v
－

i ati o n s a n d s y m b oIs a r e th e s a m e a s th o s e of T a bl e l ，

T a bl e 4 ． R e sid u al P G E 2 a n d n e u tr al p r o t e oly ti c a c ti vit y p r e s e n t i n f r a c ti o n s of s y n o vi al

c o n diti o n e d m e d i u m

C a s ei n a s eくm U I G el a ti n a s e くU I C oll a g e n a s eくUI P G E 2 くn gl

C ru d e s y n o vi al m e di u m 3 0 0 ．B 士5 0 ．0 7 ．9 2 士1 ．8 1 3 ．8 8 土0 ．5 2 3 8 ．0 士4 ．6

F r a c ti o n I くM r ． ン2 50 0 01 7 0 ．0 士 0 ．5 3 ．3 4 士0 ．4 9 1 ．7 6 土0 ．3 4 4 ．6 士0 ．9

F r a c ti o n 往 くM r ．1 0 0 00 －，25 0 00J 4 ．9 士 1 ．1 0 ．2 6 士0 ．04 0 ．1 0 士0 ．09 3 ．4 士2 ．6

F r a c ti o n W くM r ． く1 00 0 01 2 ．2 士 1 ．1 0 ．1 0 士0 ．07 0 ．0 9 士0 ．1 0 2 5 ．8 士9 ．0

M e di a c o n diti o n e d b y HI G － 8 2 s y n o vi al c ells i n th e p r e s e n c e of O ．1 p gl rnl P M A w a s

f r a c ti o n a t e d a c c o r di n g t o si z e i n t o 3 f r a c ti o n s of
．

M r ． ン2 50 0 0
，

1 00 0 0 － 25 0 0 0

a n d く1 0 0 0 0 ． E a c h f r a c ti o n w a s th e n dil u t e d w ith f r e s h s e r u m l e s s m ed i u m a n d

i n c u b a t e d f o r th r e e d a y s a t 3 7 C i n th e m a n n e r d e s c rib e d i n th e M e th o d s e c ti o n f o r th e
Ll

n o c h o n d r o c y te c o n tr ol
，，

． F oll o w i n g th i s p r o c e d u r e
．
th e n e u tr al p r o t ei n a s e s a n d P G E 2

C O n t e n t W e r e d e t e r mi n e d t o p r o v id e m e a s u r e of th e

，，

c a r r y o v e r

，，

of s y n o vi al p r o d u ct s to

th e c h o n d r o c y te c u lt u r e s d u ri n g a s s a y s of c h o n d r o c yt e a c ti v a ti o n ． V al u e s gl V e n a r e

m e a n s of f o u r r e pli c a t e s 士S ． D ． a n d ， i n vi e w of th e diff e r e n t i niti al v ol u m e s e m pl o y e d
，
th e y

h a v e b e e n s t a n d a r di z e d t o 2 5 0 jL l of c r u d e s y n o vi al m e di u m ． A b b r e vi a ti o n s a n d s y m b oIs

a r e t h e s a m e a s th o s e of T a bl e l ．

T a bl e 5 ． P a r ti al p u rific a ti o n o f th e c h o n d r o c y t e a c ti v a t in g p ri n ci pl e of s y n o v i al c o n diti o n e d

m e di a

C a s ei n a s eくm UI G ela ti n a s e くUI C oll a g e n a s eくUI P G E 2くn gl

C o n tr oI

F r a c tio n I

F r a cti o n II

F r a c ti o n 皿

1 臥1 士 3 ．2 0 ．0 7 士0 ．0 5 0 ，1 7 士0 ．0 7 3 6 ．8 士 5 ．2

6 ．2 士 1 ．9 0 ．2 0 士0 ．1 1 0 ．0 8 士0 ．0 2 6 ，0 士 1 ．1

1 2 8 4 ．0 士1 2 8 ．0
榊

1 0 ．8 5 士4 ．6 0 1 7 ．4 0 士6 ．1 0 8 01 ．0 士5 1 ．9
ホ ホ ホ

6 ．4 士 1 ．5 0 ．0 0 士0 ．0 0 0 ．0 7 士0 ．01 2 1 ．1 士 4 ．3

M e di u m c o n diti o n e d b y s y n o v i al HI G－82 c ell s w a s f r a c ti o n a t e d b y siz e u s l n g A m i c o n

m e m b r a n e s ． A liq u o ts of e a c h f r a c ti o n w a s a d d e d t o c h o n d r o c y t e c ult u r e s ， a n d th e

r e s ulti n g p r o d u c ts of n e u tr al p r o tei n a s e s a n d P G E 2 b y th e c h o n d r o c y t e s w e r e

m e a s u r e d ， V al u e s gi v e n a r e th e m e a n s of f o u r e x p e ri m e n ts 士S ， D ． ． F or th e p u r p o s e of

