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抄 録

c-fos,c-jun遺 伝 子 は細 胞増殖遺伝子 と して胎生 期の関節 や関節軟 骨 の発 生 に重要 な役 割 を果 た して

いる.ま た最近C-fOS遺 伝子 が過剰 発現す ると関節軟骨 の変 性 ・破 壊 にっ なが る可能 性 も報 告 され て い

る.今 回,ラ ッ ト変形性 関節症(OA)モ デルを作 成 し,関 節 軟 骨 の変性 過 程 にお け るc-fos,c-jun蛋

白の発現 を免疫 組織学 的 に検索 した.そ の結果,c-fos,c-jun蛋 白 は,と もにOA誘 発 の3日 目で 全 層

に,1週 目で浅 層か ら中間層 に,2週 目で中間層 の軟骨網胞 核 内お よび細 胞 質 に発 現 し,4週 目で は消

失す る ことが わか った.ま たサ フラニ ン0(S-0)染 色 に よ る軟 骨 基質 の染 色性 は,c-fos,c-junの 発

現 にと もな って低 下 した.c-fos,c-lun蛋 白の発現 がメカ ニカル ス トレスの異 常 に対応 してOA発 症 の初

期 に軟骨 変性 に先立 ち強 く認 め られ た ことは,c-fos,c-junに よ って誘 導 され た軟 骨細 胞 の分 裂 増 殖 お

よび幼若 化が基 質破壊 にっ なが る可 能性 を示唆す る.

また,OAに おけ るproteinkinaseC(PKC)の 役割 とc-fosと の関 係を検討 す るた め に,PKC活 性

化型 ホル ボール エステルで あるphorbol-12-myristate-13-acetate(PMA)を 関節 内 に注 入 し,同 様 に

c-fos蛋 白の発 現 を観 察 した.そ の結果,PMA注 入群で はc-fosの 発現 が抑 制 され,S-0染 色 性 の 低下

は認 め られず,ま たOAの 進行 も明 らかに抑制 され た.こ れ はsecondarymessengerで あ るPKCの

活性化がtertiarymessengerで あ るc-fosの 発現 に抑制 的 に作 用 した こと,そ れに よ り結 果的 に軟 骨基

質が破壊 か ら守 られ た ことを示唆 し,OAの 発症 と進行 の メカ ニ ズ ムの一 端 が明 らか に され た と考 え ら

れ る.
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緒 言

関節 軟骨 は低摩耗性 の組織 で,関 節運動 を円滑 に行 い,ま た衝撃 を吸 収 して骨 へ の伝導 を低減 す る作

用が あ る.軟 骨 細胞 は,軟 骨基 質 の主 たる構成 成分 であるプ ロテ オ グ リカ ンや コ ラーゲ ンな どの基 質 構

成 成分 とサイ トカイ ンや基質分 解酵素 を産生 し,軟 骨基質 を合成 す ると ともに分解 に も関与 して い る1.

したが って,軟 骨代謝 に異常 が生 じると軟骨基 質の合成 も障害 され,基 質 は変性 し破壊 され る2.

OAは 関節軟骨 の破壊 と修復 が混在 し,退 行性変化 と増殖 性 変化 を特 徴 とす る非炎 症 性 の関節 疾 患 で

あ る.従 来,OAの 発症機 序 は荷重 関節 にお ける力学的負荷 による軟骨 のwearandtearと 考 え られ て

きた.近 年,分 子生物 学 の飛躍 によ り,OAの 研究分野 で は,プ ロテ オ グ リカ ンや コ ラー ゲ ンの構 造 解

明 に始 ま り,基 質 分 解 に お け る各 種 酵 素 お よび イ ン ター ロイ キ ンな ど を は じめ と す るchemical

mediatorsの 作 用 も明 らか にされっつ ある.し か し,そ れ ら様 々のmediatorsが 軟 骨細胞 内 で どの よ う

なmessengersystemに 働 き影響 を及 ぼすか にっ いて は不明 な点 が多 く残 されて いた.そ こで今 回,実

験 的OAモ デル を用 い,ま ず核 内最終messengerで あるc-fos,c-jun遺 伝 子 の発 現 と関 節軟 骨変 性 と

の関連 を,c-fos,c-jun蛋 白 の軟 骨 組 織 内発 現 とS-0に よ る基 質染 色 性 を比 較 し検 討 した.っ いで,

secondarymessengerで あ るPKCを 活性化 し,c-fos蛋 白発現 および関節 軟 骨変 性 との 関連 と関節 破

壊 へ の関与 を検 討 した.

