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汀けfn'汀竹 化 ば は ､介llrlr'日=Illli る[Tll柑箱 ､す fiわ ち

後穀 物 船 あ るい は &･色 相 '.l';が 蛸 的 に17化 して TT伽 を 徐 々にJl迫

す る麻 称 性 疾 (ll.で あ る｡ Jl&'止=よ後縦 材揃 で は LLI恥に ､茄 色材

絹 で は肘 経 に Al発 す る ため､血鳩な錘 性 対麻仲 を火 す ｡ さ ら

に この疾 塩 は竹 化 の進 む壬に什 い 仏 坪 か ほ も'Lnl･Jに 迎 iTす る た め ､

桁於 に姓 渋 す る こ とか 希 Iiらす あ るO -Ji.JL玖虹の 斤鳩 溝 は ､

諸 外 国 が約0.4%で あ るの に 対 し､ネ JSで は Ⅰ-3%とぬ く､わ

が 脚 に お け る蛭形 外 科 J芦や 神 技 外 科 早 朝 域 の IIRIJ.一諜題 とな っ

て い るJ'｡ しか し､ 収 tJJに 側 して は ､Ll=''り山 説 ､̀ェ ス トロ ジ

ェ ン説 '､ 微 小Ill他 説 ､̀サ イ ト//†ン説 '､ フ ッ講ミ規 一IJ:との 牧

.&か l'J.て られ て い る もの の ､ どれ もIR蒜11され て お らす ､ この 純

丸 の允す.'f'披 序 は 依然小rMであ る｡

払L4=捕LER′芦的 検 索 に お いて は ､ Ono cl iILか骨 化 泊 と IJ･_常 相

伴 との境 舛鞘には 軟骨 梯払拭 が fI-/tす る こ とを 仙 然 して お り､

n 軟骨 骨 化 に よ り骨 化 が /kじ る 'Jfを 姓 測 して い る一 また ､

OkadilClJlも此 色相締 付化1ぷの 手術 例 に お い て ､ 竹 化朋 の UL!

J丘対 内堤 で 放冊 ほ拙 技 の 形成 を 拙黙 して お り､ 17化 fLlか 内 軟 冊

骨 化 で 形 収 され る と推 瀬 して い る‥｡ この よ う に ､杭 史郎 の 1'1

化形 態 は 一郎 で 校牲Jr'f化 が ほ らJlる bのの 卜と して JJl枚11tL竹

化 で あ る と考 え られ て い る' I.ま た､柄班か rjHiiの骨付.irll部

(cnLhcゝ 1り と姓就性 を 仕 って L･り一日､粉!l汀の 付け石 部 の 変 化
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が 柄 態 捷序 に お い て包 炎 な投 '!,rJを 火1=して い る IJlが 推 測 され い

る‥｡ しか し攻 ItTまで に 報 '.(.され た性 Li:杭Llllは 本 は ､ 別 技 も し

くは 丁術 略 の放 本で あ り､ ほ とん どが絹 朋 の 並 行 して い る もの

Ilの で ､ty館 山 姓 の 初期 変 化 や 捕食 完 収 まで の月陀を拙 宅くす る

こ とが IiJ姓 であ る｡ その たd)に 允は 放 け･hq明 に lJllJI>'糸 目は I･

分 に は 和 られ て い Id-い . そ こ で ､付と上1,g彬 竹 化好 (:お け る松 前;

の 竹 化 ta柵 を解 明 す る ため に は ､靭 帯 の竹 化 を 111枕 し､ そ の 道

握 を-dT制 か つ 包 捕 的 に解 析 で き る-R験 モ デ ル の nJ戊とその 赦舶

形 態 乍 的細 胞 化 学 的境 ･k'が必 飢 で あ る と々 え た .

･JJ､ K･日､JguChictJIは ､ 什Jl.捌 絹一け化1Jの .rLI.&か らの

1A-DJ!ほ 本 で 火砲 #L紙 化子 を JrlIJ.'い ､ 什小 柳 描 け 化の 柄 変 却 に

bone ETIOrphngcrlCllC PrOIcirll2(uMl▲-2)とLri川 ifL日 ning

gru､V=1 raCl｡r-ri(TGFIF日 が IF/l'す る ･Jrを ,Jtした-｡ Jpt:火 ､

DMP-2や TGP-PはTGF11ス ーパ ー フ ′ ミり-の ･上lで あ り､

JJMP 2に は蚊 lIや n7)肉 lJlに キ ャ リア ー と と もに移 仙 す る とy(.

に移仙 す る とJl.f形成 を 増 強 す る劫 火 が それ ぞれ あ り､ と もに骨

形 成 に琵 く例 年す る蛋nであ る日 日｡ したが って ､

KJWagUChiclaJの 所 見 は ､ I】MP-2やTGトドを 含むTGト rS

スーパ ー 7 -' ミリ-か1日)靭絹 骨 化 1.i;の 先ほ に 何 らか の 山 火 山

保 か あ る こ とを示 唆 して い る ｡ さ らに ､ MiyamuLL'Cta暮は･R

m に ､糾 52J3MPをpcHcL状 に して マ r?スの媒 帆 の1号部 分 血 硬

校 外 抱 に外 科 的 に砂地 し､抑 制 J約 1Pか in vivoで切端 に 竹 化 を

つ



肪 4?で き る こ とを 鑑諾 した''｡

そ こ で ､ 本編 で は尖 験 lと して ､ JIL玖Iil.の 出 川 物 質 の 挨 柚の

-つ で あ るB 1ヽP12を桝 lH;の竹 化主与野 l̂Jと して用 い ､介lt靭LT;

竹 化1jFの 机 理 性 を包 括 的 に把 如 し､ 軸Lrl別 段 の 分 化適 作を 解 明

う る こ とを H的 と し､朝 胞 レベ ル で の 形 藍 解 17か I.r能 IJ新 鋭 モ

デル を 砿 止 し､ この モ デル を 釦 に 一7的 ､iL推化7約 に 枚 黙 した

さ らに ､ J̀:壌 2で は 外的作 の I}ト日'(=よ る帖.';;-穎 艇 i;荊 髄 の

lvJJgJ変 化 を 那加 に検 討 す る こ とか JQ!iJ蝕 riT･の k'明 に つ /iか る と

乃え ､柾lJl.した.j:教 モ デ ルを 川 い ､胡相 似 祉 ガ一別 胞 の 擬制 形 態

'LF'的変 化 な らび に糾 胞 外 )i.,t'ifのIl炊 化鋭 敏を 通過ZilJ''Ltl一搬 微 銃

で 他 黙 した b また ､ Ilk;lllnじ PhいもphuL" C(ALPusc)の方.llt
を l刑らか に す る こ とに よ りT･A･;;;凱 縦 の 一i■L 欣;-jへ の I/1化 を 検 索

す る と と も に ､本 1Jiiに お け る 什 jB収 作 のサ イ ト･/)イ ンで あ る

nMP･21JlよぴTGF-llの 役 側 を横川すす る ため ､ そ れ らの リガ ン

ドま た は レセ プ ターの 免枚 如 拙 化 ,lfrr'･JI.Jlf-を 検 ･*.1･した｡

-JJ､ 'jf故 2で検 索 され 1=Aい 'm cは rlH･糾胞 や イi炊 化-4る

枚でT舶 胞 に J.J/i:して お り､ -AkLに 汀､ 軟骨 へ の 分 化 マ ー カ ー と

して 班川 さ れ て い るが ､その JI･吋 的 蝕 能は人知 で あ る ｡ Jt:人 ､

ALPaゝ Cは ､JiIjiT･如 胞 や 軟冊 ku抱 にお い てl.=リrの カル シ ウ ム ･

IJンイ オ ン 竹の 押 し Lt1日や ヒ ドロキ シア ,,'タ イ ト(ⅠIA)紙晶

す ると推恥 され て きた ｡ しか し､ いす Jtの 説 L証l附され て は お

らず ､ そ の 停 薫の LHt'にT実Jして も､仲 AL別 枠 化 ･7･約 位 央 の み で ､
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盛 rlレベ ル での klJ在 を 小 した 紬 ;㌧は Iiい｡

実験 3で は ､ 什拝 靭4;;の 1.f化 f=お い て tJJ･rLli:'-IjLiit''.訓を ')こ1こす

と予h7.され るALPascの /lLIC的 托 能 を解 析 -4るた め に は ､ '1~仏

釦 域 内 での in'lの 塙 在 を 明 らか す る こ とが 小I.l火 とぢ え ､tl故

レベル あ る い は細 胞 レベ ル で の ALPJもCの AJILを 免 改 組 税 別胞

化 学 的 手 放 で 明 らか に した｡

さ らに､hll胞外速筋 にお いて起 こる/l一物 γ的イl炊 化IR汝 は内椎骨

粍倍化 や映れ骨 化におけ る II態[1月flL'の ･つであ り､ 祉の け化jB

程が起 こ るためには必rdlのステ 1プ と考 え らtlる｡ したが って､こ

のイl決 化横JlIlの解IF)1は､ けり的仰の竹 化 に1,-いて し､その 扱け･の上し

解の 一助 となるとと らl二､仏安赴LTの r,弘法をdll'I.す る 手かか りに

な る可能件かある｡

鋭/r､骨)左t'Iや軟骨)kG{Yの イII炊化､4-なわ ちJ1.物･Lf的 イJ'lk化にIXJ

しては､槻ilL.rのイTIy(化JlJ様､).MIL小胞1Jlイ了次 化とコラー ゲ ン性イJ-ry(

化を鮮 てJ暮.じることが知 られいる日 日 ｡ しか し､プ ロテオ グ リカ ン

や ビロ リン牌T･のJIA払.h'.形成 ･城山抑制物JLTか t'H;†に†//J=してい

るJL_仏 内 で､Ĥ 出 品が どの よ うIi横Ji･で 成LtL､ コう-ゲ ンなど

のIJ-陳成 分 とどの よ うな LlHLIRj隣を拭 ってい るか は人知 である.,

rR験 Jでは､柳ii;11㌢化 におけるイIyf化 成 奴の杜仲を解 明す る小を

目的 と して､初JlJLイJ'扶 化の形悠･7的AY折か'打 切である桁/l剃 ラ 1ト

LILln竹 を川い､汀や靭1';;･にiHLJにIP/Lし け代謝や Iik 化に深 くfulJ-

す るデ コ リンとコラーゲ ン竹 イJ映化の㈹ 任にBluiL､Ri故形態 L̀rU'帆､

免蚊別紙 AlJ胞化学的に解 trrした｡

瓜 後 に ､ これ らの紋 火 を JH二心 .紹文 に お け る 帆 紫 ､ な らび に

LI



背 位 樹 補1弓化 症 に お け る骨 化 胸 椎 な らび に イ7㍍ 化 倣 十tV'を ､

AL㌣.H cの免 疫 糾 純 化･LiHr･J知 比 や /l=_物 ･L-F'rrtJイ丁:jk化の 此 縦 形 悠 '羊

的知 見 を交 え て総 括 した｡



第 日章 実 験 1 ヒ ト骨 形成 蛋 白 (rccomb)nant human

BMP-2, rhBM P-2) を用 い た マ ウス脊 柱 靭 帯 骨 化 モ デル の 作

成 とその 形 態 学 的解 析

Il-1まえ お き

甘心-:靭伴骨 化モデル にJ淵しては､ Fl然 発/Ji的モデル と してはl"一y

マウス日､zukcrrt■Lly rat‥な どが､人 l二モデル と しては､ フ ッ

滋投与家 兎‥な どが軸 ft:･されているが ､これ らのモデ ルは,YMillの1'f

化繊域が小 さいため神髄 をLl_辿す るには 乍らないd また ､

MLy… 川 川 Cl Hは ､机処 bMPをpcllcl状 に して マウスの腰椎の竹

部iT伽倣股外腔 に外科的 に移他 し骨 化を 訣碍 し､1-lJ1-也棚 ),ii･か竹化 し

糾総値域 の ため靭･:if細,緋 の同定が鵬姓で ､釧胞 レベルで のJrf態の郎

折 が鮒 しい とい う欠...'5.が あ った｡従 って ､本 i:壬のf川'･Jは ,軌イi,t･け化

の過F'Zを 許釧にかつ包iFi-的に解 II了するた め ､rhBMP-2溶液をマ ウ

ス此 也靭 伴糊雌lにuNtJす るIJ;験モデルを 縦止す る,Jiであ る｡ さらに､

このモデルを快 い､介化 樹仰軌榊の骨化 の過桜を糾耕 一､Y.的に総峠的

に観察す る とともに ､Az.川 染色やcLasllC̀LVan GLCSOn染 色を用

い膿似鰍 雛 や淋経線 靴の変 化を検･糸 し､刺胞 やJg"船外 )i,日Jlの1.V,造変

化を通過型 帖 子軌微紋(TE…)を川いて解 析 した｡ また ､破ìLjnl胞

のJ';HF_を 同定す るために池イ了慨抵 抗作恨 ホス ファターゼ

(TRAPdSC)を肺炎机 械化学的に横川.し､釧胞外Jl'j'lの糾城の変 化

を検索す るために､irj･LLJfJlに多 く含 まれ ている川里コラーゲ ンあ る

()



いは軟 ;･1日鉱質に特A･的なHJはコラーゲ ンの免疫釦繊 化'tT'を'fTった｡

Il-2実験 材 料 及 び方 法

rhBMP-2の注 入 12過齢の班dJYマ ウス(N=- ∩SLC,

H.川1anHlSU,J叩 iln)の腰抑此 色物･!f:-を蚊川 した｡ この過 齢の マ ウ

ス腺経 において は､鍬突 起の先端を結ぶ 組の 中 ･∴..血 ト2mHlの 糊付

に御節-I(火 部が付･在 して いる｡そ こで､1%-bprWEILiにL3MPを投 JTす

るため､ ジエチルエ ーテ ルによるL政人麻 酔後 ､マ ウスの腰部｣l三rl'の

は佃を約 1cmり川FJL､悦郎軌脱越 しに煉突起の/R丸'(誌を 椛..aL､拙攻!

超 IEL.Jに27G江別 針をlTBIL=こ刺人 した｡1(川 il)のグル タ ミン憤拡 紙液

(pH 4.5)に溶か したrhBMP-24()トIS(llr之 内勤 典株式会 托か らの

ご供 JJ)を以油 させた｡ BMPを投 Iiした軸物 はJT;邦で5()PLであ った

(-R J).

対 照 刺.r托=洋に は同jJ法で溶解 汲のみを 10Opl汁人 した｡刈恨膵

にJnいた動物 は全部で20匹であ った(表 1)｡ なお､遜 色樹補 の止

絹柵道 の牡妹には,対j!(日,拝における7'd解 舷非T)･_人 部位 の膿I帖遜 色樹

林を川い た.

標 本 作 製 BMP松破 また は松解放ll=人後 L､2､3､6過でそれ ぞれ

ジェチル エーテル による吸入麻酔およびペ / トバ ー ピタル ナ トリウ

ム(D･L川abol,OsiLkiI,I.IPdn)30mg/kgの腹腔 IJl投 JJに よる瓜 枠

を打 った後 に縦流ru)止を 行 った｡耽綻伍1HIは､rhl止 胞 1()0日11を591

F･'L･Jで左心 嶺か らtl:人 した Oパ ラフ ィンJLiL{E!川 の.-Jt料お よび仙&.川 J)Jl

川純利 の 店l冠板には､u lLVlカ コジル 恨綾術舷(l)‖7 1())によ って
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妨訴 した4%バ ラ フ ォル ムアル デ ヒ ド桁池 を､エ ポキ シ納棺Jd埋 川

〔はO.O65 1ヽカ コ ジル 巌読 取池(pr17-1u)に よ って読 31した2% グル

タールア ル デ ヒ ドJ*誠及 び'-･5%′くラ フ 寸ル ム7ル デ ヒ ド溶 漁 の'Bi

合船款(pL17 JO)を川い た｡ 推iL州 -&'後､ l】MP･2またはiiB'解 放 を汁

人 した腰 椎を 塊 と して 捕 .ll.'し､それ そ れのH.i:被にJ･Cで2叫Irll

誕ikした｡脱次 には ､パ ラフ ィン'Lu'Jl川 JJ-よぴ;.hLJ.り川 川試 Il(-1kJ

しては LOL!.EDTAをJIJい 1･C3過 f･'りtエ ポキ シ榊 m也 叫川J;'̂村 に側

してはJ.)3%EDTA与川 い J･C3遇 いJiiliB LI=｡ その 後､ パ ラフ ィ

ン包埋用 談 flはエ タノー ル脱 Jk綾パ ラフ ィンに包 叫 し､ 故紙 切パ 川

武村 は 1O%ff7割 日蝕 より20%､25%と岨次曲JRを lけ/J:か ら誕 11L'i

した後､ 浪 仏堂糸で碓鮎 した エ ホキ ン系糾脈JLu'川 L,.べ料 にJ糊して

は､7%准人 に包 埋 し､け さ200tLrnに rnlCrO､IiccrDTK-=川 0

(DSK.KyoIO,japan)でrlhりJL､()lMカ コジル 他根 執政(pI17 i)

で舷 軌 LIこl% 0 OゝJで後川止 した後 アセ トン悦 JkL､ PoLy/[3cd

BI2 (l'"Lyゝ cICrlCじゝ , WarriTlムー日日.PA)に也 ulした｡ 班川 した励

物 の 内訳 はA lの ご と くであ る｡

範 iB学 的 観 察 パ ラ フ ィンJdJJEさJlた-試 料をJL/さ5トImにfl'8切 して ､

Azan敗 色あ るい はtJilSllCJ Viln GlCゝ On染 色を 'rlった｡ 介fI-管 扶

碑 の評 fJ は )亡束の 背任哲 従 に刈す るD.VlP-2で 訣萌 され たfi軟骨もl

桟 に よる実JJiのILl合 を､ 過払 切Jrで..lhIL､その九三人仏 を 抜叶 .串i-

した｡

辞 葉 叔 稔 化 学 的 観 姦 TRAPil." 1.7;作 は､ JIJさ5pll=こib切 したパ

ラフ ィ ン包 坤 試料 を脱パ ラフ ィン し､ ∨iln L)cWi)ingこlCrLらの))

法 に もとす き､AS一日IphosphiLLe(Sは ma,SL Ltm ib,'VLO)杏 ).i

冶



皆 と した -/ゾ巴ぷiL･で使 川 した''｡手兵史 に は ノ+ル ク リ- ン染 巴を

用 い た｡

帯 細 t*丑 の 枚 碁 盤 妖 iilH二Ⅷ して は､IWr-ll(SorL'､aLJ,

Nc≠川 ､川 .CT)で超薄 切 切Jiを作成 し､ Aih'hUHlを守!)た ｡U12% タ

ンニ ン億 水 耐油 ､肺 腺 ウ ラ ン､ クエ ン頒 約 に 上る 3･̂rt染 色を施 し.