C O m P a ris o n wi th T a bl e 2
，

a n e q u i v al e n t l こ4 d il u ti o n h a s b e e n c al c ul at e d ． A b b r e vi atio n s

a n d s y m b o Is a r e th e s a m e a s th o s e of T a bl e 4 ．



5 9 4

と して は
，

こ れ ら の酵素が ア ミ コ ン膜 に 付着 した た め

と想像さ れ る ．

2 ． 各分画の 軟骨細胞活性化能

表 5 に 示す様 に
， 第 H 分画 く分子 量 10 へ 2 5 K Dl の

み が
， 軟骨細胞 を活性化 し

， 中性 カ ゼイ ナ
ー ゼ

， 中性

ゼ ラ テ ナ
ー ゼ お よ び 中性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 各活 性 と

P G E 2 量 に お い て
，

コ ン ト ロ ー ル と 比較 しそ れ ぞれ ，

7 0 ． 9 倍 くp く0 ． 0 1う，
1 5 5 ．0 倍，

1 0 2 ． 4 倍
，
2 7 ．8 倍 くp く

0 ． 0 0 い の 著 しい 分泌増大を示 した ．

3 ． 軟骨細胞活性化因子 の 耐熱性

滑膜細胞順化培地を 30 分間，
7 0

0

C の 温度 で 熱処理

した 場合， 軟骨細胞酒性化能 はお よ そ 半減 した く低下

率 こ49 ． 3 士2 0 ． 5 ％
，

n
二 7 う． しか し， 部分精製さ れ た

第 H 分画中の軟骨細胞活性化 因子 は，
30 分間，

7 0
0

C の

熱処理 で は全 く影響を受 けな か っ た ．

考 察

197 7 年， F e11 ら 川 は， 従来よ り提唱さ れ て い る滑膜

組織か ら分泌さ れ る蛋白分解酵素 に よ る 軟骨破壊 川 1 2I

の ほか に
， 滑膜組織由来の物質に よ り軟骨細胞が 活性

化 し
，

そ の結果， 軟骨細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解が 生ず

る こ とを報告 した ． 以来， 軟骨細胞 間マ トリ ッ ク ス 分

解吸収に 関して
， 軟骨細胞 の役割が 注目 され る よう に

な っ た 用 1 4し19 7 9 年に
，
D i n gl e ら

封
は こ の 滑膜由来 の 軟

骨細胞活性化因子 をカ タポ リ ン と命名 した ． 現在 ま で

報 告され て い る カ タポ リ ン は
， 常 に 軟骨片 か ら分解放

出さ れた プ ロ テ オ ブリ カ ン を測定す る バ イ オア ッ セ イ

に よ り検出さ れ て きた ． しか し， 滑膜由来 の こ の カ タ

ポリ ンが 滑膜 の どの細胞 に 由来す る のか， ま た カ タポ

リ ン に よ り活性 化され た軟骨細胞 が どの よ う な機序 で

軟骨細胞 間マ トリ ック ス を分解す る の か
，

さ ら に は
，

滑膜カ タ ポリ ン は未だ均質 な状態 にま で精製さ れ てお

ら ず， そ の生化学的特性 に 関 して も 十分解明さ れ て い

な い
．

滑膜組織 に は血管や リ ン パ 管が 多く ，

一

旦 炎症が お

こ る と著 しい 白血球， リ ン パ 球，
マ ク ロ フ ァ

ー ジな ど

の 炎症細胞の浸潤が生ずる
． 初代培養滑膜細胞の 場合

に は
，

た と え正 常滑膜組織 を用 い た と して も ，
こ れ ら

の 炎症細胞や脈管由来の 細胞 が混在 して い る可能性が

考 えられ る
．

さ ら に
， 滑膜細胞 は

，
A 型の 滑膜大食細

胞 と B 型の滑膜線推芽細胞の 二 種 類の 細胞 か ら構 成

され て お り
用

， 軟骨細胞 を活性化す る カ タ ポリ ン が ど

の 滑膜細胞か ら分泌さ れ る の か に 関し ては こ れ まで 十

分明ら か に され て い な い
． V a e s ら

161
は ，

モ ノ サイ ト
ー

マ ク ロ フ ァ
ー ジ系細胞が 軟骨細胞 活性化 因子 で ある

I し1 や カケ クチ ン を分泌す る
川 こ と か ら， A 型滑膜細

胞が カ タ ポ リ ン を分泌す る と 示 唆 した が
，

P il s w o rth

辺

ら
1 鋸 は

，
7 世代 の ブ タ滑膜線推芽細胞が カ タ ポリ ン を

分 泌 した こ と か ら
，

B 型滑膜細胞 が カ タ ポリ ン を分泌

す ると 報告 して い る ． 本実験 で は
，
9 0 世代以上継代し

た均質な 樹立家兎滑膜線推 芽細胞 くHI G － 8 2 株うが
， 初

代培養家兎滑膜細胞 と同程度 に 軟骨細胞 を活性化した

の で
，

B 型 の 滑膜線推芽細胞が カ タ ポ リ ン を分泌 する

も の と考 え られ た
．

こ れ ま で
， 軟骨 の 細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解 に 関与す

る 酵素 と して は 中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ
11 1 9I 2 01 の ほか

，
カテ

プ シ ン B
21
や D 瑚 な どの 酸性水解酵素が報 告さ れて い

る
． 本実験 で は

，
滑膜細胞順化培地や そ の 部分精製し

た第工I 分画中の カタ ポ リ ン に よ り活性化さ れ た軟骨細

胞が コ ン トロ ー ル と比 べ
，

大量 の 中性蛋白分解酵素と

P G E 2 を培養液中 に産 生 した の に 対 し
，

酸性水解酵素

活性の 増加は認 め られ な か っ た ．
こ の 結果 は

，
カ タポ

リ ン に 蛋白 分解 酵素 と し て の 機能が な い こ と か ら，

D i n gl e に よ り示 され た カ タ ポ リ ン に よ る 軟骨細胞間

マ トリ ッ ク ス 分解 は
，

カ タ ポ リナに 反応 し た軟骨細胞

が産生 す る中性 プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ に よ る も の であ る事を