材料 お よび方法

実 験動 物

生後6-8週 齢(体 重130-180g)のWistar系 雄 ラッ ト(日 本 ク レア株式会社,大 阪)を,1週 間以上

予 備飼育 し,順 調 に発 育 した もの40匹 を実験 に供 した.予 備飼育期 間,実 験期 間を通 して室温23±0.5℃,

湿度50±10%の 一 定 の空 調下で飼育 した.照 明 は1日12時 間人工照明 と し,ま た飼 料 は ラ ッ ト飼 育 用 固

形 飼料(CE-2,日 本 ク レア株式 会社)を 使用 した.給 水 は水道水 を使 用 し飼料 とともに 自由摂取 とした.

OAモ デルおよび組織標本の作製

OA側

実験 群の ラ ッ トは,sodiumpentobarbita1(ネ ンブタール⑧,ダ イ ナ ボ ッ ト,大 阪)30-40mg/kg

の腹腔 内投与 にて麻酔 し,後 肢右 膝関 節 を剃毛後,70%エ タノー一ル(和 光 純薬,大 阪)お よ び ポ ピ ドン

ヨー ド(イ ソジ ン⑬,明 治製菓,東 京)に て消毒後,膝 蓋骨内側傍切 開を行 った .ま ず,内 側側副靭 帯 を

3-4mm切 除 し,次 いで内側半 月板 摘 出 と,前 ・後十字靭帯 の切 離を加 えて動揺関 節 を作 製 した3'4'5.

生理食 塩水 で関節 内を洗浄後,5.0ナ イ ロンにて皮膚 を縫 合 した。 これをOA側 と した.

対照側

左膝関節 には,皮 膚切開のみを加えたものを作成 し,こ れを対照側 とした6.



PMA注 入 側

強 力 な 非 特 異 的PKC賦 活 剤 で あ るphorbol-12-myristate-13-acetate(PMA,Sigma,St.Louis,

MO)1mgを1.6m1のdimethylsulfoxide(DMSO,和 光 純 薬)に 溶 解 し,1mmMのTPAstock

solutionを 作 成 し た.そ の0.8μ1を500μ1の 生 理 的 食 塩 水 に 溶 解 し,20匹 の ラ ッ トの 手 術 側 の 膝 関 節 腔

内 に 術 前3日,術 後3日,10日,17日,24日 に 注 入 し た 。 そ して 何 も注 入 し て い な い 関 節 の 手 術 の み を

行 っ た も の を 対 照 と した.

術後3日,1,2,4週 にPMA注 入群 非注入群 の各 々5匹 ずっ を,0.2Mリ ン酸(pH7.4)で 緩 衝

した4%パ ラホル ムアル デ ヒ ド・0.2%ピ ク リン酸固定液(和 光純 薬)で 潅流 固定 した後,両 膝 関節 を そ

れぞれ一 塊 と して採取 し,膝 関節 を中心 に肉眼的観察 および組織 学的検討 を行 った.

