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論 文 内 容 の 要 旨

【目的1

変 形性関節症 にお ける軟骨組織 の病理 学的所 見 として,軟 骨組織 は細線 維化 し,そ の際 に見 られる軟骨

細胞 は増殖 してク ラスター を形 成 し,細 胞の肥 大化 を認 める.こ れ らの変性 軟骨細 胞は,内 軟骨骨 化にお

け る骨 形成の 際に見 られる軟骨 細胞の最 終分化状 態で ある肥人軟骨 細胞 に類似の 形質 を呈 する ことが知 ら

れ てい る.本 研究 では,動 脈硬化 の主 要な危 険因子 であ る酸化低 比重 リボ蛋 白(酸 化LDL)が ウシ培養

軟骨細 胞 にお ける肥大軟 骨細胞 様の形 質発現 を誘導す るこ とにつ いて検討 した.さ らに,こ の誘導 が酸化

LDLの 受容体で ある レクチ ン様酸 化低比重 リボ蛋 白受容体 一1(LOX-1)と の結 合を介す るか,ま た,

れ らの現象 について酸化 ス トレスの充進 が関与す るか を検 討 した.

【方 法】

本研 究 には,培 養 ウ シ軟骨 細胞 を用 いた.培 養は37℃,025%,CO25%に て行 った.培 養 ウシ軟骨

細胞 を観察 し,酸 化LDL存 在 下にお ける細胞凝 集塊(軟 骨結節)の 形成 を計数 した.ま た,酸 化LDL存

在 下 にお け るア ル カ リホス フ ァタ ーゼ活 性 を酵 素 呈色 反応 を用 いて検 討 した.Real-timePCRお よ び

westernblot,免 疫蛍光 染色 を行 い,酸 化LDL存 在 下で のX型 コ ラーゲ ンの発 現につ いて検討 した.さ

らにsiRNAを 用い てLox-1を ノ ックダウ ンし,酸 化LDLがLox-1を 介す るか につい て検 討 した.ま た,

酸化 ス トレスがX型 コラーゲ ン発現 に与 える影響 をReal-timePCRお よびwesternblotを 用 いて検 討 した.

肥大 軟骨細 胞へ の分化 におい て重要 な転写 因子で あるruntrelatedtranscriptionfactor2(Runx2)に つ

い て,酸 化LDL,酸 化ス トレスの及 ぼす影響 につ いて検討 した.

【結 果】

酸 化LDLの 存在下 では,培 養 ウシ軟 骨細胞 の形成す る軟骨結節 は増加 し,ア ルカ リホスフ ァターゼ活

性 は充進 した.Real-timePCRお よびwesternblot,免 疫蛍光染色 で は肥 大軟骨細 胞 に特異 的なマ ーカー

で あるx型 コラーゲ ンの発 現充進 を認め た.LOx-1をsiRNAで ノ ックダウ ンす る と,酸 化LDL添 加に

よるX型 コラーゲ ンの発 現充進 は抑制 された.抗 酸 化剤で あるN-acethylcysteine(NAC)に よる前 処理

を行 う と,酸 化LDLに よるX型 コラーゲ ンの発 現充進 は抑 制 された.ま た,Runx2は 酸化LDL,過 酸

化水 素に よ り発現が充進 し,NACに よる前処理 でこの発現 充進 はいずれ も抑 制 された.

【考 察】

酸 化LDLは 酸化 ス トレス充進 を介 して,関 節軟 骨細胞 の肥大軟 骨細胞 様細胞 への 分化抑制 制御 を障害

し,軟 骨変性 に関与 す る可 能性が あ るこ とを示 した.本 研 究 を通 じて,酸 化LDLは 変形性 関節症の病 態

形成 にお いて重要 な意義 を持つ可 能性が ある と考え られた.

【結 剰

酸 化LDLは ウ シ培養 関節軟骨 細胞 にお いて,肥 大軟骨細 胞様形 質を誘導 した.
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