TEN(lI本TEl-Jt:M-10OCX H ､JOEL､Tuk)･,､J･LPdn)で槻 察

した｡

免 疫 泣 JB化 学 的 悦 蕪 鬼抗 ラ ッ トJ.tlコ ラー ゲ ンUtuL

(chcrnlCOn.Tcmccuh,CA)および 兎 tjL/F･Lliqコラー ゲ ンtlL仏

(LSL,Tokyu,)apun)に J:る弛披 染色で は､ 115%過 倍 化水 i-tの

メタ ノー ル府政 を川 い､ .ii'ljで 1O分 川 rAILAJ†Iベ ルオ キ シy -セ除

上を行 い ､2 5%hyaTuLL川 ldi,ゝC(Slgma)でIi,'Tuで 60分 料処確 を'IT

い､ 1% bovHIC CゝrUnlulburnin PIIS解 放(1% BSA-PBS.

Sじikug.lku,Tokyo,lap.… )Ffl,'池で Iif鮎 で30分 ブ ロ ッキ ングを'IT

った｡ 一次1/日本は希 釈 1.t'fヰ!川 U汀子で小C12岬JLル ー次1JL休 は希秋 作f

中日)Ol汗の horscradisllPCr｡入iLlilゝC (HRP)班,.Ahヤギ UL兎1gGuLl本

(Dilkopa11㌧.GlusITuP,Dcnmurk)で宅 出 川HI"JIxlふさせ ､ その

後DAB溶池 で 発 色 させ た'｡

一次t;L体 の特 父性 に凶 す るJ･1黙 '̂'験 に は ､ 一次 Iん仏 の 代わ りにjJ

免綻兎 血所 をJTlい た｡

抜染 は メチル グ リー ンで行 った｡

Il-3実 故 結 果
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音 色脚荷 骨 化 の 出現頻 度 と背任 甘 狭 窄 率 8Ml'-2を11人 したマ

ウス5OVLの うち lJFt:に止C.棚引;またはその A'lL81に扱 け及び骨 形蛇

が枇黙 された｡その他の マrLJス･1(･〆 ては ､ 舟色相肺 以外のiL手芸の

反応 ､す なt)ち軌 肉や淡 卜別紙の軟竹 化 あるいは竹化か iLらわたか･

もしくはJiくIx応か比 ら1tなか った 1日Lrrの 映横は3過 まで徐 >

にLfHxlした｡す Iiわ ち､FIMP-211人 )過では川 %tL;lA､7一題 では

21)%､ユ題では30-5O%の鉄刀Lか 比らLtたが､biaで(い O%以 トに

減少 して いた｡れ 照群の 血色鮎川〉では特 Jt的なkLとは 比 られ fiか -'

た｡以 下のLIF'JEでは&--色物i;iAIVtlに比 られた特 yitr･J/Jklc.に(暮Hし

た.(t<1)

叔 Je草 的 研 究 封.U.I.!群の^zan如也牧で は､此色相jiiは､yJi側 と,Ti

仰の札Jlをつ fiく扱触れ鮎合kLを八と して 批群 され ､ .L二桁払拭 とhF]抜

な性をJiしていた(凶Iil)｡ この糊料は､背側で恢 (Tll肌と､触側

で介伽仙股 と帆は してい た.拙比人で旭然す るとqJJ揃rlJ火細では11J

､けな組拙X･糾胞か 11'-Tlに止行す る人い鰍 乱火のr川に仙 黙 され ､軌1日

の札 弓へ の 付JI軸ではrlJ形のEll胞か枇黙 され た｡

llMP-2tF人後 1過では切描日-,rJL部で､扱 縦ノ成分が滅少 し.

軟竹かfli祝 した｡ ま1.:籾ii川l火F;LEで も殻 雛芽細胞 が畑地 していた

(内 lb)｡11人 後2過では､ 粕iii呈1法 は故i'IgL松にht放 され てい た｡

これ らの 放 け払拭 には､増粗放竹細胞及 び肥 人化軟骨細胞 は細由か

他案 され た｡ この時JpJの 糊i;;中火.%の多 くの細胞は竹班 軟 汀軌胞は

如胞の形 態を ●1!_している jJ､払締付Z.部の細胞は肥 人 化軟骨如拙

枯触胞の像 をtllしてい1こ｡ さ らに､拙描 け着 たFI.U辺には ､血･Ou･f}人

が槻疾 された(図 1亡)｡

川



3選 では BMP-2によ り払 ,薄さJiたけ及び 枚i'Tによろ け辞 へのJl迫

が著明 とな った(図 1d)｡

6題 では ､ BMPで訣辞 され 1二枚骨 はほほ 'J宗全に骨削岩 で 匹換 さ～l

てお り､かつての軸糾 い火.QにJ)すかIJ:帆1■HJL稔を妓す のみ とli･,

た｡(閑 Ie)

ま1こ､如t'L敏雄をl'句従 す るため ､clilゝ Lici･ ､lln GICゝ 0--染 色をtl

ったlh､ Jl.II-I,.此 色ty相 は､軸比娘乱 を 也笛に汀むIk外側 柄 と､軒fl

叔姓 と脹 拐!線維 とか混 Jl-している伸輔肘 との 2朋 よ ()+-Y.成 されてお

り､収外 剛朋の rt･/亡す る籾1;〉扮 l川 1部で は9I.牲放縦が 髭に扱群 され

た ものの(t42J,b)､作 仰雌 のみて牌成 され る靭];Tlr中経で はlliH.t;I

故郷の).しぼにLllM殻経か 故わーナH=械黙 された([;272C,d)｡対照Cfて

も同様の捕遇か槻寮 され た｡

uMP投 IJ2過では､魂申 された軟竹 払拭 において斬パ 化 したjTill.tL

鰍雑が政 に棚解 され(図2C,r)､爪過 では弾t'L敗郷 は さらに減少 し､

枚 ll･づ る軟一hL部にわずか に批't;'(さJLるの みであ った(榊2g,h).

骨 化過 程 に お け る細 胞 外 戚 質 の変 化 とTRAPase活 性 の細 撒 化

学 的変 化 細胞外)1野の知略 的食 化を評価するため ､lJSfJ及 び H41)

コラーゲ ンの免故 染色を 行 った｡ liMP･2Tl人故 )過 では､災l!Tr作軟

冊iL梅 内にJLられ る人L.穀叔 火か1増で染 色さLt(図3J)､ 11型は扱

冊小於 の蛭 に方iって強 く染色されたくt.43b)｡Tl人後2過 では1小で

染 色され る太い鮫牡火 は践少 し､射出外 地竹 にお ける11確!の敗色件

が増JuIJした(開3C.A).

目梨を多 く含む軟骨il軌に おいて､血管 以人か旭Z.'(された ｡ この

伽城にはTR^Paゝ e阻 t'Iの搬 帳骨hlJ胞か触媒 され た([小l)｡

nrl



貨色 樹府 内の漁 連 芽 細 胞 の 軟 廿 細 JA化 E)＼1Pl2日 人綾 lB の ト

ル イ ジン1 ･L-り日計では ､J州 ;il柾の!川L-凍'1r3J挺tl如良か 故 fl~し

てお り､ その軟骨触PLLは も1:胞L-J凶には メ タクロ マ シ-杏 ,Lけ 留りよが

観察 され た(阿5il)｡

TEか=こ1る他 群 で も､秘抑幾 如月刺胞かit咋 的に鞍骨 細胞織 細

胞へ と変 化す る適作か牡 黙 された｡ 対.照 即のkll胞 は ｣ラーゲ ンの人

い穀粒 に州 まれ/こJ.i-Fli扱如才洲KLtであ ったくけ15hJu ノJ､ uNP-

2tt人 故 l過では､桝鞘細 胞 は 払 抑 化 し､ 削他J/L)日ilには コラーゲ

ンの人い城跡が誠少 し､代わ りに糾い頚 紺か枇黙 され た｡ また､こ

の時JyJのBMP誘導軟骨 細胞騒細胞 は拙 Frrl小胞仏に'/l†ん でお り､コ

ラーゲ ンの人い扱雛 と細 い般緋が7比/ド-4る細胞外JAllをイ1していた

(図5C)｡TJ人後2過 では コ ラーゲ ンの人い 触鮎 はぬ少 し､糾い韻牡

でUT)まれ ､小胆 をイJす毅 形の鮒胞か拙渋 さJL/二日対5J)｡

lll4考 疾

これ までuMP移納'R攻 には ､RⅥPの岨 私を 出廷 させ ､骨 ､軟11

形成をtu此 づるために種 々のキ ヤ り7- か川い ちJLてきた か 日 日

"､JLuFĴ己では､T病によ る山城絹 地か ら籾 !iHL娘 の微細帖迫を≒j■

るために ､rhBMP-2を拾池の まま1上人 した｡ rh13MP-2の投 IT ''':は

従えの 稚 '!,･では破pgか ら5OpBであ り､今r･.1の.i:験 で も投I/止を

4O一gとその他伽 に収め た 日 日 ' 耐油の 什f;Lは靭Lに払拭 以外への

弧JFliを少 な くす るために LOOplにも さえ た｡ また､i)人 (･･l数 も糾細
山 鮎を般小机に くい止め るために､fl人 回敗を1回と した｡
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そのil火 ､51)Vl=中 1り L的 ll)%の動物の 軸箱 に . BMP-2の 影皆に

よる81濃 ?的変化が披# され た｡枚 りは ､り日日 .で他の 部位に骨 化

か 比 ら11た もの と､切).Jrには骨 化 竹が 姐らILIJL'か った t'のか含ま

れてお り､n7JGは籾抑月 岡にi-1洞 させ たB 付ヽ かAJJllした もの と考

え られ､後者 も卸絵切パ で牧黙 した印域 以外で什化か/卜してた t)の

と推洲 された｡

tlMP-2の彫皆か悦楽で き1=靭指 では､B lゝP-211人法を 掠川 した

ことによ り如拙を)lfJ坦 W.)に仙 りはえ た ので､靭 一日〉如拙 のBMP･1-

による秘 咋rr･Jtj:形態変 化を細胞 レベルで は察 4-ることか で きた そ

のもて火 ､LIMP-2を投 Liした粉jii如拙 にお いて､Ij.I.13線 新 井翁コ他､

JIJ形細胞 ､頼i-ThiJ胞 陳利 払か､鮭的的にJRれ ､AかIJな奴雛身朝地か

外附作の)3Ml'･2によ り牧 でT細胞様鮒胞 に分 化T4る小か′】-.'唆 された｡

陰れ病理 で も州ILiJ也ヘル ニアの.lit.Nの 炎 色棚引iに,Fk骨 経机胞が ある

ことをTtlMで軌然 してお り‥､ ヒ トにおいて t,軌･;汀線 乱芽細胞か紙

Ii'j鮒胞 もkhIl胞へ/JI化す る‖ltJ'EtJlが桁抽 さjl.てい る.,従 って､軸･日,r紬

桃井all胞 には枚1lj軸l胞様 ALl胞 にJJl化す る能 ノ)かあ り､BMP-2には

in ylVOで ､その JJl化を誘埠 でき る11-川か あると ぢえ らわ た｡

-JJ､今川のrJ:故 では ､靭柵の轍雛芽細胞か L)～lP-2によ り骨身

細raに分 化 した政は他案 され /iか ･,た.ln vltH)ではBMP一三か

ribrobL3日lCCCLJlLrIC C311川 ll/三や､I)ゝLcIJhld lヽprCCUTゝ ur

c亡日 日nCROB･C2LI､m)obl.J5'lCClJHnc C2Cll_､bunc

marro"･slrOm.lLcclllincW-20-L7を骨芽細 胞に分 化 させ たか

'‥ 7 ill V -VOの･R験 で はLk トやJ.0.肉内 に他えたBMP-2は軟骨形 収

や軟骨 rli竹化を鹿;やす る -｡ このよ うな川 Vivl)とimvllM での州
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過 は､鼓･]三や Jカニ カル ス トレスの逆 いがfiu柴糸由捉 旋削抱か らfl･

軟骨あるいは線甜拙技へ の分化の･lIき金 に/iる=とを小 唆 し1=I'典

的なVf先か らわかるように､Inm割 注や r#LL～川 を含む 環境 の相通

による もの とJEえ られたい｡

また扱姓 H･細胞か倣i'T細胞は鮒胞への 分化に†1･い.如 拙外姓ifiの

変化か他 車 され た｡ claslic血Vl･n CHeSnn牡也のi!.火､炎色柳朝日二

含 まれる 豊'IJな騨YL放姓 は､BトlPによる牧 ■i一弘,.qとと い 二名 しく
搬少す る ことかu)Jらか とな った-仲仕穀 艶 は ､JEl似揃や 姓色物nJ'､

あるいは血脈増等に豊笛 にJ;JI暮してjJ'り､化?如戒 と しては飲水作

ア ミノ棟 や小払 Fll肘A/)梓 ､ 多軸Hiによ りI.Y,収 され'‥ ●､･LEr以 頼現
像では､+,LiI-I.e腔の .rGL､dmOrPhou､fJ.'物日 と して枇X,-(さLLる｡木

肌先では ､BMPrL人部位 が雌J,引払鈍 の含 イluか比較R')多 い軌･HilJ

rf一部であ -}たため､''Li鍬 的糾群あるいは 別路 化▲■rv的批難 において順

lJ;L放縦か独禁(された もの と推測 さLtた｡ IJエム ､軸糊の枚竹 化に什 う

舛fFj'繊雛 の減少 横川 は今 後の検 .IILを 放す .

-jJ､膿J!;!払雛 におい ては ､妃唆糾拭 化7-'的検･kに よ り､靭i汀糾

接の細胞 外Jl判の 七･&なil成 であ るの ってあ る川lJコラー ゲ ンが ､

か とな った｡TE.Mによる悦 楽のLl.火を免梗 虫l描化一TのI.F比 と.JXJ.ら

しあわせ ると､JalF'f1線 投身細胞 やIl】形 細胞の榊伸の人 い隷従はI

IVコラーゲ ンにI･1止.し､ 細い船殻# はIl49コラー JJ--ンに対症:して お

()､軌締幼靴 身削胞か､抱放 牧JILH長披け細胞を鮮 てn ltk骨は枚1'I

illl胞へ と分化す る過程か tyJらか とfJ.'った｡

さらに､机 /様 とな った軟 汁はlllLIAGu人をせり1こ｡ この 血弓でのl!a
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uIJには､rRAPJSC鮎作破椎骨 糾ぬか地類 され ､内轍作れ骨 化 に介

致 した所 見を生 していた｡

-JJ､t,u lL所 比では. ネtj:滋モデルで 比 られ るよ うfiJi.軽I3枚竹

形成や､ それに放免す る急jB/1骨化は luiLには地歩 され fiい｡ また

籾僻 にLl:じた竹化姓によ る廿Bへの11血 状況に倒 して th il柁菅に

が､その 綾は減少似向を 小 した｡そLLに llL.'̂'既の.lil.打では けIB

杏ll.迫す る骨化兜は墳 卜11以 lにわた り鮒指 さiLる｡ この よ うに､

ヒ トとラ ッ トとの蝕E:を 考LLk.して t).仙 父の泣 入抱Llflや柄州の進行

様JLU二は本'R故 モデルか らのJ舛ILとLiEL4:経には抑過.･!J.か ある｡

しか し､純.丁で述べた よ うに従束の払 LL机Bfl的城群 も骨 化過 相か
Lに.Jl似てHJl化であ り､本モデルの け化 はJ'(と放似 して いた'lZ

ま/二､1ふ変の此 1(形式 に帆 して も､本 モデルでは ･姓 の過 払!がTJ,

射珊fL'Lか 小火で t)､捌LIFH･JJG郎よ r)JLじてい1こ.,棚.;i;什 L,邦は

じrlLht:日 とゝLr･fはれ "､捌･tM'1､線対い炊什Jd､ イl炊 化線紺 軟IrHLYj､及

び骨肘 よ りなる解 剖一ult的 仙追rn l'Lであ る 多 くの 付目柑仰の骨化 に

(糊す る所比t)､竹化Jh変 が軸輔の 日 .tyl部か ら竹へ祉放 してお り1

槻彬の冊 付耕部の骨 化か 靭絹 に机 って岨 人す ると 】',dLqされてい るlz｡

火Jyr†11-㌢化か内牧'l-JL牡 骨化で化 しる･Jlと､竹化かけZ.'部か らLgこ

ることの _つの 小LRか ら考え ると､このIJI敦モデルにお ける搬i汁か

竹 化す る過 IJlは､今まで 報'rt.'され/=払h-縞叩像 と秋似 してお り､H

fiな練JiT･で切符別紙か骨 へ と正換 されて行 くもの と71F,糾 され た｡ し

たが って ､本.i:教モデル はIHI柑併竹化す,iIにおけるIガ揃 の仏的変化

や骨化形 式を鯛似す るモ デル と kjえ らわ た｡

)5



lい 5小括

rh8MP-2をマウスJhMtF.1%-色靭･.'i;に汀人 す るモデル において､靭

描線緋ガ洲胞が轍11j糸目胞 様細胞へ分 化 し､誘,好された炊111がIJl軟骨

性 †j化の 様式でfiへ ILlyH負され ること､これ らの反応が秘･日日･Lfi部よ

り始まる ことがL"Jらか となっ/こ. したか って ､Jb:lL敗 モ デルは､勧

揃の柄 的分化な らびに･日化様式を朝似す る系であ ることが紙.Ljdされ

た｡
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1上1_止 __包埋- … 什 抜瀬端 aLl･i 且 'LiJ-L 虻 }illr'glH.? 維群 二歩

1 i PJ爪nL.n 火戦 事))i岸 (‖2 3U 2 Fm/8. -k堀 切一打

2 1 Paralr山 人扱 切符 OLO 37 2 r川,i'- Ĵ強 靭L'il外

3 1 I加 Ir" Aili 1.fL 38 2 rmzd L 'L挨 /JL'し

.I 1 PJul汀･n 淡牧 ILL 3-J 2 FTOLL'l 人巣なし
5 1 1■J托打.･1 'LLi IiL 4U 2 fr-1州 火映 1JL-L

ti 1 l'ard川 対爪 11 2 F･rlurn U料

7 1 )▲ltdlrL 対Ll 12 2 FlD･ml 如PI.