組織学的および組織化学的検討

組織学 的検 討

潅流 固定後,右 膝関節 の脛骨 内側部 の荷重部 で最 も圧迫 を受 けて い た軟 骨全 層 を含 む よ うに採取 した

軟骨 小片 を,潅 流 固定 に用 いたの と同 じ固定 液で4℃ ・24時 間浸漬 固定 した.そ の後,こ れ らの試料 を

厚 さ1mm,縦2mm,横2mmに 細切 し,さ らに,4℃ ・48時 間浸 漬固定 した.そ して,5%EDTA-2

Na(和 光純 薬)で4℃ ・1週 聞脱灰 した。 試料 を クリオモル ド2号(テ ィシューテ ック⑭,MilesInc,

Elkhart,U.S)に0.C.Tコ ンパ ウン ド(MilesInc)を 満 た した中 に包埋 し凍結 させ,ク リオスタ ッ

トにて約6μmの 連 続切 片を作製 した.形 態学的変化 をヘマ トキシ リン ・エオ ジ ン(H-E)染 色 で,軟

骨基質 にお け るグ リコサ ミノグ リカ ンをS-0染 色で,光 学顕微鏡 によ り観察 した.

関節軟 骨変 化 に対 す る評 価

サ フ ラニ ンOは 軟骨 中 にお ける コン ドロイチ ン6一 硫酸お よびケ ラタ ン硫酸 と1対1の 結合 を し,ア ル

コール,キ シ レ ンを通 した永久標本 ではorthochromasiaに よる鮮 赤 色 を呈 す る7.そ こで,H-E染 色

との組 み あわせ に よ り,組 織学的 ・組織化学 的評価 基準 に従 って関節軟 骨 の変 性 を評 価 した.Mankin8

らの提唱 した組織 学的 ・組織化学的評価基準 は,ヒ ト変形 性関節症 の評 価 に用 い られ た もので構 造 の項

目で関節軟 骨 の亀裂 の深 達度 につ いての評価 も加 え られて いたが,ラ ッ トを用 いた本研 究 で は薩 摩 ら9に

従 い,そ れ らの項 目を表1の よ うに簡略化 して用 いた.

また,各 デー タは平均 値 ±標準偏差(mean±SD)で 表 し,各 側間 の値 の差 は,student'st-testに て

検定 した.

免 疫 組 織 学 的 検 討(Avidin-biotin-peroxidasecomplexmethod,ABC法)

作 製 し た6μmの 連 続 切 片 を 各 試 薬 の 組 織 へ の 浸 透 性 を 向 上 さ せ る た め に0.03%TritonX-100(ナ カ

ラ イ テ ス ク,大 阪)を 含 む0.01Mphosphate-bufferedsalin(0.01MPBS-T)で 洗 浄 した.次 い で,

A



組織 の内因性 ペ ルオキ シ ダー一ゼ活性 を抑 え るために,組 織切 片 を0.3%H202に 室温 ・30分 間浸漬 し,0.01

MPBS-Tで 洗浄 した.そ して1.5%正 常 ウサギ血 清 と室温 ・20分 聞反応 させ た.第1抗 体 と してc.fosお

よびc-junに 対 す るモ ノク ロー ナル抗体(ONCOGENESCIENCE,INC,NY,US)を200倍 希釈 し,

これ と室温 ・1時 間反応 させ,さ らに0.01MPBS-Tで10分 間洗浄後,500倍 希 釈 ビオ チ ン化 マ ウス抗 ウ

サ ギIgG血 清 と室 温 ・1時 間 反 応 さ せ た.0.01MPBS-Tで 同 様 に洗 浄 した後,ELITEABC試 薬

(VECTORLABORATORIES,Burlingame,U.S)で30分 間反応 させ0。01MPBS-Tで 洗浄 した.こ

れ をDAB-H202-Trisbuffer[3,3'diaminobenzidine・4HCI(和 光純 薬)20mg,0.05MTris緩

衝液75m1,30%H20215μ1/100m4]で 室 温 ・5分 間反応 させ,蒸 留水 で洗浄後,エ タノ ールで脱水,キ

シレンで透 徹 し,EUKITT⑪(0.KinderGmbH&Co,Freiburg,Germany)に て封 入 した後,光 学

顕微鏡 で観 察 した.対 照 と して は,1次 抗体 に非免疫血清(正 常 ウサギ血 清)を 使 用 し,他 の操 作 はす

べて同様 に行 った標本 を用 いた.