強く示 唆 し てい る ．
こ の こ とは ， 軟骨基質の p H が中性

で ある と い う 事実に よ っ て も 支持 され る
．

生体 内に おい て は
， 活性型 カ ゼイ ナ

ー

ゼ
，
ゼ ラテ ナ

ー

ゼお よ び コ ラゲ ナ
ー

ゼ な ど の 金属依存性蛋白分解酵素

は， 血清由来の ぽ2
－ マ ク ロ グロ ブ リ ン

221
， 声1

－ グ ロ ブリ

ン
2 引な どの 酵素イ ン ヒ ビ タ

ー

や 組織 由来 の イ ン ヒ ビ

タ
ー くTi s s u e i n h ib i t o r o f m e t all o p r o t ei n a s e ，

T 王M Pう細 25I に よ っ て そ の 活性が調節さ れ て い る
．
した

が っ て
， 滑膜細胞 由来の 酵素に お い て は，

こ れら のイ

ン ヒ ビタ
ー 活性 を上 回 る 量 が分泌さ れ た時の み

，
その

酵素の 効果が 表わ れ る と考 えら れ る
．

一

方， 軟骨細胞

由来の 酵素 は その 局所 で直接軟骨 の 細胞間 マ トリ ック

ス 分解 に 関与す る
2 61 こ と が 可能で あ り ，

こ の 点で
，
軟骨

の 破壊 に は軟骨 由来 の 酵 素は 重要 で あ る と考 えら れ

る
．

し か しなが ら
，

現在ま で報告さ れ て い る これ らの

中性 プ ロ ティ ナ
ー ゼ は全て 滞在型 で あ り

，
本実験に お

い て も最終濃度 1 m M の A P M A を添加 した時 に お い

て の み酵素活性 が得 られ た ． 生体内 に お い て
，

これら

の 潜在 型酵素 を活性型 に 転換 し得 る物質と し ては
，

ト

リ プ シ ン 紺
，
プ ラ ス ミ ン 281

な どの 蛋白分解酵素や
，
活性

酸素2 9J
， a n gi o g e n e si s f a c t o r

3 0 1 な どが 報告さ れて い る

が
， 実際に 生 体内に お い て こ れ ら の 物質が作用 し て い

るの か どう か は不明で あ り ，
こ れ ら の 潜在型プ ロ ティ

ナ
ー ゼ が 活性型 に 転換 され る機序の 解明が今後の 重要

な課題で あ る
．

カ タ ポリ ン と接触後 の 軟骨細胞由来の

各中性 プ ロ ティ ナ ー ゼと P G E 2 産生 を経時的に 観察す

る と
，

P G E 2 は 2 4 時間 で 最大増加を 示 し たが
， 中性プ

ロ テ ィ ナ ー ゼ活性 は 24 時間か ら48 時間 で 最大増加を



家兎滑膜細胞 由来の 軟骨細胞活性化因子 に つ い て

示し た
．
本結果は ，

P G E 2 と 中性蛋白分解酵素の 細胞内

生合成機構 の相違に よ るも の と考え ら れ る
－ す な わ ち

，

p G E 2 は 前駆物質の ア ラ キ ド ン 酸 よ り生成 さ れ る の に

対し
，
中性プ ロ ティ ナ

ー

ゼの 場合 は
，
遺伝子 の 脱抑制

から始ま っ て転写
，
翻 訳を経て細胞外に 放 出さ れ る

川

と推定され ， 結果 と して
，
P G E 2 よ りも 刺激に 対す る 反

応が遅れた の で あ ろう と 考え られ る ．

本実験で は
， 軟骨細胞活性化 に用 い た 滑膜細胞順化

培地中に
，

少量の P G E 2 ，
P M A を含 ん で お り

，
特 に

P G E 2 は軟骨細胞 を活性化す る事 を示 唆 す る報告も あ

る
3 2，3 31 こ とか ら

，
こ れ らの P G E 2 ，

P M A が 軟骨細胞活

性化能 を有す るか どう か を検討 した