8 L J-I)l),rLd 又奴 軸苛 13 3 p-raLrlJl 父親 朋等 050

9 L YoJ),nd JL挨 rjL ト1 3 Pa.aJTm lL袋 軌1TT 03tI

10 1 PoJ)JJW 人収 IjL 15 3 1-暮rdrlJl '人強 tE港外

11 I Pol)JJIcd 月娘 fJ.lL lI) 3 l■一rdEM t̂竣 tBl～L'外

12 ) lJoJ)･IJd IR城 IlL
I3 1 1'Dl)'rltd 刈冊

14 I J'ol〉′iluJ 判rl

I5 1 Fr̀JLul 入城 柳tuJ

16 I FIoJPt 父駿 似滞

17 1 Frna･n {i奴 1JL

JtE 1 FrL)an 入̀城 /Jこし

･17 3 J'lr止rI.1 'J.1集 rJ.-し

18 3 PaTalrlll tJFl

･19 3 PardTl血 書.)照

5O 3 Pl)IrJled ⊥碗 籾TT

51 3 J'oL)Jllcd 火強 靭滞外

52 3 ltll)'伽d '̂扱 靭帯外

53 3 l't)Iy/ucLl'J.叛 IJ.'し

J9 1 FrLはL･11 リ二眼 liL 51 3 l'olyI加 Ll'̂強 なし

2O I Fro此IL 刈JF(t 55 3 PII[y/Ht･d JJJm

2】 l Fro･･cIl JJJl(1 56 3 1Joly/Jiud 刈JE(I

22 2 L'Jlnlrr-11 Lik扱 糊代 020 57 3 FmNl 火峨 1V)lli1

25 2 I'川FIM '火l抜 似て拝外 58 3 F川此n Lj;峨 IJj描外

2JI 2 1▲urulfM LR板 rLL 5tJ 3 ll目 礼11 -炎板 棚];けト

25 2 1●Jnrr川 IR収 lJこし GO 3 Fru/n･Il TA峻 /iL
21j 2 JJirdT川 ●上板 /Jこし tI1 3 FH)/ill Lk峻 /jL
27 2 1'■raLT‖l り肘 62 3 Frual1 刈似

28 2 J'ar7JTIJt 対kl 63 3 FtoLeZl 刈叫

29 2 Pol)′ud 父披 似櫛 64 3 J'?rim■L 'L鎖 相好 005

3O 2 l'oly,LIed 父娘 朝措外 65 6 pa相打i'l 父娘 tn描 000

3) 2 P.,ly･nd rR独 lJL ri6 6 p▲rahi" rL強 掛 声外

32 2 PL･J),ncd 7i奴 なし 67 6 pJmH川 ･R板 tn碍外

33 2 J'L,)y･JlhJ 又牧 IjL 一日l t' JJJrdlr' I:奴 fjL

11 2 I'oly.llcd i脈 M tl )nrdrm il岨

15 2_｣一山 J… 7U 6 Jgrmlg 州

立 1 二月験動物
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表 1 実 験 動 物

番号 :動物滞り ､過 :L3MP桝娘 もしくはだi解放ft人 後の経過IU川】､

包埋 :包触プJ-tL=､狭窄 ･伸ヰF管状 准率､Paraffin･パ ラフィ ン包

埋鰭本､Poly/Bed:Poly/Bcd包JJu41柴本 ､Frozen:独結牒Jb:､靭

帯 J;lj,化Diが靭伴内あるいは)記LlrE二見 られ る もの､靭 帯外 I骨化腿

が軌JrH以外の部1ilLにiLられるもの､な し.lPj化妹か止 られない もの ､

実験 ,実敏郎 ､ 対 照 ●対.Hl!t脚 .





図1 黄 色 靭 符 の 組織 学 的変 化 ､ AZi日､染 色､ 7()I,-Lf､ B IIr-() Lrnm

a 対照耶 o J･'1'色物†i;(*)はJlfHIFLて組 緋 に'(:(んでい る/こめ Ili'色にa一旦駄 さ

れる｡矢 印は旺人部位を '-liしているO(動物前号 6)

b BMP12円:人後 L過 ｡ 炎色 atlJ･1汁のIfL;,lへの什 1̂'l一郎に叔 乍jの 形成が

観雛 され るO このlJi域の コラーゲ ン線維 は著 lHに減少 していた｡靭

鞘 の小火部での コラーゲ ン拙雛 の忙列 は粗造 にな ってい た｡(動物

節号 ユ)

C 2過 ｡勧引,rALL織 はほぼ叔･E二jによ り('正放 され ていたo相即 申火 部で

は岬粘欣 侶細胞様鮒胞が 槻察 され る-jJ-､1､｣̂'l'伽では肥大化 快一Fi細

胞様All胞 か7TM群 され /こ｡ 付薪 郎脚 は日では 血唱世人 がILられ′こ(矢印)｡

(動物前 号 22)

d 3過O乍j化 が進行 し､術伽 をJF辿 してい1こ(矢 ull)｡flmLIJの桝ii=1

着部に血tL一宇出入 が軌黙 され る(矢印)｡臥 fH 中火 即は肥 大化紙fj細胞

る｡(irJu物芥 114 3)

C 6過｡ 8MPによ り誘 申 された似骨は､ ･F･火 部 にわず か に放 るの

みではぽ･汁には供 されて いた｡(動物凝号 64)

C∧ 軟骨組織 ､SL･椎 弓､ M TOJ肉､ D 脊髄征股
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図2 草 色 靭 布 の租 冶 学 的変 化 ､亡laい lCa YJn Gi亡SOn染色､

(a.C.亡,g･7LJ倍 BaT=0 1mrn､b,d,(.h:ユ75f.結 Th r=lL 5mm)

a,b:対黙Cf､ '̂払妨 坊 11二小潮 ｡ この部位の 火 色相L;Iは柑椋竣 強 と

舛他姓姓か況/Lしてい る滞瀬田 と.野性 に甘んた蝕外何 層(払印)に

より捕成 され る｡(動物番 等6)

亡,d･対.I(t群､ 久状斬正中知｡ この部仲の血色切端 には椎瞭扱 錐 と

舛推扱挽(矢戚)が混在 してい る｡(動物 界i;6)

C.(.BMP投 !1線2選､矢状 斬 IL中部｡訪申 され た似竹Elは におい

て､弾作 擦拙く欠 Pji)か散在 していた(i払物 番 i522)

g,h.6月 ｡ 中火 軸の軟千㌢で､妓 fl･す る9m'1扱乱 かわすか に観察 され

るのみで あ った｡(動物番号 64)

CA 軟111息l紙 ､SL.惟llJ､M.肋肉､D･rr髄仙収

22



′ノ● ′
I も -← 亡 -rLJ

nL･

sL - ~缶 了.
J-仁 ,I
】

J′ lrl

■■--也.Lr~r｢n

■′

ヽ ●ヽ
J L
● -

3 ･IJ d lLr-.

CA

･' : V ' ＼

f I

､r
-i.LLI
J -I

rLlJL ･

嘉 ,.
i. 1

FJ -1l/

揖 'i Il .

l

SL



図3 1垂!お よ び 11型 コラー ゲ ンの 免錠 81枚 化 学 的所 見 ､275†;7

8dr=0.5mn

a lLVコラー ゲ ンの免疫敏弘 化? .B 1ヽP･211人 後 1月｡人い 線 維火

に兇蚊Lk応か捜 察 され た(矢印)｡(動竹 前T3Ⅰ)

b:川,､i_過.Ⅰ何階椎の太 い線社 史は誠 少 した｡(Jb物 番 巧22)

C:日刊､1選｡軟骨 小腔の周州には日4-Jコラー ゲ ンの免蚊反応 が授

壊 され る｡(動物番 号1)

d･11割､2題｡Iligに刈す る細胞外)LTLの 免妓 姓Cl他は増加 してい

た｡(動物番 号22)

C･刈,EKt'j:駿 ､ l過d J仁兄妊兎 血柵を川いた対 .fKT.Ijf験で は特児 的 な

戊仏 は見 らttld.tい｡(動物番号 L)

r:料.(糊'ji教 ､2週｡ 稚児 的な反仏 は比 られ Ilい.(動物 番号22)

SL: 抑 ll､CA: 軟竹､V. dlL節tJ人
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図4 8MP-2注 入 後 2選 の TRAPasc活牡 ､lLIOI.;与 Lh r-O-5mm

血管t}人 En.'Iにおいて､TRAP i-､CriL′‡娘 吹J-T触(久印)JJl'他 賢 さLL

る｡ また牧股 ■に ら破骨細胞(L̂ 嘘)が性器 され る. CA 軟分社綴

(動物庸ぢ22)
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図5 切 符叙 雑 芽 細 胞 の軟 骨 細 胞 化

il:amp-21[人後 1過 ､凍結 りJJ■､ トル イジ ンブルー染色｡

樹林竣姓 のIiIJに､ メタク ロマ ジーを小す勧Jよで州 まJLl=軟骨細胞株

wJ胞がtu群 され る(矢印)｡luL)OI.t BJT;LL)urn(劫物 轟 け =り

b-C:軌肺細胞 の故知構造 ､iEヽ1偉､JU(川L.t JhT二2.5llm

b 対.配が｡Id;iI,な浪 牡芽細 胞 は人い コラー ゲ ンもj魂逆 に組 まれ て

いた｡(動物番 号 13)

C;L遭 ｡教姓 芽細胞 は円形化 し､細胞 外)k臼 I卜には コラーゲ ンの人

い如扱姓 と細い細線搬(●)が 牧奈 され る｡(動物 蘇'j R)

d:L過 ｡ J3MPで誘導 され る軟でt細胞F,t鮒胞IAltlflには､ 人いコラー

ゲ ン細触 靴のrEiJに加 い細 線鮎(●)が比 られ る｡(励物 許;18)

亡:2血｡ 欣付 加胞株細胞 は糾 い コラーゲ ン糾 敵組(I)に凶まれ てい

た｡(動物 芥 11-2())

Co･人いコラーゲ ン鰍掛軸､ N t兵

之El



第 日車 乗 換 2 rhBM P･2に よ り排 申 され る転 移 浪 鮭 芽 細 胞

の救 骨 細 胞化 と軟 骨 内石 灰 化 に お け る点 赦 形 態 学 的免 庄 虹 簸 化

学 的変 化

M･1まえ お き

荊革では ､rhBMP-1-与川 いた マウスIrFl何描け化モデJL･を朝 :I

L､この 災験 モデル よ り､籾 ilL;お泣芽&･r曲が枕17細 粒は 細胞へ分 化

し､扶申 された軟骨も1巌 が｢1収i-T浄化のjaf上を紅 てけ化 す るこ とを

明 らかに した｡

本 市で は､捌･HIの畝耗 芽細胞が 放骨納 胞様鮒胞 に分 化す る経 絡杏

;if掛lに 険.けす ることか､帝杜 靭),iHj･化Il-1の糾JlJ]変化の 粒 他を解 UJjす

る l.で必 IiL-tと 考え､BMP-2によ りn兵申 され る似什触 胞 様#Ll胞の形

態･■;･'rn()軸 徴 とlJJJEFLイ了灰 化の地相を此微Jr/;魅･▲;りr!Jに枇群 した｡

また､桝イi;細胞のJJI化 を.稚仙す るため に､･け341細胞 や イiuZ化 軟竹

#目地への 分化的陳であるALPiLSCを仰A如拙化一一㌢的およぴ inslLu

hybrlt=zilLiotl法を用い て検索 した｡

-ノJ､近iltl.MJ'rcccplL)rか クローニ ングされ､ BMP rcCCPlur

のiaIL.(-あ るいはdi｢lレベルでの解 析か -htiaとrjった‥ ‥｡現 任

BMP receplOrは､type:)､ Ilの 2帥鯛の 亡ゝH rtClhrH}nin klnaゝ c

domainを持つrcCCPtOrか知 られ ている BMPの シグナ リングには

この 2つ の レセプターの )を'&Lか必 袋で､lyp亡11か り+jLン ドと結 合

し､LypcTか シグナ ルを過す と増え られてい る日 ｡ 1ypCIにはlAと

lBの 2挿功か あ り､成猷 ラ ッ ト冊外股竹男､細 胞 などてはり P亡IAの
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みを東城 してお り､払織 や如胞 による分 IILの相逆か知 られてい るり｡

この梯 fJ.-LypcJrcccpLOTはJi-芽 允JLやけ折ih稔 11どの 打形成 にお

いてup-rcgulalionを示す こ とが柑:J,され て jJ'り､このfLT故 モデル

の竹化jA桜 に もWはIJ.1制 御放梢か あると柵刺 さLころ BMPのtP.帆

とrJころ細 胞をトll淀す ると共に､初くけの形無 変 化に†●,う レセプターの

局/i-状態 を解析す る小は 脊柱靭冊冊 化症 の 発症扱 tt･を検 討す る して

非常に並 要fiことと考え ､B･MPレ ヒブ タ～IyPClおよび JIの 免疫払

液 化千的局 tFを解析 した｡

さらに ､臨人柄PJ!lfr兄 では病変 細にtIMJ'-2のみ11らず ､TGFll

などのサ イ トカイ ンの)..i/｢を'J;す 雑 iJlもあ り､TGr-Jiスーパ ー 7

7 ミリー と1h-態 との凶米 側 除が推測 され てい る'｡TGト βはBMPゝ

と火な り皮 卜やVJ肉内に投 liして もyn9-r†l什 化はqi冷 しないが､冊

股 トーに挫 IJ.す ると拙ノJに骨JEZ戒 をui進 -Jる‥ ‥｡ しか し､靭),iii'f化

におけ るTGF一日の役割は峻 討 されてい lj:い｡ そ こで､木 1'態におけ

るTGrLPの役1.1川を解 析す るため ､ このrji鹸 モデル にJJ'けるTGF-El

のJlJ/EをTGF;-IlrcccpIOrのJ.'l/J-と八に地紋拙軌化 一LFrr･Jに検索 した｡

"I･2光 政 材 料 及 び 方 法

拭科 作 成 前7;_の =と く, 12過齢のddYマウス5OfJiの膝枕炎色軸

輔Al州にrhBMP12解放(40pg/川 Opl)をTr人 し､靭仰 の骨 化を 講

萌 し､パ ラフィン切片用 談ft､淡il,切Ji川eJt科､PoJ) Bed包埋川
拭珂川火事1を作JAした｡ 対照桝には､離 解池のろをrI人 したE■']選齢

の動物20匹を川い た｡ 内訳の.qf釦は恥ll･:I_の ム 1で小 した｡ 11お
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人脱灰 の拭料Llhl出は定 が終 rした故｢ ､･Ilほ l%J倍化オ ス ミウ

ムで後脚 定 し､-/セ トン脱水 して ､Put) Ehdl~出ilCした｡

教細 L*適 の 戦 痕 脱次試手H=別 しては ､Ml lJて必蕗 UJ切片を作

成 し､人脱伏試料 に関 しては､必紬tJJの Fか=､脱Lk'され IJい よ うに

ェチ レング リコール溶液 を他州 して､BL捲り)パを柑た｡O.2% タ ン

ニ ンrk水 絵漁 ､乳酸 ウラ ン､ クエ ン席約 によ る3並 虹色を施 し

TEMで牧察 した｡

辞常軌 JA化 学 的概 寮 ALPascIT;t'Lの 段 目は拙打 切パ川 の試暮寸を

MirIL)lOm亡で-20･Cに保冷 LIiか らLtiさHrLmに[8りJL､ 50m-1l

MESOJで17･C2咋ILiJでfli賦7.i;した綾､AS-bJphoゝ phz)lcをJl質 と

したア ゾ色糸比で､37･C5分HlHxLt.させ ､ALPilゝCff.fLを検 ,lJJ.した

41

免紋姐 稔 化 学 的観 察 ljlBMP rcccplI日 LypcLふ よひLypcHtJ'L

仏による免綬染 色にはJLJさ5ト=れのパ ラフ ィンり川 を川 い ､O.OL%

トリプ シ ンfTr';枚(l)ifco,DtllrOll,MJ)で37･C3りJrjlk比:させ た後､

0 3%遡 他化水 兵メタノール船 級で-+'iu3lり)k止､させfJl凶牡ベルオ

キ シダ- ヒを除 上 し､1%BSA-PBS給油で基 tZu3O'JllEiJプ ロ ッキ ン

ク した｡ その後 ､一次抗 仏は希釈Iかti30O舵で 1･C12u-Hllu反応 させ､

slrCp10aVidin-b川 Iin法 (Nichirci,lokyo.JilPun)に もとす い

て反応 させ た‥｡

TGF11に刈す る免蚊 淡色に bJLiさ5llmのパ ラフ ィンりJJT与川 い ､

O.3%過r*化Jk糸のPBSホTttを'iZ鮎で10分rLiJk A..させ内凶牲ペル オ

キ シダーゼ除上を行 い､ HIOoBŜ -PBS72','池 でIiliZuで2咋fl'iJブ ロ ッ

キ ングを行 -'た｡一次抗仏のポ リクローナル鬼 tiLTGL:-β1
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l81CnCy-aSSOCialcd pcplidc(TGF-lH JAP)､TGF-1!2 LAP､