結 果

肉眼的観察

対照側

術後3日,1週,2週,4週 ともに,対 照側は何れの個体で も大腿骨 および脛骨関節面の軟骨の色調

や光沢に変化は認め られなかった.滑 膜 も同様 に明 らかな変化はなく,関 節の腫脹や水腫 も認 められな

か った.

OA側

術後3日 で は,軟 骨表面 に変化は見 られず,色 調も正常であった.術 後1週 で は,軟 骨表面 の光沢

がやや失われていた.術 後2週 では,脛 骨関節面辺縁部において結合組織性 の増殖 を認め,滑 膜 は充血 し

浮腫状を呈 し,関 節面の光沢 は失われていた.術 後4週 では脛骨関節面辺縁部 に肉芽組織性の増殖お よ

び骨棘様所見が観察 された.軟 骨表面 は明 らかに粗とな り,不 整が認め られ,こ のよ うな変化 は荷重部

である内穎中央部で著明に認め られた.

組織学的所見

H-E染 色所 見

対照側

関節 軟 骨 は軟 骨 細 胞 の形 態,配 列 や軟 骨 基 質 の 状 態 か ら4層 構 造 が認 め られ,関 節 面 か ら浅 層

(tangentiallayer),中 間層(transitionallayer),軟 骨細胞が 柱状 に配 列 す る深 層(radiallayer)

および石灰化層(calcifiedlayer)に 分 け られ た.さ らに,軟 骨細胞 を中心 と して周 囲 に細 胞周 囲基 質

(pericellularmatrix)と 細胞外 基質(extracellularmatrix)が 観察 された.対 照 側 で は荷重部 におい

て術後4週 に至 るまで,軟 骨細 胞 軟 骨基質,軟 骨細胞の配 列,細 胞密度 にお いて も著明 な変 化 を認 め な

一4一



か っ た(図1-A).

OA側

術後3日

対照側 と比較 して,組 織学的 には著明 な変化を認 めなか った(図1.B).

術後1週

肉眼的には軟骨表面に変化を認めなかったが,組 織学的には既に軟骨最表層 は不整で粗造化が認め

られた.ま た,表 層では基質に対する細胞密度の増加が認め られた(図1-C).

術後2週

表層軟骨の剥離がみ られるようになり,細 胞数の減少 と細胞の集籏傾向 も認 められた.ま た軟骨が

軟骨下骨層にまで陥没 している部分 も認められた(図1-D).

術後4週

浅層 は消失 し中間層 の一部 は減少 した.ま た,タ イ ドマークは不整 であ った.

軟骨 が軟 骨下骨 層 にまで陥没 して いる部 分 も認 め られ た(図1-E).

術後2週 と同様 に,

図1脛 骨関節面 荷重部 の組織像(H-E染 色 ×50)

図1-A:対 照側(術 後3日)

図1-B:術 後3日

図1-C:術 後1週

図1・D:術 後2週

図1-E:術 後4週



PMA注 入 軟骨

術後3日

組織学的 には著 明な変化 を認 めなか った(図2-A).

術後1週

術後3日 と同様 に,組 織学的 には著明 な変化を認 めなか った(図2-B).

術後2週

最表層 は不整で あ り,表 層 に近 い部位で は基質に対 する細胞密度 の増加が認め られた(図2-C).

術後4週

最表層 はさ らに不整 とな り,一 部の細 胞 に集籏 化が認 め られ た(図2-D).

図2PMA注 入軟骨 の脛骨関節面荷重部 の組織像(H-E染 色 ×50)

図2-A:術 後3日

図2-B:術 後1週

図2-C:術 後2週

図2-D:術 後4週

S-O染 色所見

対 照側

S-0染 色標本 において染色性 は浅層,中 間層 および深層 で均一 であ り,特 に深 層 の細胞 周 囲 ・細 胞 外

基 質 に強 い染色性が認 め られ た.ま た,深 層 の深部 か ら石 灰化 層 で は細 胞周 囲で著 明 に濃 染 して いた

(図3-A).観 察開始か ら術後4週 に至 るまで,こ れ らの所見 に変化 は認 あ られなか った.
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OA側

術後3日

表層 の染色性が低下 していた(図3-B).