．
しか し

，
P G E 2 や

P M A それ 白身に は 軟骨細胞活性化能 は 見 られ な か っ

た． 本結果 は
，
P G E 2 や P M A を含 む第III 分画が な ん ら

軟骨細胞 を活性化 しな か っ た事実とも
一

致 す る ． また
，

P G A
，
P G E ． ，

P G E 2 は
， 牛関節軟骨片か ら の グ リ コ サ

ミ ノ グリ カ ン 放出に 影 響 を与え な か っ た と い うJ o n e s

ら
3 4I の 報告や，

プロ ス タ グラ ン ジ ン 生合成 を抑制す る

作用 を持つ イ ン ドメ サ シ ン が
，

軟骨 片か らの プ ロ テオ

ブリ カ ン の 放 出を抑制 し得な か っ た と い う S t ei n b e r g

ら
3 51

や Li pi ell o ら
3 61 の 報 告を考え合わ せ る と

，
プ ロ ス

タ ブラ ン ジ ン に は
， 軟骨細胞を活性化す る能力が な い

と考 え ら れ た ． 滑膜細 胞 を効 果 的 に 活性 化 し 得 る

P M A が ， 軟骨細胞 を， 直接 に は活性化 しな か っ た の は

興味あ る事実で あ る
．

こ の こ と は ， 滑膜細胞 と軟骨細

胞の 活性化 は異な る機序に よ っ て行 なわ れ る可能性を

示唆して い る
．

滑膜由来の カ タ ポ リ ン は
，
未だ 精製 され て い な い が

，

ブタ白血球 由来の それ は
， 分子 量が 22 K D で

， 等電点

が
，
4 ．8 へ 5 ． 0 の 蛋白質と し て精製され

，
1 L －1 の

一

型 と

報告され て い る
抑

． 本実験に お い て は
， 滑膜細胞由来の

軟骨細胞活性化 因子 が ， 分子 量 10 か ら25 K D 間 の 第

工I 分画に み ら れ た事や
， 今ま で 報告さ れ て い る カ タ ポ

リ ン や工し1
3 8I

の 作 用 と 同 じ く軟骨細 胞活性 化能 を有

する 点か ら ，
こ の 因 子 は カ タ ポリ ン と考え られ た ． 実

際， 本実験 で も
， 精製 ヒ ト白血球l し1 も 効果的 に 初代

培糞家兎軟骨細胞を活性化する 事が確か め ら れ た
．

カ

タポ リ ン の 熱安定性 に 関し て は
，
今 ま で の と こ ろ 定説

はな い
．
D i n gl e ら

3，
は ，

カ タ ポ リ ン は熱 に 不 安定で ある

と述べ て い る ． 一方，
S a k l a t v a l a

3 91 は培養液中の カ タ

ポリ ン は熱に 安定で あ るが
，
濃縮さ れ た場合に は熱 に

不安定とな り，
こ れ は

，
混 入 し て い る酵素 に よ り カ タ

ポリ ンが 分 解され る た め で あ ろう と 述 べ て い る ． 今 回

の 実験で は
， 粗 H I G ．8 2 株細胞順化培地 中の 軟骨細胞

活性化因子 は， 熱処理 に よ りそ の 活性が半減 した が
，

部分 精製 され た 第工工分画は
， 同様 の 熱処理 で は その 軟

骨細胞括惟化能 の 低下は な か っ た ．
こ れ は ，

お そら く ，

59 5

第H 分画中に は 分子 量 の 大き い 種々 の 酵素が 除去 され

て い た た めと 考 え られ ， 上 記の S a k l a tv al a の 説 を支

持し てい る
．

滑膜線推芽細胞由来 の カ タポ リ ン をは じめ
，
種 々 の

軟骨細胞活性化因子 を研究す る事に よ り ， 変形性 関節

症な どの 種々 の 関節疾患に お ける関節軟骨破壊機序 の