TGFIP3 1.̂ P抗仏 (Abc)6,Ab9J,Ab95)､ は希 釈 †汚けさlOO倍 で

‡●cl2時 糾 ､ 次 坑外 IIRP放血 ヤギ Lri兎IgGilL仏 は希 釈1.LY手:2UO

I..apでIif温 1時Liilk仏 させ ､その 鼓DAliE/3Aで 先 払させ 1= ■̀

TGトP t)pc lr亡‥ PIt"に対1 る 免故 染 色rlま､ lゝi･.I)LOmCで

好 さ叫 TTlに<7'S切 した淡結 UJ)jを用 い､0 3%jb強化 水 架の PBS冶 汝

杏-1･_'出で3u分 間反仏 させ ､ 内閲推 ベ ル オキ シy一七 除 上をfft ､

100oJiSAの PJ)S柄 汝 で篭 iP.,で2時 間フ■ロ ･Jキ ングを 行 った｡ 次UL

仏 の ポ リク ローナ ル 兎抗TGF-ド L川 ClrcccplllrliL†ふくVPN)は 布引

倍)申100倍 で41C12(馴-''Ll反 止､させ ､ LゝrcPLt)aVldi･.-bLulln誠をJHい

てDAJ3溶 液で允 色 させ た ‥ 50｡

一次 抗 仏 の粘 T(牡 に凹 す る)･HI(i.火故 に は､ ILHJ'L外 の 代 わ りにjl

免蚊鬼 血tLJlを川 いた｡核 ガとは メチル ク リ- ンで了fった｡

In situ hybr)dlzaH0n ALPlt川 のcL)NAよ り､cnゝ じ及 び

anliscnccのL.RNAを作成 した｡CRNA-/Ll--)LAdlgL)XiECJl川は

品UTP(rlochrlngCTMannhcim 8hlchcmicIL.MJnnhcirTl,

Germ.Any)を川 いて LIJ戊した｡ien､Cプ ローブ は1.I.1!伐'̂故 と してJH

い/こ 51】% lormamldc､ 10TnM TT)い llCJ(plI716)､ 100mg

lRN^､ Lx Denhilrdtlゝ oゝLull-un､ LO% dcxlriln UゝlrJL亡､

6OOmM NJCL､0.25% SDS及 び lnlM EDTAu合 一攻を 9O･Cで 11日JJ

耶lJJl鎖 した｡ それそれのcRNAプ ロ-1 は汝LB:0･ト IO鵬 m)に淵均

した｡ - イ ブ リダイゼ ー シ ョンは5(トCで 晩行 わitた - イブ リ

グイセ - シ ョン後､ 切片 は50%ft7TmillTIidcの 2伯希 釈SCCを川 い

r･J55･Cで30分 川洗 浄 し､10mM Trih HCI(pH 8 0)､ u 5M
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NzICl及び LmM EDTA (TNピ)37･Cで処PJ!した｡ プ ロ-1の 31竹

沢的il.命を除 去す るため ､RNaゝ cA Lrcillmcnl(2OLAg/nllin

TドE soLul川 n)で37･C30分bl泊 した ,JlglH lgCrHnはぷ 7 ロープ

の免蚊一Lf的険.LtJ.のため ､2%bloCい n占 JgCntで前払首 を し､その汝

IOOOlf;希釈 したALPd 亡ゝ捻識 f抗 digIH lllgenlniJLi本でiltaした｡

IJr挺化に はniLrL)blu亡l亡IraZL)lium iゝJILおよび5･brL)mO･-I-

ChJorlJ13-川 doLylphoゝ phatc与川い1二日｡

lll-3実 換 結 果

BMP-2投与 後 の &'色 靭帯 の微 細 形 懸 学 的変 化

TEMでは､Jll燃料の&:色槻ih'･ではJlJIFtj仏を イJづ るAIJ､r'な隷 桃

井加地 が太 さ3()-60nl11の コラーゲ ン細線鮒 に州 まれ てい1こ(図 6A)｡

BMJ'12校 IJ後2過では､槻仰 Iい火 軸で lり形の也を lJ-す るNJFIJ形の勧l

胞か触然 され､J占lufJの加地外払'lyは､人 い コラーゲ ン如 拙祉 に よ り

棚状され る線排水 と糾い 山碓 敏-2t)nmの#El娘 郷 かIulrしていた(榊
(lD)｡ この様 IJ:All胞の利他竹 には､比･lltしたm rrll小胞仏､多数の ゴ

ル ･}小払 を什 うゴル ジ装 逆か拙妹 さJL､叩hII軟JrJL触胞 あ るいはやや

正人化収 廿細粒 に類似 した任をiiしてい たく凶EIC)｡

化新城 と.til.われ る トルイ ジンブルー染色 に虎災す る似 城 か披繋 され

た(弼7̂ ). この触 媒の多 くの軟骨細恥 は､朋い コ ラーゲ ン細粒姓

を含む細 胞外鹿野 とIn瞭 な軟骨小腔に州 ま41.､細胞餌の屯 (一斧度は

イ放く､的 (一枚竹 における肥 人化 枚17f_iwJ恥の性 を 'l-,してい た(図 78)
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しか し､ こJtらの41人化 軟竹細胞 様加地 の小には､細 胞外 姓蛤 にA

いコラー ゲ ン似鮎か 散見 され る部位や､ 人い コラ-ゲ ン触扱姓 とu

IJ状の 多払仏は補益 とか BLモiIJ網状械迫 を T,lして､林や 小世を形成

している却1LIItJあ った(糾 7C.D) 上 人化軟fl如抱月即の †l次 化例

城では､山碓3ODr,･か ら放 rlnr,･の正常小胞が ほらか ､そitらのい く

つかは針状綜品をJIJして お り,また､コ ラーゲ ン細扱範 に沿 ったイl'

9(化 も見 られ､軟竹 内イ7灰化のja指が岨黙された(閉止A.a,C)｡

ALPaSCの 軽舟 化 学 的変 化 対照t汀で は籾揃Ill火軸のJ.JlFな敏雄

E･如胞 に は秋水 されなか ったが､糊滞(.Trl部のl)HL壬の触胞 には

ALPaiCのlT,作 か枇察 され た(図 9.1)｡ 1過でIi､ 桝揃 小火部のい く

つかの加 地 にALPinCはTILが旭 Y,A(された(閑9L))｡ 2過では従 凍粉･.I;;

如拙かあ った紬化は軟竹 細胞 帳.qIl胞でDfil,め られていたが ､ この よう

な舶胞 にはALPdSC活性 かイJ.8':に枇鮮 され1こ(凶リL:) Ill IゝLu

hybridjL.1日Onで b､8MPで誘,'.qされ/こ紙･ilj.AIL紙 に おける多 様なtrr･

別の枚1'jp細胞はAH胞 にALPascmllNAが検 川 され1こ(L19J)｡

BMP receptorの 免 疫範 織 化 学 的局 在 UMP rcCcptorlyPC

JAとLypじ 11に対す る免疫染色を'lrった所 ､ll.r!L:JJ.tで は靭･ti,t中火の

LJYな浪 鮭 身細胞 に反正､か見 られた(阿 川 止,b). f̀･1枝f=､粉描トトIYj'

部の【11形 細胞lこも免蚊括 作をJ.tつ細胞かuY.与され た日410d,C)｡

BMP-2TI人 2選 抜では火JTr性軟 骨のすへての九月胞 に､ 8MP

TCCCplorLyPC lAとt)pcILの長さlrが 見 られ た(別 lOg,h)｡ しか し､

BMP TCCCPttJrI)Pe lBは靭 !i,'･yI滋 では恥タi的fjkk.が槻 葬 さ)LlJ

か った｡ 一次抗仏 と して 井放校 兎血T/iを仕 っ1=対ly.1ui旗 で t)枯淡的
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な免疫Lx応 は他察 されな か った(糾 lUc.r.J)｡

TGF-βお よびTGF-β reccpLOrの 免疫 虹 練 化 学 的局 在 TGP-

Pの免投セIh化 7̀では､TGF-1il.2LAPの柚 光り fi他妓A,i在はい す

わの如JCで も他案で きf=か つた｡ しか し､YGL-1り LAPの1.3trは 11

黙Gfの芯 色材i諒には轍蒸 されIJ.1か ったの に 対 し. 8MP-2投与汝 2

jgでは､籾子持中央部の増 赫破竹細胞 あるいはE人化鹿骨.細胞に免楼

fjJEが轍 察 され/i(E411A.a)｡ さ らに ､このは fJ.'畑地 軟骨細胞あ

るいはJ!人化軟骨細胞に はTGr-IIL)P亡JrcL:亡PttlTのklllLが 椴 松

されたく榊 11C)｡ -,仁､靭 一拝1･T,uyr灘では ､ 血Al'(以人部位 に憐接 した

肥人化似 i-1点対地 にはTGF-β3LAPの免唆J..llLは枇tiさJlな か った

(図 111り ｡ ･次UL仏 と して非免辞 兎血TLrlIを蚊 った 対,Ey.く1(教 では特 巣

的な免疫 奴応 は触群 され なか った ｡

IJIl4考察

JL･笹で は､ALP.[ゝ Cに対す る伴AilL冶 化1-芦を fJい ､BMP-2tl.人後

･部の1-JIFな線鮎#All胞 にALPiHC荊fl:が川 現 したことか ら､本id

節 II苛I'ilはに ､物Ji,r.放縦芽細 胞か枚IIT細胞 に 分化す ることが 推測 さ

れた｡ さ らに､捕 tT'な投 経済軸Ⅰ船 にBMP rcccpLurI)pc lA及びIl

のJ.i/I'が 旭黙 され た｡ これ らの妃披払拭 化? 約枚 女か ら､∫.ill'-rJ扱

拙芽細胞 か外uJ唯のBMP-2の練V･Jと/iることかh11り1され､切符簸

姓芽細胞 か軟骨細胞へ分 化す ることが fLr拡iZされ1=

jJ､ 心狂におけるALPaゝ e鮮#Lf.T.作 のAaLJ_とBMP ICCCPLoTの

免妓んJltか ら､粉描什石 部の持 っている特火的IJ.'刑的か 明らか と/i.'
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った｡す なわ ち､?,-I.I.･.は軸l;I小火伽の A.いl′lJ奴祉 33:如 胞 には
ALJ)aゝ亡僻J.Lt.i;桝 かriいに いりわ らす､ILlll部の lり形 拙l抱 にはt,Ti性
か止 られ たこと､節 J.L.iJiB 4ヽP rcc叩 IulをLlするinl胞 はIIJ火部 よ

り什m軸のJJか幣に存Jt'してい ることで ある｡ぐL川 P亡rやYanadJ

i,籾櫛 や樫のけ者部す1J:わ ち'cnlhcゝ iヽ'の抑胞が奴劫 軟fIの軟や

加地と(..1位な外政を持 ってい ろとい うこ とを速へお り.= Z､付石部

の籾胞 か外 LAJfiの8MPに容 易にLit止､す る.'Jlを'11嘆 してい る｡ これ

らの牲増 か らth 靭描け .5.%か骨 化過 Fiの閑的和iIIとな りうること

か支持 され た｡

8MP-2で介仕籾 手指に誘導 された紙汀をifT机に偵 7;Jす ると､奴払

牧骨 と納 /軟骨仙JJの特 徴をイJして)ノウ､微細(lVJii17的 にrlj方の移

†T性 も触 媒 され た｡11MP投 Ljl後三越のネモ デルでは､L3MP-1J:A

る削繊変 化は軌･lS川 '火軸 と､槻伸一J,rl軸では火な り､搬仰小火軸で

は線枇軟･;I;･か見 られ たが ､物輔のirlfへの (･J'B部では概ね榊(一炊付に

Xrl似 した)r>他を とり､そ こでは内倣什JI.j･化に先だ って超 こる血r日1

人か触媒 された｡従 って ､線批拙ilT妓机城 は ､桝･日.'･机織 か らqr)(一軟

fItL稔へ 分 化す る折の修 行 性を.(;してい ると.払われ た. 細胞 Pgの拙

広では､ 籾仲 小火軸の竹 材軟付則船あるいは肥人化軟骨 細 胞は細胞

にはflhru小胞休の拡弘や ゴル ジ仏 社やそのl'J紬にあるゴル ジ小胞の

触助が見 られ､ コラーゲ ンや多軸仏 fiとijirl介成 ､JJl泌 か盛ん に'lT

われてい ると粒珊 された｡

靭1持1lr前部のE大化枚竹細胞技如拙の炊け小計 では､ 1型 コラー

ゲ ンと.払われ る人い細線 縦 とプ ロテオ グ リカ ンが ネッ トワークを形

状 してい る特殊li摘進を 持つ t)の t)他漬 され た｡ この鳩 j立はB.MP
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訪中軟竹 細胞 で批黙 され ､線鮒 軟付 とull植竹の申rHHB態 を′示す も

のと推mlされた‖ ‥ ｡イ了灰化 は故山Il叩 _)ラ- ケ ンとU.われ る ≒=lい

如竣Lで しめ られ る的(-枇冊 はEIJiでLCこっ1こか ､ 一･%牧 焚 き～lる

11号コラー ゲ ンとul.われ る如竣鮭 とHlqとIiI.わJlる加按排か混hJし

ている鮫推 軟骨は租蟻で も/L してい1=｡ JJ､償 色相猫は脊椎絵社

を含んで お り､帝牲鞍鮭 も動辰雄 化等 に おいて√i炊 化速筋 とfjI)う

ろこと稚 てL.･されてい るか-'･JHnfの'̂'滋 でu触媒和1-●,が Jl.中軸であ

ったため ､坪作冶姓 が比 較的少IJ;く､ さ L'>に軟骨.1庚やに よ り労作繰

鮎か減少 す るため､卵維 故鮎のイJrJ(化 に側 しては牡 火的 IilyT比を相

ることか で き/i.'か った｡ 77次 化の紘ltにr対しては､8.MPで誘導す

る軸揃竹 化において も､)長田小胞のIXJ!J-か紘lLHされた｡ JL田小胞は､

成Lt軟でIの内牧冊骨化やFjl鹿骨の脹れi'Jt化の7Jな らす ,線雛 軟i-1内

イ丁灰化 に おいて も､桝)リJ石炊 化の切 と/1ると 巧･え らJtてい る日 ｡遡

上にJJlい て し､ElMPに より/Lしろ収i'hJ.JイIJ火化 と).Hlj小胞の fI-IL:

よ̀触媒 され ていたが ､ポ リg故 ではエチ レンク リコールを川 いて統料

の脱I火を rJJぐことに よ り､ Il̂ と.Lil.われ る針 状 鮎 .-"-,をn包す る)lJLJI

小胞の (/･lrと､)L瞥小胞 推イi炊化か らコ ラーゲ ンヤHJlik化へ移行づ

ろ過t.,'をtMちかに した日. また､BMPに よF)誘 尊 さjLた姐GG小 胞

か必nnnと山Iiiiよ り人AMJ-i)のか ILらJt1-の u､ '=･.赦 fj如 払 改 変

によ りJl_じるccH LJcbrisが含 まれ ているため とtll刺 され た｡

この様 な枯作 を持 つ軟 fl如応において ､JlⅥP rcc叩 10rり PCIA

及び11の免紋別応 化乍的塙在を牧喋 した｡ i.日F.t机の相補朝地 と比較

して､誘申 され た軟骨細 粒 によ り免蛙 出 色fIか軌か った ため､外BI

'tDMP-2によるL3MP rtcepHIrのup･rcguJL-1i{川か杓淵 さitた｡
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BMP-2は如)()Jの 段階のみではな く､紙サt分化の 遊子I,1OH=t)什JHし

ている小を'J;してお り､靭iiiか竹 化JるjAlliの触1't彫JGにおいて ら,

JESS-允JLや竹折 約9.など と附tkJnlPか屯LEuiL'1榊を31ニた して いる

と推aNされ た｡

また､廿tL細長‡骨 化症 の発1;EにERJr1す ると姓如 きilて い るTGP-

P及びTGF-Pr亡CCPlorの免攻払 拭化乍そそTった. ilにTGF-βは

in l･llroの糸にお いて､培 養舷竹 加地のl/1化や､プ ロテオ グ リカ ン

などの2E質 合成 を促進す るが ､hl終分化 へのiiJ辻 やイJ'以 化を抑制す

ることか 知 られてい る1‥ '｡chJ'ckの滅ぶ軟骨 にお ける免按 凱社化

でで b､rGF-(13が叩姉軟竹細胞 と初JrJJ肥 人化軟でT細胞 に税群 され

る -JJ､ 後Jy川巴人化軟骨 削胞 におけるk仏ftは娘少 して い た日｡ マ

ウスをufった 0-日=fJH;テ骨 化のネIJ;鹸モj=ルにjJ-ける桝郎 中火部の杓

地軟i'川"Jruあ るいは肥人 化敗でT細胞にはTGFIFH が似1'Lで あ り､逆

に似･.Iii付 l̂'I軸のイ丁灰化肥 人 化軟付則胞 に は妃妓反心が稚 黙 されない

仰llりは､ J戊山仙骨のITTr比 とrL.HXであ った｡ ･jJ'､本◆火験 モデル にお

いては､TGトlH に比へTGF-rlL.2のLk止.か 強 くそ して帖火 的では

/i:か った ため､ IJdrfJ:I.ti/亡r'司.&'には土 らtjか ･･7た｡Thorpらの

chick成追軟骨 におけるJfTlまで b､TGF-β3に比へ rGF-I一l,2のJ*

Lf:か如 く､iiOrOrmによるkJ在牡 の差が拙妹 された‥｡ さ らに ラ 1

トではTGFl112が他のTGトPJSOtormに比べ強 ノJな骨 ､故や議 4?