術後1週

表層か ら浅層 におけ る細胞数の増加 に ともなって,細 胞外基質 の染 色性 は不均一 とな り低下 して い

た.ま た,深 層 におけ るタイ ドマーク周辺部の細 胞周囲 ・細胞外基質 の染色性 も低下 して いた(図3-

C).

術後2週

中間層 か ら深層で染色性の低下 は抑 え られたが,

(図3-D).

石灰化層での染色性の低下は一層著明となった

術後4週

浅層 は消失 して,軟 骨 の厚 さは著 明に減少 した.し か し,深 層 にお け る細 胞周 囲基 質 の染 色性 は強

く認 め られた.石 灰化層 の幅は減少 しっっ あ り,細 胞周 囲 ・細胞外基質 の染色性 も低下 して いた(図

3.E).

図3脛 骨関節面荷重部の組織 像(S-0染 色 ×50)

図3-A:対 照側(術 後3日)

図3-B:術 後3日

図3-C:術 後1週

図3.D:術 後2週

図3-E:術 後4週

_7_



PMA注 入軟 骨

術後3日

染色性 は浅層,中 間層 および深層 まで均一 で あった(図4-A).

術後1週

術後3日 と同様 に,染 色性 は浅層,中 間層 お よび深層 まで均一で あった(図4-B).

術後2週

染色性 は浅層で低下 して いた(図4-C).

術後4週

中間層 で は染色性 は減少 し,深 層 では細胞外基質 の染色性 も低下 していた(図4-D).

図4PMA注 入軟骨の脛 骨関節面荷重部 の組織像(S-0染 色 ×50)

図4-A:術 後3日

図4-B:術 後1週

図4-C:術 後2週

図4-D:術 後4週

関節軟骨 変化の数値的評価

術後3日 で は,OA側1.1±0.3(n=5)で あったが,PMA注 入側0.1±0.3点(p〈0.01)で あ った.1

週 に は,OA側 は3.4±0.5点 と増加 したが,PMA注 入側 は0.5±0.5点(p〈0.01)で あ った.術 後2週 に

な ると,OA側 は4.4±0.4点 であ ったが,PMA注 入側 は3.4±0.5点(p〈0.01)と な り,4週 で はOA側

は7.8±0.7点,PMA注 入側 は4.3±0.4点(p〈0.01)と な り,各 段階でOAの 進行 はPMA注 入 によ って

有意 に抑制 された.(図5)
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表1簡 略化 した組織学的 ・組織化学的評価基準

評価 評価

i.構 造

a.正 常

h表 面不 整

C.b+パ ンヌ ス

d.亀 裂 形 成

e.完 全 破 壊

II.細 胞

乱 正 常

h瀟 慢 性 細胞数 増加

c.ク ロー ニ ン グ

d.細 胞 数減 少

0

1

2

丹」

4

ハ
U

-
墨

(∠

3

皿.サ フ ラニ ン0の 基質 染 色 性

a.正 常

b.軽 度 減少

c.中 等 度減 少

d.高 度 減少

α 消失

IV.タ イ ドマ ー ク

a.正 常

b.血 管 交差

ハ
U

-
盈

(∠

4
」

バ
「

0

1
4

一 〇A側

一 ◆一一PMA注 入側

+一 対照側

(mean±SD)

術後経過

(mean±SD)

図5簡 略化した組織学的評価基準による関節軟骨変化の経時的点数評価

免疫組織染色所見

c-fos免 疫染色

対照側

正常,術 後3日,1週, 2週,4週 と も に, 全 くc-fos蛋 白陽性細胞 は認 め られ なか った(図6-A),

OA側

術後3日

全層 の軟骨細胞核内および細胞質にc-fos蛋 白の発現が認あられた(図6-B).
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術後1週

浅層 か ら中間層 まで発現を認 めたが,特 に分裂集籏傾向のあ る細胞 に強 く認 めた(図6-C).