解明 や そ の 防止 へ の 道 を開く 事が で き る と考 え ら れ

る ．

結 論

家兎滑膜細胞由来の軟骨細胞活性化因子 くカ タ ポ リ

ンう の滑膜細胞 に お け る起源 と こ のカ タ ポリ ン に よ る

軟骨細胞活性化 の 機序を検索 する と とも に
，

こ の 因子

を部分精製 しそ の性状を検討し た ．

1 ． 初代培養家兎滑膜細胞お よび樹立家兎滑膜線推

芽細胞株 くH I G d8 2 株l はと もに
，

0 ．1 JL gl m l の P M A

刺激 に よ り軟骨細胞活性化因子 くカ タ ポリ ン1 を分泌

した ． さ ら に
，
E工G － 82 株細胞順化培地が 初代培養家兎

滑膜細胞と ほ ぼ 同等に 培養軟骨細胞 を活性化 した こ と

に よ り， 滑膜線維芽細胞 くB 型滑膜細胞1 がカ タ ポ リ

ン を分泌す る と 考え られ た ．

2 ． カ タ ポリ ン を 含む上 記の 2 種類の 順化培地の刺

激に より軟骨細胞 は活性化さ れ
，

その 培養液中の中性

カ ゼ イ ナ ー ゼ
， 中性 ゼ ラ テ ナ

ー

ゼ お よ び中性 コ ラ ゲ

ナ ー ゼの 各活性 と P G E 2 量は著しく 増加し た
．

その 増

加は， H工G － 8 2 株順化培地 に よ る刺激 で
，

それぞ れ コ ン

ト ロ
ー ル の 86 ． 4 倍 くp く0 ． 0 0い，

60 ．3 倍 くp く0 ． 0 1う，

5 1 ． 7 倍 くp く0 ． 0 5う，
2 1 ．9 倍 くp く0 －051 で あ り

，
初代

滑膜細胞順化培地 に よ る刺激で
，

それ ぞれ コ ン ト ロ
ー

ル の 75 ．2 倍くp く0 ． 00 1う， 6 5 ．6 倍 くp く0 － 01う，
5 4 ． 3 倍，

2 3 ． 1 倍 くp く0 ． 0 引 で あ っ た
．

しか し
， 酸性 カ ゼイ ナ

ー

ゼ， 酸性 ゼ ラテ ナ ー ゼお よ びダー グル ク ロ ニ ダ ー ゼの 各

酸性水解酵素活性の 増加は見 られ なか っ た
．

こ の 結果

か ら， カ タ ポ リ ン に よる 軟骨基質分解吸 収は酸性水解

酵素で はな く， 中性蛋白分解酵素に よ る と考えら れ た ．

3 ． P G E 2 塵 生 は ， H I G －8 2 株順化培地 に よる 刺激後

24 時間で最大増加 を示 し
， 中性 プロ ティ ナ

ー ゼ活性は

24 時間か ら4 8 時間の 間で 最大増加を示 し た．

4 ． P G E 2 く10q 5 へ 10－8
M l お よ び P M A く5 旬 2 5 n g

ノm ll は ， 軟骨細胞 を活性化しな か っ たが
，

1
，

1 0
，
2 5

単位ノr山 の 濃度 の ヒ t
l 白 血球I し1 は初代培養軟骨細

胞を活性化 し， その 培養液中の 中性 カ ゼイ ナ
ー ゼ

， 中

性 ゼ ラ ナ ナ ー ゼ お よ び中性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 各活性 と

P G E 2 量は そ れ ぞれ p く0 ． 0 1
， p く0 ．0 5

， P く0 ．0 1 ， p く

0 ． 00 1 の 有意差をも っ て著し く増加 した
．

5 ． 本実験 で の カ タ ポリ ン は
，

P G E ，，
P M A や中性

プロ ティ ナ
ー

ゼと は異な る分画 く分子量
，

1 0 K D か ら



5 96

2 5 K Dぅ に 存在 し， 7 0
0

C ， 3 0 分間の 熱処理 に も安定 で

あっ た ．
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