LLll･であ るのにJJL マウ スではTGr113か内叔けけ化の1)J朔過程 や､

軟竹身hl胞の成丘､分化 に 正坐 な&L湖を 火たす と.考え L:)ILてい ろ｡

この様Is掩良 や允gL細粒 による1ゝ･lh-rmlJnJでの紋刊 の州遥 か ､今川

のl" foTm糊での.1･略をLi一映 してい るのか も しれIJ:い -‥ 1
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また､樹]与川 丁火E部の増 地峡･汀細 胞 t)し くは肥 人化軟骨 細胞には

TGF-P typclレセプ ターかA7ilrしてい た｡rGF･-FIの lゝgr" )

lTJnゝ duclionには[)pclおよびtypcIJの山 方か必 砦である●‥'｡ し
か し､これ らの軟骨細胞 にTGF-ド l)pclレt･-/ターがAafLしてい

たことは 軟骨細胞におけ るTGF11のatJLoe.inclpard⊂rincの浅牌

がlIIEす るりr托性を,)-<唆 す る所見である｡ したが って､ネ 実故 系に

ぶいては ､外は牡のELMPは相伴竣 孤 弁軸胞の枚竹 折抱化 と軟骨iail

出か らのTGF-β分泌を誘 導 し､l勺LAJ件の7(日･-PとjllMで誘導さし

た枚で7細 胞分 化やLS瞥分岐をth:並 させ る もの と粒bl.Jされ た｡ 介推切

朋i什化1ltのjn▲i一旗序 にお いて ら､TGF-llは紋付形l戊i･JE.･う.とす る

什推軌仰 竹化もiJの允 ).i=に おいて､軟す川州Idの分化似進 とい う役l剤を

lHっていろり川E件かある｡

llJ-5小 括

rhDMP12を川 いて介山勘補 に什化 を.凍埠づ るリl厳 モデルにお

いて､柑描線利l井iEll胞かALPaゝ Cを先鋭 し､その後線紋軟でJL様枚Jr'I

細胞か ら机 1'-牧でJL抜放常 軌胞へ とJJl化す る小 ､さ らにその掴凶には

枚竹内†)-欧 化かJトしるこ とか明 らか とな った｡ また､IB揃簸姓 芽細

胞の軟什 細胞 化 に 作いBMP rcccplorが ul'-rCguLJlCされ る と 何 時

に､TGF-βか外用牲 BMP12と)と関でitulllCrjnC/PdraCrinc妓捕 に

よ り枚111細胞の韮質合成 と成.*を促避す るサ イ トIJJイ ンネ ･/トワp

クの †Faか′示唆 され た｡
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図6 8MP投 与 後の 靭 帯 細 胞 のTEM性

A 対鮒 群の籾li‡奴 払 芽 細 胞

コラーゲ ンの人い軸敏社(Co)にu7まLlたI.i'YfJ.1投鹿 芽 細胞が拙劣

される｡ 蛙0001才 BJr=lptn('jt放動物 1り

8:I)MP-2投与後 2月の切符 中火.%の軟骨前払

* 汁.細胞 が コラーゲ ンの 細い靭竣鮭にはfまLLていた｡ blhLl外)ifTに

はコラーゲ ンの 人い.g奴 払(Co)i,旭媒 さItる｡ JrH)0倍 Bar=2pm

(火輸動物 29)

C:籾揃 中央 部の軟骨細胞の 拡人 陰

山 rr11JJ､胞 仏 (TLLR)の拡弓i;と丑'bLiなゴル ジ]&LaL(Cro)が触媒 され る｡

ゴル ジ弘frlの).-J州には多 数の ゴル >'小胞 blu黙 された 10000倍

Bar=0 2トIm

～:放 ｡

Jl





図7 靭 帯 付 着 部 に見 られ る血管 漢人 部位 月 辺 の軟骨漉 胞

A トルイ ジ ン1ルー染色に よる人bL次切片 の止ilA仲

輯骨細胞JAl辺の舶胎外越野に前払化倣城 と.PLl'tわLlる トル イジンプル

-染色 に浸染す る併域(矢所)か拙黙 される｡ 10OUlff l);lr二日)pm

(実験動物 2L))

L).C,D 此奴 切)'lのTEM偲 (Lil:蚊劇物 2())

B･収骨小Hl1.i(/̂UJl)にUtJまれ た杓lり形の仙骨釧胞は'Ltlr.幣政 の低い
刺胞質をイJしていた｡ 3000倍 Jh rニ3pmC,D:ある肥人 化軟骨細粒

では､唄化 したコラーゲ ンの人い糾穀靴 か軟竹小腔をlJ,17し､この

様な細線推 とりLLH丘状の多始終 とかネ ッ トワー クを形収 していた｡D

はCの●の拡人政 D:J800倍 J3iLTi3llm E:33OOOfた BiLT=O-25卜In

J3





図8 軟 骨 内石 灰 化 のTEM億

A 軸付目 rlたt=こ姐られ る血管侵入.13†n :取 は LIL取入 化欺 け細胞

川田のku胞外遊判 にはT;Lk化繊域(Cut)かI父黙 された｡ 川 OOOl..h･

Bar=lllm ('R験動物 29)｡

8.C:イT次 化併 域 の強拡 人(ll_5OOOI汚)Lh r-1Onm (-L'粂動物29)

度日小胞(JrI)内に針状渋品か見 られ る｡イIrk化球 よ り成 長 した針状

総.ち乙は コラーゲ ン細奴拙くCLJ)へと此LEiL､コラーゲ ン托イl映 化(矢

秤)杏/i-.じてい1こ｡
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図9 ALPasc舟兼 活性 とALPasemRNAの局在 Jiar=lOPm

a 対照 群の ALPaゝ 亡群右活性

矢印で扶んたA-色桝棉中火部に∧H'J､亡件おえT.I:'lはur;(されない､

5【川倍｡ ノJ､桝 Ji;汁,lU軸にはALJ'.nc伸長ffiヤlか姐輔 される(LJl77J

IOO倍)｡S:棚･1､ L 樹林｡ ('火映助物20)

b BMP-2Tl二人後 l辿d槻輔 Ill火和のAr=7な組秋月klll胞 には∧LPasc

所作を,i-<づ もの もある(矢｢FJ)｡500倍｡ (実験動物 15)

C:2過｡樹irIのほとんどの細 胞にALl-Jゝe鮮糸Rlil'Lが抜目できる､

500倍｡ (尖教動物3(･)

a:ALPascmRNAのln iゝtu h)bridlZiLliol1､2遡｡伸長釦鑑化了

と同様に ほとん どの,細胞 にALPaゝ cmRNAが綾川で さる｡7OO倍｡

(尖験動物 22)

C.AALPas亡rnRNAのiCnSCPH}bc与川いたin 日Luh)brldlZiILion､

2過｡特y亡的/i:A(仏は比 られない｡7()OL.汗｡(.火験劇物 22)

47





図 10 BMP rcccp【orの 免 疫瓜 破 化 学 的局 在 Bdl三川 pm

a,lI,C: Ill.Fliが (動物満 'r16). JTけ り1枚 払 方 Al一拍 (久 rJ])には BトlP

recepLOTの免披l"llrか枇群 され た｡5OO培｡ illJ3MP rcccp川 r

lyPC lA､ b･8MP reccpEor typerl､ C 対 .W.i-i:幼｡

(l,C,r 対IJjlH,rf(動物 蘇 りLt))O似,:fH.TTTJ･部のFり形の細 胞に もrr'Jf.丑に

BMP rcccpH)rの免蚊J,'3/l'が触Z'fされた(久印)｡3UOli'f｡ J

L3MP TCCePLorL)'PCLA､c BMP rcccpLL)rI)PC Il､ r-JLfE托l:ぷ故 ｡

E,h.I: BMP-17-汁人之遡 (動物滞 り22).,BMPで誘辞 され た軟骨

(CA)が税察 され るB BMP rcccptorゝ L)pc IAおJ:ぴ IypC Hの免

疫局在が 明地収骨aTl胞 あ るいは肥 人化軟 骨凱胞 に和嫉 され た｡ 3(川

倍 ｡

g:良MP rcccp10rtypC lA､J).BMP recep10rtype ll､ Ⅰ 対

照 突 放 ｡

SL 椎弓｡

LII)





図 11 TGF-βお よ びTGF-β reCePtOrの 免 皮 局 在 Ehr=2Opm

Ai･1.1HL汀の 血 色軸筋 におけ るTGr-Li3 L∧Pの 妃岐染 色

榔i;;tl姓 に免疫h-i/r-は牡 群 され11い. LJG 舛色軸Li.r･｡51日)Iだb (動

物 希f}16)

8.BMP投 IJ-汝 2月の 冷色靭櫛 に おけるTGF113 LAPの免控染 色

神仙軟骨 細胞(P)お よびJtJc化 軟骨如他の如払可 に免疫LkJ古か観察

されたか ､切朝日･rぷ雑に 止 られ る血管 fl人吉tH.tに隣は した正人化軟

骨如拙(1日には免蚊L*応は触察 ささ111い｡3001.7｡ (動物漆 等1_1_)

C JlMP投 IJ後 2選のj好色靭揃 に おけるTGF-P L)PCLrcccpLOTの

免綻染 色

樹lii小火部の杓hII枚骨細 胞および肥 人化恨･i'i丸IHJkに地政Jr.llEか旭洋

さtl.る｡30(=lT｡ (動物番 号3f))
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軒 JV畢 実 験 3 正 常 マ ウス にお け る蔽 推 非 特 異 型 アル カ リホ

ス フ ァ タ ー ゼ の 免疫 細 胞 範 捨 化 学 的局 a

lV･1ま え お き

ネ ii節 M･Ailのマウ ス介仕掛i;;骨化 モi=ルにおいて は､靭静穏鮎芽

細胞か BMP-2によ り軟骨細胞へ説や さttるの に兜子Tして ､ALPas亡

i.Hltが駐YlとIlった｡ したが って ､ALPJゝ Cは柑1'iI細 胞の軟甘鯛P.;

化や､その後の.tl炊 化俵転 において†･･Lらかの役割を糾 ってい る可能

件があ る｡

ALP･lSt:ul)TLhuphoゝ phorlC-munllL:ゝlL:rI-hoゝ l)JIOhydrl)l̀ISC

(EC 3 1.3 L.)の略称 で ､杜々rj:リン恨 エ ステルを加Jk分解 し､細

槻 リン佃 とJi:ltのアル コールを/lしろ触 媒であ る｡ この仲井は/暮･_狗

非ではJ'.七二1一仙物 をのぞき ､バ クテ リアか らIl.LT;助物 に i::るまでJi.Lく

JJIh して い る｡ALPilScにIRJして は ､)Rllまで､Ifl'i魁や分 (一柵進 ､

川 VILroでの酵ム n川fjどについ ては .数 多 くの LJr究が 維/A･され ､

uI炊.IltH でT炊.Iil.あるいは舷蚊 にIRJす る臨 LL的 fj:ur究又細も甚助 して

い る｡

また､近叶で はALPiIゝCのiBtL.rレベルでの解 析 t)進み ､ ヒ トに

おいて肝 ･骨 .押型 ､脱 型､ft;並製､な どの ア イソサイ ムか クロー

ニ ングされ てい る‥ ● ｡ ･JJ､錨 地加に側 して は . マ ウスでは 胎盤

49､的 Ifや､似 11か 日 日､ラ ーJトではhf･･冊 ･†fJt'JIJ.'どか ‥ ■Jrl74&

されてい るか､ 7 イ ソサ イムとそのA.3/I-は ヒ トの そJlとは ､1r.仔に

はLl広せ ず ､部称 b鮎乱 している｡ しか し､jd紘 rh!列 を参月にす
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ると､ マ ウス胎盤型は ヒ トにおいては胎 齢Jl'!よ りも肝 Ii.t･Ft41)に

朗似 して お り､rl･RNAレベルで90%もの け=L･日/lを †Jしてお り､ラ

-/ト肝 ･竹 ･野1-Jbヒ ト肝 ･骨 ･肘41!と州 %の榊 r.･1性 を 持つ ため､

そttぞtLJIH"Jす るアイ ソザイムとJfえて よい と.lil.われ る｡ このいわ

ゆる叔RHl特 派塑ALPasc(Lisゝ uenon-～peciricJlkdllnC

phoゝ phataゝ C.TNAP)の in､i- での職能 は､iBfL.Tl一了 の進 歩に
けい､徐 々に明 らか にriりつつあ り､ ノ ック7 r7 トマウ スの解析か

ら･fT触 帥蛙 における ビタ ミン86代謝にl畑ITしていることか′Ji唆 さ

れたTl'I｡ しか し､付や肝臆 ､ft臓lJ:とにおけるJl理 的役判は依然

Jk知であ る｡

ネ ･笹で は､i'IにJ.J在す るALP.LゝCであ る'1NAPの invivoでの/I-.

J!R的牧'.l,lJを解析す るため には､J暮仏ilL繊 IJlでのI.JIfをl‖らかす るこ

とが不 日†欠 と f5'え､AL繊 レベル あるいはhtJ胞 レベルでのTNAPの)■13

lEを免蚊 ilL放射l胞化'7crr.)手法･でEiIJらかに LIこ .,

lV-2実 軟 材 料 及 び方 法

免攻沈降 払 HJらのJJ一法に従い､ ヒ トTN^Pを允収す るSao- 2

humanLISlCOSarCOTTH CCLlにl"sl･mclhiM inCをJxlえ3時[''U培弟

し､その 後 3岬IH‖Hs)-mCLhiLm inCを加えす に桔 推 した717㌧ さ

らに､phosphatidyll'nt)sltoトspcclric phL)ゝ PhoHpaseC

(PIPLC.Funakoshl,Tok)O.JJPiln)をJJlえ 1時IilJ37-C培養 し､

舶胞 と培 養 Irl'1を分牡 した｡aJ艇 はさらに前解 して細 rE!挨泣 と し､

増発1-_il†とと い 二兎抗 ラ ッ トTNAP血fl'Iを川 いて免控沈杵を 行 った
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｡ 兜蚊沈 降 はSl)S PAGE(9% 占CJ)Huo川 gr叩 h)で分析 した｡

拭科 作成 ジエチルエーテルによ る職人肺腑お よびベ ン ト,(ル ビ

タルナ トリウム30mg/kgの放た rAl投 Ilrよるし煉枠 を行 った後､3適

齢の姓5Pt･お よび打鮎 Ibr]のJIのddYマ ウス2PL_を､O･lMカ コジル

t*&古池(pH 7.4)で逆帯 した-I%バ ラフォル L.アルデ ヒ ドとO 5%

グルタル 7ルT-ヒ ドのIu合姓 あるいはL1%バ ラ71ルム7ルテ ヒ ド

kA,一浪で札統帥tR L､それ ぞれ故kL,'切rTI,しくはエポキ シ叫折切片川

およびパ ラフ ィン切パFnにmいた｡jll付 ､即威 ､ul･経 , 切由､顎 一
腹 ､小脳 を3月 齢のマ ウスか ら､肺軒を打抜 マ ウスか ら嫡iliL､ さ

らに('lJ池 を用いて2時糊､1■CでrJ泌uJk'を した｡脱次 か必 盤/A.'腔

Jrt､切由は､引 き絞 きt4 J3%EDT∧郎 液(pJI7.J)で4'C､ l巡閲u

脱 し1こ｡糾 られ た試羊1の 一部は､祉総UJJ't川 と して､1O% シ ョ馳

PBS桁枚か ら2O%､25%とJyi吹出 蚊を lけなか ら†｣む̀lした後 ､誠

終盤滋で 急迎独AI,した｡ 班紙 した.iJHlは ､Mln(Homcで511mのJ!}さ

に7iIT切 した｡ また､試料 の 一郎は､MIC川 SILCじrr)TK-lOOL)で

5Opmに紬tHした｡

鮮兼 組 織 化 学 的研 究 AiO色糸I七と クエ ン瞭糾TL･を川いて

^LP.1 Eゝ:何件の人JJfを同定 した｡

^so色JT･地 で は､BuT､10nCのJ)iLに#!.し､ fllkf.i;の ため5OmM

MgSO40 05 イヽtrls-maLeicbulrer(EIL17 J)fT-;池 に､511mに7-替りJ

した班Ll,切片を37℃で2時間dilIL､ 5mgnilPhll)1AS-BJ

phoゝ phalcと18mE hslblueRR JゝIL(SiLimt̀)の3Oml0.1M

Trl.1-llClburl亡r(PH8.5)前波で､37℃で5分LX止.させ た‥｡

また､ クエ ン簾鉛放て はMiLyaharaらのJJ一弘 に従い ､5OLAmに油
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切 した切Hを､50mM MgSO4O O5M Lri- miLLcic l川 frcr

(pH7 4)溶池に､J Cで8時間t2鎖 し､その経2OrTIM rI一… d川m

gLyceruphoゝ phalcとjlL)mM milgnCゝ 川 m iulph･[亡､2 Dzn･M

lcilJ cLlrJ暮C､O.は% uゝcroゝ 亡の鑑 fi池 を28m Mtrh llClburrCt

に軒解 し､pL19.Jに調整 した しので､ 37℃ ､ 川 分fiiJt185した'̀｡

没汝後､O.8% uゝcTOSe7I8mM lrlゝ-IIClburlcr(pHb･5)でJ℃ ､

3u分iJ治 して洗浄 し､ さらにO.1.11カコ ソル 冊式 街77,'披 (pH7 1)で

J℃､ l時間乱浄 した｡り川 を賓 uで L%炎 色硫 化 -/ンモこ ウムに反

応させ て r･[拙化 した後､O.lMカ コジル康頒 紬泊池(pH7.｣)で洗押

し､ 0.1Mカコジル 憶法敵披(pH7 4)で紙繊 した l% 010LlにJ℃ ､

日時FI'lJ泣出 してrri匝‡定 した｡fTiTL!l止 した試 料は､7()JyocLhdnOIか ら

｣.jl･エタ ノール糸glJで脱 水 し､倍 化プ ロ ピレンでhYlL放 した綾､

PIIly/J)cd 枯12で也nJ!した｡包MJ!LIこ.肌Llは､l一･日tじr-LlIum MT-

H ullrilmICrtJtl)rnCで11⊥mに捲りJして､)t'羊机 微税 で枇祭 した. 紘

放には トルイ ジ ノブル ーを比m した｡

免鉦 如 拙 化 学 的研 究 僻 糸免披 弘では､JtJさ5いmの放i,I,yJ片 も し

くはJLJさ5L)pmのりHrを JHいて､O･O3%IL202 PljSホ 液 にIil_'温で

3Lり)は放 して内凶作ベルオ キ シダIt'伶人を'ITい､その 後 tJt血TJ-I

の非特児 総合和仏を7'ロ yクす るため )% BSA･PliSに､'ji藍 で3O

分校的 した. その後､ 10O倍希 釈の 兎汎 ラ ッ トrN′lP血紙 で､4℃

で24時ILi)u流 した｡ J'iさ511nlの淡iL,切JLでは ､HRPは& llJ羊抗兎

t且G fゝJ'Ltlで ､rJL'出で 1時fTiHx止､させ ､DAB符,t痕で'+'滋5'JH*仏 させ

rTT奴化 した後､ メチル グ リー ンでは染 して 此 lrd'yLl出社で旭祭 した｡

1川tと して､JI免唆 兎血 折を!■･1作目二希折 しものを 1次 UL仏 と して吐
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用 した｡ I'Jさ50pmの切Jiで は､llR捻浅LlJY抗 兎Ⅰ甚G抗休で4℃ で