術後2週

浅層 は消失 し,残 存す る中間層 の軟骨細胞 にc-fos蛋 白の発現 が認 め られ た(図6-D).

術 後4週

中間層 の軟骨細 胞 もほぼ消失 し,残 存す る深層軟骨細胞 にはc-fos蛋 白陽性細胞 を認 めなか った

(図6-E).

図6c-fos免 疫組織染色所見(ABC染 色 ×50)

図6-A:対 照側(術 後3日)

図6-B:術 後3日

図6-C:術 後1週

図6-D:術 後2週

図6-E:術 後4週

PMA注 入軟骨

術後3日

浅層～中間層 にか けてc-fos蛋 白の染色性 を認 めた(図7-A).

術後1週

浅層のみc-fos蛋 白の染色性 を認 めた(図7-B).
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術 後2週

c-fos蛋 白の染色性 は認 め られなか った(図7-C).

術後4週

術後2週 と同様 にc-fos蛋 白の染色性 は認 め られなか った(図7-D).

図7PMA注 入軟骨 のc-fos免 疫組織染色所見(ABC染 色 ×50)

図7-A:術 後3日

図7-B:術 後1週

図7・C:術 後2週

図7-D:術 後4週

c-jun免 疫染色

対照側

正常,術 後3日,1週,2週,4週 ともに,全 くcjun染 色陽性 細胞を認 めなか った(図8-A) 。

OA側

術後3日

全層の軟骨細胞核 内および細胞質 にc-lun蛋 白の発現 を認 めた(図8-B).

術 後1週

浅層 か ら中間層 までc-lun蛋 白の発現 を認 めたが,特 に分 裂集 籏傾向のある細胞 に強 く認 め た(図

8.C).
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術後2週

浅層 は消失 し,残 存す る中間層の軟骨細 胞にc-jun蛋 白の発現 を認 めた.(図8-D).

術後4週

組織学 的 に術後4週 で は中間層 もほぼ消失 し,残 存す る深層 軟骨細 胞 にc-jun蛋 白陽性細 胞 を認 め

なか った(図8-E).

図8c-jun免 疫組織染色所見(ABC染 色 ×50)

図8-A:対 照側(術 後3日)

図8-B:術 後3日

図8-C:術 後1週

図8-D:術 後2週

図8-E:術 後4週

考 察

多細 胞生 物 にお いて,個 々の細胞 はその微小環境 や外界の変化 に応 答 して細胞 内 に遺伝 子 発現 を きた

す.そ の ひとつ と して,細 胞の増殖 や分化 を誘導 するtumorpromotingagentsの 刺激 に より,細 胞 は

ただ ちに超 初期遺伝子群(immediateearlygenes)と 呼 ばれ る遺伝子群の一過性 の発現 を きたす1免 今

回検討 したc-fosやc-junは 超初期遺 伝子群 に含 まれてお り,こ れ らの発 現 は エ ンハ ンサ ーで あ るSRE

(serumresponseelement)を 介 して生 じることが知 られて いる'1.c-fosお よびc-junは,そ れぞれ マ

ウスに骨肉腫を起 こすFBJ-MuSV,な らびにニワ トリに線維 肉種 を起 こすASV17の ゲ ノム中 に見 出 さ

れたがん遺 伝子,v-fosとv-junの 細胞染色体上の対 応遺 伝子 として単離 され,現 在 どち らの遺 伝子 もそ

れぞれ別 の遺 伝子 フ ァ ミリーに属 してい ることがわか っている1礼 また,c-fos,c-jun遺 伝子 は細胞 増殖

遺 伝子 と して胎 生期の骨軟骨組織 の分化発生 に関与 し'3・'4,外的刺激 に反応 して最初 に発現 が誘 導 され る
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遺伝子 群 の代 表 と考 え られ て いる1鎚c-fos,c-lun遺 伝子 の産物 で あ るc-fos蛋 白,c-jun蛋 白 は,ヘ

テ ロ2量 体 をっ くり,DNAに 結合 し,転 写活 性因子AP-1と して転写制 御 に関 わ って お り17,こ れ まで

これ らの遺伝 子 は細胞増 殖 と関連 す る と考 え られ て きた.

当教 室 の西 岡 らは骨 芽細胞(HT-3cel1)に メカニカ ルス トレスと して周 期 的牽 引力 を加 え,そ の増

殖 お よび分化 能 の充進 が起 こることを18,ま た斎藤 らは この際c-fosが 発 現 す る こ とを報 告 した19.戸 谷

らはウサギ と ラ ッ トの仮骨延長 を行 い仮骨形成 モデルを作成 し,c-fosの 発現 をmRNAレ ベ ルで検 索 し

た.仮 骨形成 部 に伸長 とい うメカニ カルス トレスを加 え るこ とに より,未 熟 骨 へ 移 行 す る未 分化 間 葉 系

細胞 にc.fosが 発 現 し,骨 芽細胞 への分化 のみな らず軟骨 細胞 の分化 も惹起 され ると報告 した2°.こ れ ら

の ことか ら,本 研 究 で は,動 揺 関節 による異常な メ カニ カルス トレスが軟骨 組 織 にc-fos,c-jun蛋 白 の

発現 を もた らした といえよ う.

最 近c-fos遺 伝子 が過剰発 現す ると関節軟骨 の破壊 にっ なが る可 能 性 が報 告 され,そ の発 現 がOAに

お ける軟骨 変性 になん らかの形 で関与す るの ではないか とい う可能性 が示 唆 された21・2礼す なわ ち,c-fos

発現が未熟 軟骨 細胞 の増殖 を促 し基質 の未熟 さか ら関節破壊 にっなが る とい う可 能 性21,あ るい はc-fos

遺伝 子 の 発現 が蛋 白分 解 酵 素系 のmatrixmetalloproteinases-3(MMP-3)を 活 性 化 し,tissue

inhibitorofmetalloproteinase-1(TIMP-1)を 不 活性化 す ることによ り基質破壊 を促 し,関 節 破 壊

にっ なが る とい う考 え な どで ある2礼 また最近 にな り,c-fos蛋 白,c-jun蛋 白が肝細 胞 にお いて アポ トー

シス発現 に も関 与 す る ことが報告 され てお り23,こ れが軟骨破壊 に関与 して いる可能 性 も考 え られ る.

しか し,こ れ らは培養細 胞を用 いた 加 眈roの 研 究で あ り,変 形性 関節症 の根 本 的 な治 療 にっ なが る

と期待 され る`几 伽oに お ける軟 骨基質 の変性過程 の動 的変化 をc-fos,c-jun遺 伝 子 の発 現 と関連 させ

て観察 した報告 は これまでなか った.そ のため,本 研 究で は ラッ ト実験 的関節症 モデ ルを作 製 し,c-fos,

c-lun蛋 白の関節 内 にお け る経時 的局在変化 を免疫組織学 的 に観察 した。 また,軟 骨基質 量 の指標 で あ る

サ フラニ ンO染 色 性か らGAGの 経時的局在変化 を比較 す る ことによ り,c-fos,c-lun蛋 白の軟 骨 代 謝

へ及 ぼす影響 を検討 した.

その結果,動 揺 関節 に よる異常 な メカニ カルス トレスに対応 して,C-fOS,C-jun蛋 白 の発 現 が軟 骨 破

壊 に先 立 ち強 く認 め られ た.ま た,c-fos,c-lun蛋 白の発現 に ともない,S-0の 染色 性 が 低下 した.こ

れ らの結果 は,c-fos,c-junが 軟骨細胞の分 裂増 殖 を刺激 す る,ま た蛋 白分 解 酵 素 系 を介 して 直接 プ ロ

テオグ リカ ン(PG)の 分解 を刺激 す る,あ るいはまた分裂増殖 した軟骨細 胞 の中 には散発 的 に他 の細 胞

と比較 して小 さ く核 の濃縮 を生 じて いる様 な像 も認 め られ,こ れ らが ア ポ トー シ スを きた して い る可 能

性 を示唆す る もので あ る.