24時F-'1)反仏 させ､DAB反止､の政 敵を r･FJiす るために三･5%グルタル

7ルデ ヒ ド給油(pH7 il)に4℃で 1時r."Ju放 した｡DAB溶液で亨 む

で5分k止.させ た綾は､醇煮組織 化字とIrl純 にl).1ヽlJJコ･}ル 惟韻

71池(pH7.ll)で絃 解 した [% O OゝIIで娃t･J-i:し,PoJ)IBed bH に

Jd伸 した*JtIiを llL11日二持切 して.九朔 て椴黙 した｡

鎖光免蚊 TLては､ 1%BSA-PJ)Sで1ロ ッキ ン//し､tiLT:ヽAP血蛸

で4℃で24時ILiJ良放 した後 ､FITC比芸 山 羊抗 兎JgG抗仏

(Dakoputlりでit℃で241時川uzlIした｡Lk応 させ た切片を5日OO倍
に希 釈 したcllり diJICbrlImlLIcでは致 し､lll畠hJcl… illOn rCaI･

tlmC 3D micTOゝ CuPC EdgeRJOO (UHr,Tnkyo,JdPJn)で他 察

し/こ｡

JV-3実 鞍 結 果

免蚊沈 肝の3.I.火では､細胞竣TT'tやPIPLC処 理 したEII胞 卜的 小に

本坑tl-て ie.講で きる(16KDaのgiI'Jが'JCされ た(E叫J2)｡

性竹の成 良枚竹では､TNAPの免牧人JtLも しくはALPi･ゝCの辞去

前件 は ､ IT?山朋 の軟iiJL細 胞の -紬や､岬 姐用か ら肥 人化朋 にかけて

の枕骨kll胞で検 llIJ.された｡竹iFl鈍 にJ叫しては ､ IN^J'の 免役局 /(と

^LPAゝ Cの仰J壬7.1;作は ともに､J!質に抜n してい ない 荊冊 身細胞 の

細胞ムrrTl全円に強い局 作を,((した｡また､JL頚 には,tTLJしている､細

胞班が 亀ILJな活性 世骨身 細胞 では血rfllbしくは細胞 IttJの 接L 血に､

A-i-tr/j骨身細 粒では血第-脚の加地よ(rI亨にL,3lrか 比 らLLた(RT13)｡
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軒hLで は ､TNAPの免蚊 J,atL ALPd､CのtWぷR.作 とい こ､糸球

HL媒許也か ら血位拭別管 に 七るIilAJ､-1J)1.1Eの判/itにl,日仁か比 ら

れたく図 114､ 15A-D)｡肝臓 で は､1'ヽ APの免妓1.1ll-､ALPの即長

所世 と らに .ll細胆17を 形成する和也椴 にLJl川 りLらILたく閉 15E-

ド).

切由において は､ 71閏月細 raとL分泌,g]エ Tノル 男細 抱jEr比¶(=免

攻比丘.が枇壊 され た｡ -jl.分泌期エナ メル 芽細胞の遠 位竹には

Th^Pの免蝶kLt.L､ALPdゝ 亡の肝RLtTlfIのij/上▲b他 ポ され 13か っ

た r何様 に､象X芽細胞 の必舷 側 と(i!ガ班細胞j'l卜の 由軸細胞 に

TNAPの免蚊lx仏が悦察 された｡ 'iiオ机'lJ中に /i/lしている粂 H芽

柳胞のEIl胞 突起 は､痛い なが らも1ト･APの免役J丈止.を 'JIしてお り､

このLk応 はALP.LSCの肝必ff,-仕のJ.,ll1-と ･放 していた(凹 16A､文

献79参!附 )

肺腺の架並股 に も､TNAPの免唆JJ/Lが枇醸 され た｡ -ノJ､小脇

jllJのALPとLiCアイ ソザ イムがIJ/l･-して いると Y,息1され るTltド腺 や小

J以IZiLng lL)I)(11にはTNAPの免授J.JJlは拙,* され fj:か った｡対.Ht!.-LI

応は止 られ fj:か った｡(図 168-D)

llJl4* #

ヒ トrN^Pを稚児的 (=発現 するSJt)ゝ -2C亡JIを川 い た 免蛭以二時で

はり､抗 ラ ･J トTNAPh't休はhOKDaの ヒ トTNAPをiE.-3で きること

かlMらか とな った｡ さらにマ ウスにおけ る抗 ラ ッ ト｢トAP血1I'Tに よ
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る免披払 拭 化'Tにおいて も､牡 yt的IJ:A.3/Lを検HJ.した こ とか ら､入

坑血蛸は ､ラ ッ ト､マウ スおよび ヒ トのT･TJAPをigdで きることか

綜EBされ た.

心的 に､祉紡 切JTやm)croゝ llH tそ,Hいた如枚パはiB常の 鮮 紫

如良化? に旦 してい ると考え られ るか ､,,'ラブ イン切片 はALPaゝ 亡

の熊は受 作の 1こめ陸川で きない と 考え られて きた｡ しか し､本研究

では､本 坑血約をmいた免蚊払鑑 化?で あLLはJIラブ イン切片 も比

川可能で あ ることが 明 らか とな り､この JJiL-は1ト･APアイ ソザ イム

を検 出す る愉tuEなJJ払で あ ると月え らわ た｡

過 上の 腔如杭 における僻&･新鹿 化･LFntJuF}̂JI.においては､ALPaゝ C

析性は軟 け細胞 ではJt細 胞滋 血に‥ ‥､filth:釧 恥では血弓で側kJJ抱脇

に日独然 され た｡軟骨 や冊 における^LPJ Cゝの免蚊払拭 化'L芦も､い

くつかの グル ープよ l)報 告されているが ､似･l一日州胞や.rj身鮒胞の細

胞股や､･け井hll7胞の)llEg小胞 にJ.J/1-して い ることをノjミしてい るのみ

で､刺胞 レベルでの戯舵なJ..i/l二の検討は な されていない-' ‥ ‥

しか し本 研TLにおいて は､エ ポキ シ桝LJB切パを川いたTNAPの高分

解能妃妓 NL械化Jアに よ り､･lLl芽細 胞 とIn-骨hEll胞での 出 l̀lレベルの
I.a/l'の舶 逆をlUJ椛に示す ことかl･(能とIJっI=｡ さ らに､骨 にお ける

TNAPmRNAの 党規が ､ J!一後 211おの ラ ッ トを放 った 1nillU

hybridizJllOnにおいて解析 され､ilガ･iil胞 ､d目す月､細 胞に発現か

槻t.くされ てお り‥､I.rJL芽細 胞 よ りIiHi分納 riiに桟 IIJ.され た シJ/ナル

が多か った とい う所 見は ､本研究のIgTT比 と -放 してい た｡

竹のイ】炊 化におけるALPascの粗放は依然 不tlJlであ る.

R11blnsonはAい〉aゝ Cかイr粒 リ ン恨塩をJJ"水分 >'F'し､I.dJliの リン巌
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イオ ンぬ促 を押 し しげて いると抑刺 した‥｡ドl° )ゝChとNcurr"nは

AL㌣.lu がlIAiI,品の形 FIR･成LHf1-.[;物 筋てあ る ビU ))ン鞍を除ム
している と粍LNlした ､｡ さらに ､ Al.PiL､Cfよ脈放 りンPGのu.故を'ii

滋に した り､触放 リン牌 の絵送dirlとして書いてい る/jととい う脈

肌もIjされている. しか し､これ らの駁蚊 はいすれ t>'JI証 されてい

ない｡

歯に別 しては､舷弧を仕 ったALP… C伴完細粒 化乍 では ､

ALPAゝ 亡伸Af.Ti作 か､Bt牙芽EZI抱の並JJiや細胞模 ､奴 34分利他血 卜

のlt1位鮒 胞やllltt'il膚細胞 の細胞よLbI､I/1泌剃エナ ノ ル 戊:細胞の近位

佃細胞脇 にtTハーす ると報 告されているT‥ ‥ 一｡ ･[研先ではパ ラフ

ィンUJパ で光SjIレヘルの 牧洋をJflつたが ､従 来の'lu払lレベルの敬群

とはほr'lL様 であ った｡In'分泌)LJL､分泌JLJJ､収納桝へ とエ ナ メル鼻AEf

胞の分 化が進'lTす るとALPaゝ CのJ.Jl1-か 変化す る小が知 られている.

す なわ ち､ 揃Jエ ナメル岸鮒胞 では近Id.の刺胞股 に肝 糸析性 を示 し､

成敗糊エ ナ メル分納胞 で は遠位側 に僻必 t.='Lか観察 され る｡ このよ

うに､エ f･ノ ル芽細胞の J/I化投断 にLtLしてALPuゝ Cの),Jl亡か 特 jurr･J

に塞 化-3ることは､ ALl'aゝCの懐紙 を反映 して い る･lT維tlLかあ り､

分泌JUJの エナメ ル#･ALl胞 はエナメル兆JL'J胡ILlとイオ ンを エナ メル盛

竹lf.に分 泌 し､成典1折エ ナメル弁軸粒は エナ ノル).卜LlrfJの fJ擬J戊分

を分析 し除 上 してい ると推測 され る‥｡

峨軸組瓜 でii腎椴の近 位拭細管のnJF比 とhI･細胞の t勧!Ju笹に

^l_PaScfJ,flか碇iEされてい る ‥ ●｡本研究 では ､エ ポキ シ糾折りJ

Jiをmい たTN^Pの応JJ)群 詑免攻糾擁化学 によ 1)寸鉄1.L'部位 にkk.

か̂-i/Eしてい ることを杜 訟 した｡ ラ ッ トのft胞やJJl胞 で も ､RNA
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bEoC分 析によ りTNAP mRNAの稚拙か 検 fllされてお r)､本OF兜 の

所iAと 一致 していたTI.

灯鮎後期のマウス脂を連綿 におけるt＼lPi"eT.T.M A.i/rとTN′lP

TT)RNAの 先攻は .侍 ぷ軸捻化'F'およびin Iヽ川 Iり b=JIZiHil川 で妹

tIJ.されて お り‥､こらちの所比L,我 ケの 所 比と 放 して いた｡ この

よ うに､TNAPの 免硬出 芯化乍的E,Hrは骨 ､ry､吋､.F､胎盤等の

拙姓では伸X幼稚化乍的 局IEと 一女 して いた｡仲滋別 税化 予は､畔

#の代曲 庶物 を換川す る とい うTTり桂的rJ.'Ti:盤を とるため ､解 義iZl穏

化乍 と免妓勧磁 化乍の結 盟か同比であ ったことは狂人の 畔某別宅化

Jアが川JRのI.砧い焼山JJ弘 であ ることを′J';しているG.しか し､肺kl払

払化LLFで強い伸長L又は を′示すr鳩被災の脱 lJl､I.OJI皮削胞 ､尋･17J,肢

如胞や小 脇 上皮 の織姫 毛にはTNAPのJ.i/Jは 比 らltIJ:か った'‥ '

ラッ ト小 IuをLJ'Lう Iy ト脱 出ALPm c血Tl●Iで免蚊 敗色 した際 に は .微

畝11が飴 色され たに blRJわ らず､ネlJr児では､ rN^Pの 放牧J'.llE~か

観察 され なか っ/ここ とか ら､ この(JILlrlLrllJは免枚糾胞 化ITにおいて小

股4'JALPaもCをEx_別で きると.rill)jtた‥｡ また, ヒ トIJt;盤1LJ

ALPuscとb史A'しない Illかわか ってお り､免綬 於 也において小 脇

4-JALPiIもCや ヒ ト的 態 l々ALPuゝ Cな どの他 のIOゝ O∠ymcとTNAPとを

品別で き るIrT能作か')=唆 された｡

TNAPのJI即的 使徒を解 明す る ためには､ます そのI..lllを同LEす

ることが ITt-&であ る｡今 後､細胞 レベル ､放射梢広 レベ ル でさ らに

luff.知なFJlt'を椴 .Vづ るこ とによ り､JL質 小胞 山米のイ(>炊化やエナ メ

ルJtZ成TiにおけるTNAPの暮n ､ri-)での牧能 に帆す る砿炎fJfI+(経か

印 られ る と.ul.われ る｡
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lV-5小括

dI煎マ ウ スにおいて､骨 ､曲､fl､8r､析出では ､TトAP免疫ff.

ftとALPe!JL%-捕,牡 はほほ同株fif.3lLを.J';した｡ALPのL:Jtirf7f2'に

おいて､IN∧Pの免疫別 姓細胞 化 7'(まfr川IiTr2であ り､Ji汝.金

コロイ ド法による免役'.に軌 tiどをT'Jm して さ(,に.),1去qlj解 析か t小結

とIjり､TNA1-のin ､i､･Oでの捜lJTEにLuす る鞘 '&'fJ.'fl'(相が柑 られ る

･JJか7,赴l.され る｡
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図 12 抗 TNAP血 清 に よ る免疫 沈 降

sa-1い2細胞の細 胞挟め(A)i)phoゝ phJLiJ)Linoゝ itol-lPCCifl'c

phoiPhoLipJゝ CC (PIPLC)処確 汝の 細胞 J_泣 し､ と い こr･)dOKdu

の並FlをJJl'した｡
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図 13 骨 に お け るTNAPの局 在 A-C は51.I; Lh r=()･1mm､ DIG

850倍 Bzlr=lUpm

海綿fl(PS)の骨芽細 胞や､成 戊軟i†(C∧)l一おける辞.ll旭の 部や

畑地朋か らJ!人 化眉 にか けて､枚竹Bl曲 に'lh∧Pの1.3Irか 批察 され

た｡
D･ALPの肝JAHlL械化学｡故紙 切パ ｡A… 色先 払 ｡ ALPの伸長T7;作

はTNAPの免任AilLとf.1はに､静 11軟骨机胞の .%やJVt仙軟骨.細 粒

か ら肥人 化叔け如拙 に紬 ,無された.,

C IL館 兎血柵 による免唆丑1払化 で ｡ 故紙 切 Ii｡ llRPiJ.･｡枯 淡 的1J:

反応が見 られ る軸化はな か った｡

D･血師tJ入 祁位)!J凶JのTNAPの免唆釧 胞 化学 ｡ ['LIIy/BcdりJJjJりJ片 ､

lJRPu.･｡ JlLLrrtJ人 称位の北端=二は ､A.い‡′で け1.ffl突止を17し､細

胞 血 lrllの 伽で･i■HムTlと接 してい るIiT川jh.hl)胞 と骨月別胞 の移Jlfjrf

の形態を IIL_す る鮒胞が批 黙 された｡ この 様な別胞 には､jk･JFyに接 し

ている郎付 では ]';I-Li応 が燐日､ものの､細胞脱AlrllやJ,lJ作 に強い免

蚊L*止､が枇黙 された(人 きfj:/I:RJ)｡ この#I胞の的には､細 胞Iilが.LL"i

'I.汀で､ I.(_jJJt;も しくは丘 jJ-形の形状を してい る竹 井bl胞 か牧察 され

た｡ この 様 な骨3-細胞に は､血Tl仰､ も しくは他のaI胞 と執接 して

いる側rIJrのhtl胞 ムrnIにL*応か見 られ1=か .J.t餅 に比膚 している却tL.i

には､反 応が全 く見 られ ないか､ もしくはわずか しかLk丘.か見 られ

なか った(久LdI)｡A;T芽細 胞の血管朋にあ るri:Jけ弟和胞 は 多 故の突起
を持 って お り､All胞 ム面 に今周作 に強いbL仏が見 られ た(失nL)｡

Li:血t17u入部枠用凶の ALPの免枚細 胞化で ｡ l-｡l) BcLlUJ片 ､ク
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エ ン伸銅i:i｡TNAPとl■'1様の 幌向を小 した｡

ド:付端部のTNAPの免疫如拙化'?.I'oLyIBcdり=')､IIRP払こ｡骨

鹿筋には してい るや芽細 胞 は崩 や化 して いる｡川 平化 した骨芽細胞

の血管巾の.gl胞 左血や ､骨身,gl抱 にPlほ して るlf;J骨芽細 胞 の細胞 &

融全仏(矢印)に免疫Li応か見 られ た.)1質 に坪 め込 まれ た骨細 胞

(Oc))にはL)Jlちかfi兄唾反応は拙 宅(され rLか -'た｡

G 冊冶部のALPの畔A-細 胞化 乍 ｡PLJJ)L3cd切片 ､ クエ ン鮭鉛払｡

TNAPとrrTl様の傾 向を示 した｡
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図 14 野NEに お け るTNAPの局 在 17O僧 DJrこ5Opn1

A:TNAPの免疫iL澱 化学d放射.切片 ､tlRP比｡糸球 仏(GM)周 凶

に仔IEす る尿細 管の管腔 壁 に免捷FxJi･か 比らJtた.

a:ALPの群発虹 技 化乍 ｡故出 切Ji ALO色ぷ払｡ ALPの肝岩T.I.作

はTNAPの免政局 作 と局 h:とほほ ･故 していた｡

C.Jr舟兎血紙 に上る免辞組 織化･7.枚Lt.UJパ｡HllP比 ｡特発 的な

反仏が見 られ る部位 はなか った｡

D.r_.TNAPの免妓如 特化予｡ FITC払､ステ レオ地形o糸球 帖就

rfJkか ら､朕如管の管腔 壁に過払 的に免 按LkLtl･か 比 らJtた｡
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図 15 PoLy/B亡d切片 に お け る 野膿 お よ び 肝 JtのTNAPの局 在 ､

85O倍 Bar三川pm

A･媒細管のTNAPの免疫細胞 化7､日RPtL･.トル イ ジンブルーで

拙ra慾が 浪染す る近 位放射C,(PRY)の 叩b 'Hll蚊のJCJfitに免疫

反位､か 見 られた｡ ノJ､勧地 坪が畠染 さ)tlJ.'い追付従軸 17(DRT)

には免蚊k応は批察 され なか った｡

D:以軸 管のALP捕作の鮮 素細胞 化? ｡ クエ ン棟gil払 ｡ TNAPの免

故 細胞化? とrl'7柱に近位 尿細皆の Eil桝PHfLIRのpJf奴 にLi応か比

られ l二.