軟骨変性 の過程 にお いて,軟 骨基質 はその構成要 素 に動 的な変化が 生 じて い る と考 え られ る.当 教 室

の宮城 らは,軟 骨欠損 を生 じた場合,そ の周 囲の関節軟骨細胞 が メ カニ カル ス トレス に対 応 して欠 損 後

30分 で多量 のnitricoxide(NO)やsuperoxide(SO)と い ったガスメデ ィエー ターを放 出 し,こ れ ら

が関節軟骨 の修 復 を妨 げ る危 険因子 と して作 用 して い ると報 告 した24.宮 城 の報 告 と本 研 究 か ら,PKC

やc-fos,c-lun蛋 白発 現 の前 にNOやSOが 放 出 されて いる ことが推測 され る.し たが って,変 形 性 関

節症 モデ ルにお け るメカニカル ス トレスによ り,ま ずNOやSOが 産生 され,そ れ によ りPKCやc-fos,
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c,lunが 発 現 した と考 え られ る.

っ いで,secondarymessengerで あ るPKCの 変形 性関 節症 発症 と進 行 へ の 関与 と,PKCのc-fos

遺伝子 へ の働 きか けにつ いて検討 した.当 教 室 の薩摩 らは今回 と同 じラ ッ トを 用 い た実 験 的 関節 症 モ デ

ルを作 製 し,PKCサ ブタイプの出現 を観 察 している2へ その結果,正 常軟骨細 胞 に は存在 しな い α一PKC

が,変 形性 関節症 の術後5日 目か ら浅層か ら中間層の軟骨細胞 に出現 し,中 期 に は深 層 の集籏 化 した細

胞 にお いて その発現 が認 め られ た.一 方,正 常軟 骨で は浅層 と中間層 で認 め れ られ る ε一PKCは,関 節

症軟骨 で はその発現 量 が正常 軟骨 に比 し著 明 に充進 し,軟 骨変 性 の進 行 と と もに α一PKCと 同 じよ うに

ε.PKCの 染色性 も徐 々 に深層肥 大細胞 へ と移動す る ことを観察 した.ま た,浜 西 らは ウサギOAモ デ

ルを作成 し,今 回 の実験 と同 じよ うにPMAを 関節内 に投 与す る こと によ り,関 節 症 の進 行 を ほぼ完 全

に抑制 す る こ とがで き ることを報告 した2軋 各 種PKCの 中で変形 性関節症 の進 行 を防 ぐ役割 を主 に果 た

してい る もの は,正 常軟骨 に存在 し,変 形性 関節症の初 期 にその発 現 量 が正 常 軟 骨 に比 し著 明 に充 進 す

る ε一PKCで あ ると考 え られ る,今 回,ラ ッ ト関節症 モデルの膝関節 内 にPMAを 注入 してc-fos蛋 白の

発現 を観察 した ところ,PMA注 入群 で は非注入群 と比較 してc-fosの 発 現 は抑 制 され,ま た ウサ ギ関節

症 モデ ルと同 じ く変 形性 関節 症 の発 症 および進行 は抑制 され た.こ れ らはPKCの 活 性 化,お そ ら くひ

PKCの 活性 化 とα一PKC活 性 の抑制 が,c-fos蛋 白の発現 を抑制 し,結 果 的 に プ ロテオ グ リカ ン が保 た

れて軟 骨基質 が保護 され,メ カニ カルス トレスによる軟骨破壊が緩和 された こ とを示唆 している.

以上 ま とめ る と,OAの 発症 と進行 の メカニズム として,異 常 な メ カ ニカ ル ス トレスが軟 骨細 胞 よ り

NO,SOを 誘導 し,軟 骨 細胞 のPKC,特 に α一PKCを 活性化 し,c-fos蛋 白,c-iun蛋 白 を発 現 させ,

軟骨 組織 を変 性 に いた ら しあ るもの と考 え られ る.こ の ように,今 回 の研究 に よ り変形 性 関節症 の発 症

と進行 のメ カニズ ムの一端 が明 らか にな った.
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