C:Jtr･火TL細 胞のTNAPの免綬細 胞 化'Ll･dl｡l‖u'淡･｡肝'&筋細胞 fiiJの
rJiJ附に批 群 され る毛細JJrl～LP,,のAlnT乍性に兜枚Li仏 かILJ'れ た.

D.JnJJ:筋細 胞 の^u'活性の鮮 糸細胞化◆-JY.B クエ ン僚糾払.TNAP

の妃披細 胞化'7tと同様に ､毛鮒JIJLrrのrr雌til_に仰AT.Hltか iLられた｡

-JJ､ ･即の鮒胞の細胞 ぷ IhJに bわずか わ.が ら仲At.T.作 か止 られた｡
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図 L6 歯 ､ 胎 盤 ､顎 下 線 ､小 腹 にお け るTNAPの 免 疫 組 成 化 学 ､

パ ラフ ィ ン切Ji､llRP紘 BaT=lOILm

A:歯｡免疫 Li応が小ELil脳細 胞(Sl)および分 泌391エナ メル 芽細 胞の

Jl舷側 に他案 され る｡象 牙jiT･#lJ胞(08)のLE-広 州や ､鹿 刀身 細胞 血

下の幽軸 細胞(SO)に t)免較 t.7;牡か険目 され る｡ 'i!オIiiJTEJJlの如拙

突起 に もわずかに免疫Lk応が観察 され る｡3JOfff ｡

B:胎盤｡米 産娘 に免疫k応 が見 られ る(久印 )｡850は｡

C:顎 ド脱､ D:小脇｡特 炎 的なLyLほ.が比 られ るgnl'I_はなか った｡

340倍｡

Ac.腺57､SD･唾 液 腺 導 管､Vl･触 毛
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界 ∨辛 実験 4 胎生 期 ラ ッ ト頭 蓋 骨 の石 灰 化故紙 の 微細 形 態

学 的81* 細 胞化 学 的 較秦

IV･lまえ お き

足首冊 では､牧flが ･止イ1-次 化 し､破竹如 抱(破 枚竹細 粒)に よる

畷収を受 け､その後や芽 細胞によ って形 収 され る竹 に匪換 され る内

牧竹作竹 化の桟Jtで骨化 か起 こる｡軌 Il lJl中におい て解析 した

8MP12による切符骨 化 も内牧Jfltt't.'ナ化であ り､ F''1様 に枚i了か 符に

位捜 され るl拍段階 と して 軟骨)llLLJにイlk化が/lした｡ したが って､

鵜野のイJ次化は内牧iiJL作i'7化や枇1.ii骨 化において1Tt公な 焼払である.
-JI､槻ヰi;のイi炊化に おいて もkrHlJLのIJl軟･｢日日'3化 におけるイTL

炊 化FHJ雌 ､Jt.ゝry小胞 内にHAも1.L,.lIか折目iTる1,LIL'l小胞 竹イ1炊化 と､

ノ占lV小胞 か ら成 良 し/=llA紬 lH1.が コラ-ゲ ン糾線維 に糾 って†小Ltす

るコラー ゲ ン性 イ;灰 化の 2つの過付を鯉 るこ とかJ列らか とな った｡

この払'jl小胞fl'イ[-灰化 と コラーゲ ンMイI'炊 化は､鰍軌 9･鮒胞か血接

JrIT芽細胞 へ分化 LでI)1慾 を形J戊う る脇†l什化で t)､山邪,･111にiLられ

る股牲iLl化で t)汚起 的に 止 られ る収IT土で あ る｡ イゝ .7..にお いては､籾

彬竹化 に おけるイ1-灰化BL丑の横liT･をがFIJ74◆る ~助 と して ､初期JfirbA:

化の形態 一7的軒UTrか才,(易 であ るJt;/1_LU]ラ ッ トdILnけを川 いてJi物乍

的石灰化横根 を検索 した｡

冊にお け るコラーゲ ン牲石灰化職柵 に鵬 しては､Jl-くか ら､

ト亡Umarlらによ り コラーゲ ン分 (-かIÎ 紙 1,'lのエ ピタキ シー とな る

誠が提唱 されてお り= ‥､形態学 的比地か らは ､ ドIlll川 ･JJCk oゝn
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やChr)ゝtorlL:rゝCnに よりコ ラーゲ ン加絶対IのIIoLcLOnL:にイi灰 化

出 品が折 .'lJ.することが報 'ilされている日 日｡ また､Tcrmincらは竹

盛質よ りl4-)コラ- ゲ ン､lJA両 方にLy和f'Iがあ るオ ステオネ クチ ン

を同定 し､ この倍JJ質 鐘iltJが コラーゲ ンJ/irにおけるllA主よ的hJl1.杏
制御 して いると肌淵 して い る‥｡あ るい は､ コラーケ ン細戦敗倒 凶

には ビロ リン椴 やプ ロテ オグ リカ ン等の ヒ ドロキ シ7バ タイ ト銘品

の形JR成 止mrit物野が 存 在す るとさJlて お り､コラーゲ ン件イiEk化

において は7ル カ I)フォスフ7ターゼ (̂ LPasc)や メタロプ ロテネ

ースな どがそれ らの除去 にIXJITす ると批 洲 されている ‥ ■…B しか

し､いず れの,Ab決iL'的 ,,lL地に欠 け､ コ ラーゲ ン什イ;炊 化の..T如 li

燐17話は人知 であ る.

近作 ､透過7RZ了に(一肌微班を蚊か った 3次′己槻終 によ り､ コラ-ゲ

ンのTf灰 化LR鹿 において ､ コラーゲ ンiE"組 鮒 l̂)に形JJEされ るllA菓tl.

Flnr.が也状 fIV迫を Ei!_す ことか細fJTされ､ コラーゲ ンflイ丁灰 化 におけ る

JIA鼻.lT.h'.の)BILiにlAJす る仙 紬 は杓えつつあ る-L'' .'7｡ しか し､JrLJLJfl

にはイJ-灰 化ば良FIL-F,物IfTTか 金一f;†にfl./I-す る環境 で､ どの よ うに して

コう-ゲ ン惟 II'bJZ化が進行す るかにつ い ては不明であ る｡ したが っ

て､コラーゲ ン件イI-ljZ化 位IT,の解明にお いては､ llAit.ぶ.の成 血の

比切 と/tL'るコラーゲ ン如 拙耕 の形態の変 化を換･如-4るこ とは必 豹で

あ る｡ 幸い､イ丁映化度が 低 く､簸 縦†Jlrj･である的JLr後)glや新JI-_イHgj

のラ ッ トFji五･汁は､非此 奴撫jfLでのイI炊 化の越微形惣一.I''仙牧水 は比

較的軒易 で あ り､また並 野小胞牲イ]'灰化 や コラーゲ ンfLイiu(化IJ.1ど

の骨のイT炊 化の桝)UL過 程を機器す るJJJが で きる… qJb:TUf兜 ではこ

のよ うな 軟冊JB戊や 血符 役人を介 さIj:い倣仇 の竹化 蛾式 を とるラ ッ
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卜的Jf蛾ぶflLを用いて､イ了灰化部1■■･に1.-ける コう-ゲ ン細線准 なと

のBl徹形態を槻 察 した｡

また､ プ ロテオ グ リカ ンは､コラーゲ ン如 鞍牡 にLL;合 して､ コラ

ーゲ ン切掛丑の成長や'安定 化に仇 Itす る とてい.日-､Jt灰 化結晶の,a
長 ･形成 をRl'L7す ることが知 らJtてい るLl- ‥｡ したが って､イ言tA:

化鶴城畑 辺のプ ロテオ グ リカ ンは コラー ゲ ンin線維の形 態やイ1'灰 化

餅蛾の形 成 に人 きな影津 を及はす とゼえ らiLる｡ -JJ､ T-コ りンは

コン ドロ イチ ン絵飯あるいはデル マ タン投付か L･')/iる 本のGAG

ihとJJll一撮り jM W の コアプ ロテイ ンか らなる ;lTや相 伴の ll&なプ

ロテオ// リカ ンであ り､TGトドな どを介 し什代謝に ･Tt要 な役割を

北た して い ると 考え られ てい る■" 日｡ そこで ､本川先では さ らに､

デ コ リンの免綻J..)(1.を 妃校如 虹化 L̀;;'および祉i.-.Ji!州t)こ与 川 いた放校

恥軌で検 討 した｡

N･2失 敬 材 料 及 び方 法

債本 作瀬 虻払 19tJHのWlst乙Irr.ll(NihoJISLC,llJmJrl-alSU,

Japan)1匹をd)clh)●Ietherで淋併 し､ラ ノト胎lf15PL;;を蛸 ''liした｡

JA糾 した ラ ッ ト胎llは､左心'ifにカテー テルを別人 し､絶流固定 を

した｡ tAl漣波には､パ ラ フ ィンに対 し0.IMIJコ ジル破壊 租池(pH

7.J)で鎌乱 した4%パ ラホル ムアルデ ヒ ド泊 池を､micTL)ゝ Liccr組

横 切Jiお よひ故紙 JBi述切パ川 には0.1M J)コジル 牌紘 軌 枚 (PH 7.i)

で故紙 した4%パ ラホル ムアルデ ヒ ド･O･5% クル ター ルアルデ ヒ ド

此合R-1液 を､放射形惣一7-約枚群に対 しO･lMカ ｣ジル 頗拡散ttk(pll
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7.4)で頒 術 した2%グル タールアルデ ヒ ド･2.5年パ ラフ ォル ムア

ルデ ヒ ト･O L亀アクロ レイ ン ･0.1%タンニ ンrG鮎 付添池を､ そ

わそわ 5性ずつ ､ 1PL_あた り2m)仙川 した｡権泣付k'後､d 益ifを娩

出 し､それぞjlの凶JA汝 にJ-CでつI.!糊FIEliL'ttした｡パ ラフ ィ ン切Jl

川､独iI.超カリJJ'[川､ ヒフラ トームbl操り川一川放Tf ▲3のエポキ シ

桝肘Jd埋 JIJの試田は､i.134()EDTJヽ折紙 をJuいてj CでlrllaJ脱 映

した｡ その 後､Jl'ラフ イン包哩 川拭I寸はエタノール脱 水汝IIラブ イ

ンに包DP.LI=｡袖出 超蕗 m試flはToku)iLヽUのJJij.･に したか Ll1-ヽ 1
庶出流浪 と1_0%ポ リビニ ル ヒ ドロ ン(＼ヽilk日,lL)k)Ll,JJF" ∩)の浪

合軒池にurltした後､それ ぞれ浪 仏和滋 で放L',した ' 徽鮒経 過

川.式料 に倒 しては､水llJ1)位戊の fTJ肌のため5OL滝,uhrlSO水鮮血にJAC

で日日LIJSHkした後､ ドライ アイス ･アセ トンで冷LIJL/iか らJ Oo

4佃化オ ス ミウム ･アセ トン栂池で3日川bl7LJ'lして綾川kJ､脱 水 し

た｡ その 後 ､Puly/BcJ 812 rcilnにJLi叫!した

組耕 学 的 概 族 パ ラフ ィンに/dulレ/こ.J=叫を ､JL/さ3HmにillJりJL､

Aziln地 色池で染 色 して､光軌 で旭黙 した｡

超 微形 態 学 的他 案 UILrileutUCrMlcro10m巳(Lclkil, Wlcn,

Auヽ lritL)を川 いて ､ PoL) bcJにJd押 したJf1のJ'JさL)･5rnrTlにH.t一巡

耕 し､ トル イジ ンブルー 染色で牧媒冊TL'Iを拡認 した接 . JriさbO一

片OJlmの4t川,切目を作成 した｡ 人悦払拭41に他 しては､超J'･.9切 の際

に､脱映 されないよ うにエ チ レングリコールをbL!川 して ､超1'b切Jl'

を糾た.02% タンニ ン便水如液､肺腺 ウラ ン､I/エ ン他紬による

3Lfl!敗 色を施 し､あるい は非脱決心浦UJJLrの 一雄は軸性 色の まま､

TEMで牧水 した｡
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免 皮 他 殺 細 胞 化 学

デ つ り ンに対 す る免疫 il繊 化ウ で は ､MlcrL日 日ccr. DTK-

loo° (DSl(, KJotL),Japan)を 川 い て tlOL▲mに 舟 UJLI=出 払

切Ji●を m い ､ Biancoらが T-コ リ ンの 免疫 il城 化 'j'で 由す也 匠で

行 った よ う に コ ン ドロ イチ ネ ー スABC (Sclki,占aLu)

I.25u'mlて lO分37℃ で 処理 した 侯 ､ 2()も Jl常 LJJ羊血 的 .

PBS栂 池 で 'ji'H.E.で30分L珂ブ ロ ッ キ ング をtTつ た ■一. 次 抗 体

の ボ ･)ク El- ナル 兎 iILデ コ リ ンf;L終(LrLLコ)は 荷釈 治埠 2OO浩

で4°cl2鴨 川 ､二 次 抗 仏FIICは浅 ヤ ギ LJ'L兎 IgG坑 外 は 希釈 倍

や ltH1イたで や 7il日時IiiJk応 させ た 後 ､ 1･=lyd)unl lo t)mldcを 爺

やHた碑 5(日)O倍 で 事 iuで5分 抜 染 し ､ conrocill lilゝ Cr

nljcroscopc. LS… -GB 2Or)(OlympLJゝ ,Tukyo.JJP･=-)

を川 い て触 媒 LIこ｡

免披 糾 胞 化 Itf'=は ､Tl)kuyilゝ Uの JJ淡 に恥 じて7/つた'‥｡

RciChcrL･11iSsじIULTRACUT S MICHHlJmC(Lじictl)に 祉

i!.1iHla:ltcichcrl-Nlゝ ゝCiFCS (iCIC;l)を lJiiTした 故 紙 超 絶

弘 ruを 拙 い ､-I)(JCで()01日71に必 抽 UJしたI UJJ'l回 ILくに は 2.3M

び カ ー ボ ン コー テ ィ ングを施 した20Urtiメ ッシ ュに 付点 させ た｡

コ ン ドロイ ナ ネ - ス^BC I.25u ml､ )O分17℃)､ 2OColtfP,I

LIJY･-血 TI†･PBS蘇血 _lO分 ､'i,'融 , ､ ･次 L.L仏 ､I:lO､ 'itdl､

IIHL.J) ､ 次 tiL作 (1Unm金柑 /ほぷ ヤギ tiL兎 1且GIJt終 l:lU､

'41dl､ H.HTLIJ) ､で それ ぞれLt仏 させ /=後 ､ J90小1'L味 付 ウ ラ ン
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で 'iE鮎川 分 ILu染 色 し､2IoPVA癖 池 とO 1_% ウ ラ ンrtli池 の TT鼠

批 介 冶 池 で 上1人 し､透 過 A!'lLifl'ji故 級 で 披 .黙 し た｡

iHW.'J:験 と しては ､特 火 的 吹 払仏の fLわ りに1-1,lLq箱 早くのJI免疫

兎血Tllを 用 いた｡

IV･3突J*抵 異

観 JB学 的 所 見 胎Jj19rl節 ラ ー/トuh･&竹は '̂仏 縫 付 部 よ り脚.r'>7

郷にか け轍軸 ill織か らけ如城 へ辿鼓 W･Jに 拶hす る｡･けill抱 では､tk

N BELに rLJ形 か らItJrLJ形の 竹 井細胞 が 比 らわ ､ イI'映 化.rJLけJL'L'Jと骨身

細胞 の(lllJにはイl次 化JAの 低いガ1号Iかu察 され た｡(川 17)

超 教 形 態 学 所 見 この方='日印を虐)幽JIIJll;/･軌 撒銃 で中生祭す る と､

イl'炊 化 してい ない加1'Tか らイTl炊 化骨JLJn膨]'Rに 十 る遡 n!か地紋 的に

拙作 で き た(tX目 指). そ こで さらに､軌i'LLか らイI炊 化 什).HJjの 微細

形態を/.'LILf;･で槻鍵 した｡ 朝骨 では､Jl脱 決りJJJlにJJtいて 2拡版IIVLL迫
に山 まれ たJklL'L小胞 や､ 石灰 化球 を介 した コ ラーゲ ン如 拙姓 のイ了次

化か牧 黙 され た(l;qLL)iI)｡ また､脱 炊 切J'tでは ､ 約67nnlの),LJ)Ul仙

迫を イり ーるl型 コラー ケ ンall穀雛かりJ船に他水 され ､ コラーゲ ン初

段糸Lや JLlLI小 胞F,A.川幻には プ ロテオ ク リJJンと.liiわLLる軌lい網目状 の

毅池 場迫 か 比 らね た(図 日)b)｡

イlJ扶 化 竹)A判 では､井 脱炊 切Jjにおい てイⅠ炊 化城 のAtJLrJlに コラ-

ケ ン判扱 軒 か盆 にfl･lfして お り､ コラー ゲ ン如 扱継ItJ州 のtdlj状 純

遇 か しめ る叙域 は消 火 してい た｡ コラー ゲ ンal竣舵 の 析 ltIlは 一心 一

本の絹郭 が イ･明蠍 に flってお l)､b30OTLmきて比 の太 い削.%月 火 It>
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暇察 され た(幽2UL.) 税 収 り))Tで t,｣ラーゲ ン糾線維 のEt,illuは不妊

形をJiL､げの岬人 した コラーゲ ン棚似姓 は分岐 してお り､JJl期捕

並がずれ てい る細繰雛 も比 られたことか ら､増桝純益 を ll-す るA･kL.*

した如漁 Jtt''JIか均 分 してい るこ とか ′トRさLlた(r;42Ob).

デ コ リ ンの 見放 扱 接 細 胞 化学 的局 在 七椋出校 化7'では絵達 者

1= jJ､ 竹井削 ねか ら足 れた却flLLにあるL)妖 化骨瓜田で は .テ コ リ

ンの免蚊7.7;一牡は誠少 して いた(図21)｡ -jJ､JI免岐 兎血TLHを 放 っ

た対.W.l'J;験 では特火的な 免疫反応は止 られなか った｡

さらに祉払超?;妙法によ る免授 ''正iJlでは ,火仏柾 介軸の JL'Llや竹 JL

質形成川的軸比のイ;決 化 していlJ:い け)ムIJLでは コラーゲ ンLJll線維LF,1

川に免挺 F,8rl'か#.:に観察 された(lxT22､1_lil)｡ しか し.イi奴 化か進

行す るに したがいATl線雑 の径が棚人す る とと t)に､デ コ リンの局 fl

は減少 し､人い コラーゲ ン釧級緋 をイ】1う るイl炊化･rj).LJLLJでは免疫L丈

応 は けし く減少 していた(凶23b)｡

IV･4考妓

･椴 に ､ コラーゲ ン釦 絵紙 の作の人 さは､允/l.､収山 に[1･'い岬JJH
することが知 られている.ニ ワ トリの唆 付では､ コラー ゲ ン分 (-ら

しくはそれ に恥 じるご くも8い脚穀乱が軸 JJで婚 介 し､ IOOnml里政

まで経を増加 させ ることか頼告 されてい る '｡ しか し､ネOf先て

は､すで に約67nmの伯rUJ維進をfキち､LEiほ しJOnrll一Li比 まで蚊 止

した如椴 経が､sldc LO iゝd亡の地 合で さJ>に人いほの 糾せii,i_を形状
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していた｡ その うえ､太 い湘投雛では､AtlJUJla逓 かすれ ている もの

も捜索 さILたため､ふい細穀並 の形JJkは 叫に允JL･収Iijbtiに比 ら

LLる舶 史 ではな く､∫(-欧 化の進Ijと糊過 した､JLt3映し!=細魚難関.且

の地合埋 没 とiy解す るこ とができる｡

Jl.仏内 では､ 11ワコラー ゲ ンはは /11JL人 さや形態を ■I'している｡

肘払廿 に おけるコラーゲ ン胡特捜 はlOOnmi-1粗の ｣ ラーゲ ンhJl簸

#か糊期 的 lj只jJ性を持 って杜y･JL､ベ ニ71J-1はの捕遇Iを ●l●してい

る‖●｡懸収骨 は.この構造 に よ l)･"HfやLJじLL､Jl退､鮎jJI=と

各伸の機 械的ス トレスに 対応 できる放血 を梓1.rIしてい る｡ また群Jご

とは200nmと井Iill,'に太い細線維かji柑JJ向にIf'わに hi列 されてお

り､L'棚jJIE'･H=かか る故 人な触ノJI:六日1.で きるtIrV仏を 'l●している

日 日｡ この よ うに､ コラーゲ ン釧線名lは､/l仏lJlではそJlそJtの和

化 と繊維 に過 った禅の人 さやhlglJ与と･'てい る｡ したか って､イl-Ejf

化骨iLILl膨収LF.h=お けるJL径 コラーゲ ン如紛糾のJFJTl川'･J.e･こぶ につい

て､以 Fの 2点が推測 され る｡

まず ､ コラーゲ ン糸目線 敗の姫 介に1る今rJIJ形J'Xであ る｡す Id'わ ち､

コラーゲ ンA.1の'JiL'lJJl(-は､それ 日仏イl'炊化を抑制す る柳ll-'Jカ､あ る

I｡ LIこか って､イ)一炊 化に対 し抑加f'IのYt田をL.JJつ ｣ラー ゲ ン如

扱軌が地 合によ り､ある柁腔 の'erHn)を形 IJkして､イIU(化 球 か --定の

人 ささに Ijるまで蚊良で きる始を捉tJtす るのか もしJLIJこい｡

郡 ‥山 は､JL:繕 コラーゲ ン細線締Iこよ るtJl ･1;日立の捕 漆 であ る｡

コラーゲ ン軌穀弘に -LL LT欧 化が起 こilは ､もり詩経 巾 において;a

仏状 に滋品か成 長す る‥ L'1. したが って､Jl.行の ｣ラ- ゲ ン如穀

粒は､分 flJlのr;炊化紙請,Ilを進める Lで 叩 Lコ堤 をJ形JIRL､非ftDを

帥



誠少 させ て､1戊丘を馳乱 している.･J旺れ かあ る上州 t,(され る｡

一JJ､ デ コ リンは細線 椎に㍊合 し､コ ラーゲ ン細繰出 Fn】の閥船 を

舶定 して いることか知 られている)日 日｡j丘叶n 戊 さLLたT-コ リ ン

jBk/火山lマウスて も､ T-コ リンか11T4J ラ- ケ ン血】扱牡附の T'1鶴

や勧擦艶 の形を 如定 し､ 蚊府の敷JRの決 3i:にⅦ IFしてい ると指:li し

ている… ｡ネ研')～t_において らrr'1ほ Iji.I.父享けてお り､ネGJI充 て醸

来 した コ ラ-ゲ ン細粒姓 の給食tJi史にお いて し､デコ リンか何 らか

の鮮能を niた してい るこ とが推沸 され る｡

-R群､ デ コリンの免唆 糾銭化･?では､ イ)奴化 けJ.H了に比へ効目･の

Jjに免汝 JX止､か強 く､ ヒ トの骨iELii･Liでは ガli-H=J..i/Jか 比 ら11たとt

うBIanCOの fr.J.と ･放 していた…｡ さ L-'に Jhul光では､拙紙超 越

法を川い てデ コ リンの).Jltを 妃蚊 '-にgjlで Bi'HTlした｡ その射 光､イT炊

化をrF̀わ tJ:い経 の糾 い コ ラーゲ ンErl鰍対日八日llH=はi｣ リンの免唆 L'1

/Lが 多 く兄 らLLたか ､イ[炊化 にと し/Jい けの岬 人 したhll触札 には､

兇蚊J,Jll･が 為しく減少 していた｡ この一リi比はテ コ リンが コラーゲ ン

iill絵札の地合JR奴にtRIl)す ることを放 く小唆 してい/こ.

また､ デ コ リンを含む プ ロテオ // りカ ンのG^Ginにはi'1'LiL仲が

あ l)､カル シウムイオ ンを捕捉す るためIJ19-rの /)ル シウムイオ ン浜

tAが娘少 した り.あるい は .llAiE..1"I.II,;F'kにlJ'いてGAGmのrlTil･rt

か POJ-イオ ンと始合 し､ P0-I-イ寸 ンの IIAif"汀,へのLl,介の打l'tI.'が

Jl.しろため ､デ コ リンに もイ)一決化の抑制 Ll●川があ ることが知 られ て

いるJH･01｡ したが って､デ コ リンの脱却JRliとには ､ コラーゲ ン加

盟札 の地 合城.Iitに t,F対与す る.･.'!.のみな らす､イl映化HH'q物'ifの除L

と下 う輔ltI7bあ ると考え られ る｡

t‖



デ コ リン脱却 の煉JH二仇 しては塊/Jはィ､FJ)Lである｡ しか し､)i貿

小鮎には プ ロテイク Jカ ンを分耶す るノ タロ-/ロテ -f･- スがfTまit

てい ると ぢえ られてお り 日､llt'L/トraJlリノタtlプ ロテ 不一 スか

放出され ると､周関に払 放 し､デ コ リンの艶Lllや コラ- ゲ ン.g良識

の地合を ･3[書起 こす可能性がある

もう つの L･(托牡 と しては､Il′ヽL6品の折1iilxi的胡=性の(判l}が巧

え られ る｡-4riわち､ ItA主よil.は‡'14-;i〉''.dしている とXl刺 され てお

り､10%rDsを藷ん1=MENrl)のJlAt!,.I,T･は-29rnVのLC La

poICnliillを侃桔 してい る '｡ -JJ､GAGmも強い1'JのTiilpplを持 っ

てい るの で､11̂ 鮎 .I..11の棉''if状態 によって は､G∧Gm とコラ ーゲ ン

如拙雛 FH】のi!.介か小 女滋 になる可能帆 bあるー したが って､LIA伽

域の比人 による､物J!lW･)畷hlの変化がナ コ リンの)..)(LM.や コラーゲ

ン細線乱 の)6億 の変化を 誘発す ること bあ り1!)ると抑 ilZLJされ る｡

/L物 '-F的イ;炊化 は､有 機成分 と如拙'l'Ihlh'lI■Iの仙 II.YHEH:よ り､制

av､NJ仰 されている‖T稚 拙かあるoJt後 は､ 他の プ ロテ オ グ リカ ン

や竹)1日'L3Rl'Iの機能を検 指すす るとと らに ､このイf鯉城jIと触焼野結

lUlとの州 JL作川 に対す る細胞の帆 LJを検 討す る必 一女が あ る｡

IV･5小括

コラ- ゲ ンYLイ;眺化は ､コラー ゲン紐 鼓姓か らの デ コ リンの脱却

とコラー ゲ ン如 役名tの糖 分を とも/iか L:}瓜fiう る. デ ｣ I)ンか駁Iif

な樹仰軸 捻にJJlいて b､ j=コ リンIJtlili芋i仰 化に!･IJJかの 役'!,lJを又た
してい る と姓淵 された｡
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図 17 胎 生 19日の ラ ッ ト頭 蓋 骨 の 組j8号 的所 見

d /,'ラフ インUJJl､ Azan染 色 Î 1人止Jt.W(S)r)A や.別 紙が冊封l

堤(Bone)に迎鼓 的 に移行す る｡ 1日JLた BiJr=O Inn

b: Jf:放映 Pul)JBELd切片､ トル イ ジン7'ル ー 染 色

初出野 に宵ん1='甘芽朝 腹 (Ob)と トル イジン1 ･L'-に漁 聡 さJ.るJl

欧化竹鹿 骨のBilには溺骨(●)か披ポ され る｡OL〉骨醐胞｡ ()O()倍

Bar二10pTTl





図 18 骨 芽 細 胞 に近 接 す る骨 盛 質 のTEM像 ､ L(川UU付F

I)Jr;lpTll

a. 非脱灰 ､軸 染色｡方t骨 (OS)よ り徐 々に'riil･%:皮 の砧 いイi次 化

顧域か拡 );し､f了灰 化 打品質 (Cal)か形成 さ11る｡

b 脱奴 ､ 3並染 色｡√['扶 化†T盛t'L(C.ll)tqで ,jラ ー ゲ ン如 穀 粒 が

密に批療 され る｡

Ob骨 芽hu胞 ｡
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図 19 類骨額 嘆のTEM 俊 ､880(川 イた Jhr=H)OnTTl

a: 胡脱炊 切Ji､如染色､b: hL炊切J1. 31flTLL色｡ 2ITTT鮫 に包ま

れた)上官 小胞(Ⅵ)内には引 払紙J.J.(久tdHが旭 洋 きILる｡ 蛎 血がI17形

の山はJOnmf'Jl比の コラーゲ ン曳コ扱 払 (Cu)Ag州 には .舶 H状 の毅冶

補遺(.'htJi)が他黙 され る｡石奴 化球(CN)か ら成 Jiした †T'欧 化結 晶

はコラー ゲ ン如投椎 まで及んでい る(Ĵ印 )｡

BK





図20 石灰 化 骨 基質 のTEM 放 ､ddOO(日だ Bar=lUOnnl

a: jl一脱灰 切J'1､旗染色､b 奴映 りJJ'I､ 3IL染色｡ ｡ 加 持で 妃 ら

れたよ うな地 目状の招触 手薄遇 の似収u机 火 し､コラーゲ ン細韻姓

(Co)は妨血がィ､k'形で血径 も川 OTLml'iJ生に嶋 加 している bの b比

られ る｡ 部の コラーゲ ン弧線耕 il分捜 してお り､T.JL)7nmの1勺Rjl

仏道の ず れが椴 群 され る もの bあ っ1=(Ĵ 印)｡

t̂J





図21 デ コ リ ンの免疫組澱化 学

館股の奴鮎芽細胞の細胞 外品空1および1-Tji･細胞(Ob)にifは Llュ劫

骨と思われ る部位に免1匠奴応か観察され る｡Bonc i'JL瓜田｡510

統 Btlr=LOトIm

L)?_





図22 簸推 組 稔 の微細構造 とデ コ リンの免 疫 覆滅 ･凍結 曲薄

汝 BaT==JOnm

a: 矢状縫 合軸の細胞外)A;JEII､微細仏匙｡

瓜径4()'lmtLi腔の コラーゲ ンhll線維(Co)のI,il関にはプロテオグ リカ

ンと思われ る舶 Fl状の粗雑梢迫か他黙される(JモJI'). lt)OOO伯｡

L) 矢状縫 弁軸のAll胎外｣1.筋､デ コリンの免疫'ILEi'll･放射,超如拙｡

コラーゲ ンAL1線靴(Co)のJhl州ではデコ l)ンの妃蚊LK止､が批寮 さJL

る｡88000倍｡
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図23 骨基 質 にお けるデ コ リ ンの免疫電顕 ･凍結超 詩法 ､

88000倍 8ilr=10Onm

a 類骨｡ 血稚4OnmFJt'_度の コラーゲ ンhil絵耗(CtJ)のIIJLILH=念拍/

で示 され る7--コ リンの免疫Lk応が比られ る｡M:)占JLJl小胞

b 石灰化 冊)占坪｡イILkJ化 にともlJ.'い'(羊が増大 したコラ-ゲ ンAI1線

緋(Co)の川山で はデ コリンの免妊bL応が減少 している｡



第 vl章 蛤 括

本 研究 で は ､ ThL3MZ】-2の投 LJに よ り､ 什11籾絹 の 相 ,‡ほ刺 胞

が ､ Aい'iLSじ机件 を磯 糾 した後に帆IhL様hll胞へ とJJT化 し､軟 竹

FJlイ了灰化 を 経 て ､内軟骨作･け化の横Jl･で･ili･へ と はL換 され る こ と

が明 らか と fiった｡ また､軌 ヰi;組組 身細 胞の 軟 骨鮒胞 化 に けい

BMP receploTか up-regulatcされ ると同 叫 に ､TGF-riか 外

閃牲 BMP12と)L･同 で臼UtOCrir･e pnr;･crinc横 紙に 上 り軟骨 細

胞の)i質 合 成 と成熟を促 進 す るサ イ トカイ ンネ ッ トワ- クの /(･

在が示 唆 され た(rq24)｡

一方､似ii:･繰射t身机 胞の 放 け糾 船 化に先 'fJ-して ､∧LPascの

発現 か観 祭 され ､ ALPi･scの 允1)Lか 兄717.横 転の つ とな る こ と

が推 測 され た｡ この肝 炎の槻 経 はlRlhI)イこ朋 で あ るか ､心 細 で

′JミしたTNAPの免疫 如拙 化学 的I,.llrか ら推 測 す る と､盲̀j)lJiBFl･_

に 恥相 配列 す る骨 h･鮒胞 とそ の lIlLIAf?洲 に近接 してJ'･llrす る前竹

ガhEl胞 ､ iE:r位拭hlF術 の rii柄 17_jJ-l.Jk､rEl】隙 に毛 aJIJJrT術 がfr-/T'す

る肝尖 貿細 胞 は､ それ ぞれ ､Ji'い C.:味 での 弓t,;腔 柵迫 を形成 して

お り､ この 様な'.rj肝棚 遇 を形 成す る原形質 吸 に l･日Eす る とい う

傾 向 は ､TNAPかJl tS股 に お け る桟道 横帖に 何 らかの役 '.I,1Lを火

た して る可 能作 を ′J-;嘆 してい る｡ また ､TN^Pの ノ ックア ウ ト

マ ウス にお いて､ ビタ ミンB6の In排外 で あ る と り トキサ ル を

投 ′了す るに よ り1くSL御 苑作 を JT,ll)J-できる ■JT尖 か ら b､ TNAPには

リン酸 ピ リ ドキサ ル とい うカi/k性 の物 灯か ら リ ン他)仏を除 ム し､

り7



ピ リ ドキサ ル とい う秘 /k牡の物 rfrに変換す るこ とに 1 ,)膜 を u

適 させ ると い う作川か あ ると 打E榊 され ､ TNAPが この 様Ii嬢は･

で腺 の 輪送 に仇 I-J･してい るこ とか.qJ.性で き る｡

したが って ､ TNAPか 側 fJ'す る 焔送物'E ､う 11わ ちTNAPの

J暮二仏 rJlでの )L質 を検嫉 す るこ とがTNAPの IJ_JID!煉椎 を解析 う る

上 で極 めて 正 班であ る と.以わ れ る｡ また､ この fI'[柑 に よ り､勧

榔細胞 の^い'use牲7!Iの度盛 が明 らかに な り､ その抑4,1JJJ法の

糊先 に よ り軸ji目す化の汗;相 法 を揃'1'/.で きる ‖T能 t'lを小 嘆 してい

る｡

また､ も う つ の允綻 故山:･の/J'_物1-1･7:的 Jl映 化 の 搬 Jf･!二側 して

は､胎 生lgLラ ･･/トiTLI蕊骨 を川 いて､ コラーゲ ン†lイ】映化 は､ コ

ラーゲ ン舶 放縦 か らのデ コ リ ンの脱 Jd)と コラー ゲ ン軸線緋 の地

合を と もな か ら進 行す ること をIlJlちか に したH対25)n

デ コ リンは､才;炊 化Jq川IJ物 Tlであ り､jlつ コ ラー ゲ ン別線 雛

を一女起化 させ る偲TJLEがあ る. デ コ リンの脱却 は i,l日-"r.化抑制物 竹

の除 去の み な らず ､ コラーゲ ンhLL組緋 の癒合 を Lhi過 し､イI'灰 化

球形成 の た めの乍 FLUを捉 眺す る とと もに コラー ゲ ンhIl触雛 内で

の よ り大 き く地鉄 的な紙 .～.'.成 良を ･･7能 にす る と征糾 され た｡4

度 ､靭帯 を 梯成 してい るl伸 コラ-ケ ン加盟 軌 の脚州 に もテ コ

リンが 豊'lJにII-/rして い るの で､I;Jik化 に際 しては ､脹れでI化

の際 と同 様 に､デ コ リンの脱 月JがJLじるてい る と州 州 さ11･た.

従 って ､石 火 化 にfl'うデ コ リ ンの悦Jlll煙JiT･の 1日)止 は､ その T,ZUJ一

紙の開発 に つ なが り､本 状 !iI.のイ】効 IJ:析嫉 法 を b/こりす ‖J絶叫
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もあ る と拙 刺 され 1=｡
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コ リン肌 仏 (LH 13)は NJti(lniH Jn日 lLulCゝ Of llcilllh､

Nationat lnゝliluL亡ゝ Or DCntaLRc cゝJrChの LarTy W -

Fisher始 J.に ご伏 Liい た た き ま し1=I 心 よ ()釦 iいいし い fま

す｡
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