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1. 緒言

骨折治療は、秋吉11組織の断裂の場合と何械に、保存的療が:、制瓜l(巾療法のいずれにおい

ても、骨・片の断端をできるだけ接近させて保持するにとどまっている。その後の骨癒合は

自然修復に委ねられるため、'Fl"J汗の治癒には内|国定材料の発達した今11でも長WJlliJを要

し、少数ではあるが偽関節となることもある。什折治癒を促進し、骨格合を路実にする

方法を新たに開発することは、現在においても挫形外科の大きな諜題である。

骨折治癒は、骨折部のI血服形成と、什折斜lに接する'?f・、'l'i"ij史、fj・髄の壊死組織周凶の炎症

から始まる (simmons 1980)。縦Ifll沈への1I11'l'l系剖111泡佼il'ilと肉薬組織形成が仮'¥'1・形成への

出発であるが、この凝血塊および肉芽組織におミil¥'jする炎症性細胞は、主として r細胞とマ

クロファ ージである (lIullh 1985， Ilcnri cson 1991)。

マクロファージの役割は、 J1~4E組織の食食、 plalclel dcr ived growlh faclol 

(PDGF)およびlransforming growlh faclor -bcla (TGF-s)を分泌することによる仮

骨・形成への関与 (Nemelh 1988. Andrew 1993)が推測されるが、『細胞の役割は全く不

明である。

B細胞が骨折昔日の凝血塊と肉芥組織rrにほとんど見られないことから、 T細胞は、単純

に出血lの結果として骨折部に現れたものではなく、何らかの機序により選択的に rrd)f~ さ

れていることが考えられる。 また、 IILA-IlH抗原陽性細胞が見られることから (Andrew

1 99~ )、抗原提示によるT細胞の活tl化機十件が仰Jいていると考えられる。 したがって、 l

細胞は、骨折治癒の初期段階で何らかの役割を果たしている可能性がある。

T細胞はさまざまなサイトカインを分絡して、 t主的調11胞に作用している。r細胞が産生

するサイトカインのひとつであるインタ ーロイキンHIしりを合む培地で，\~芽細胞機細

胞を長期間l培養すると、制111泡外法't1のコラーゲン訟を反映していると忠われる

hydroxypro I i neI立が地力11し、恭賀がイil沃化することが知られている (Ueno 1992)。

IL-4は、主に活性型 l細胞がi1i.生するサイトカインであり、 1982年に l細胞の渚養上清

'1Jに存在する日細胞の増殖 (lloward 1982)およびIgG産生(lsakson 1982)を刺激する因
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子として初めて報告された。その後、 1細胞自身、肥満細胞、 lji球、マクロファージに

対しでも広範な生理活性を示すことがWJらかとなった (llal1chcreau1990) 0 1988年に

は、免疫系および血液系の細胞のみならず、 IllJ1'l系剤11胞を含む非免疫系の多くの車fi穿iの

細胞に IL-~ 受容体が発現していることが示された (Lowenthal 1988)が、免疫系以外の

細胞における IL-4の作用については未だ不明な点が多い。1'1"折部における l細胞の選択

的動員と、 IL-4の'H芽細胞に対するイi1_パ化誘導作川を考え合わせると、 IL-~ が竹折苦1\

においてT細胞から分泌され、仮'~1'形成に関与している可能性がある 。 しかし、 IL-4 の

flー芽細胞に対する作用の詳細I t.:機 J f. は不明であり、前述の報告においても、 IL -~ を含む

培地で一定期間骨芽細胞をほ主主した紡栄を飢祭しているに過ぎず、そのH寺lilJ経過につい

ては触れていない。 したがって、 fj折古1¥の1剤n胞が1L -"を分泌することにより仮 '1~1 ' 形成

に関与する可能f生を検討するにあたって、 IL・4の'1'，芽細胞への作用をII，JIiIJ経過を合めて

詳細に検討する必要がある。特に、骨折矧lの炎iiEはH寺111]の経過とともに沈i'ni-し、骨折治

癒の初期に集結したT細胞は、"J151'lの石l民化段階では兄られなくなる。すなわち、 T細胞

の集結と石灰化の|羽始との問には、時間的なずれがある。したがって、 T細胞の分泌す

るIL-4の作用は、基質産生のみに作用し、」品質石灰化には作用しない可能性がある。し

かし、 IL-4が石灰化の開始まで継続的に存在する必要があるかどうか、すなわち、どの

段階のIL-4の作用が骨芽細胞の石灰化を誘導しているかは未知]である。

本研究の目的は、 T細胞の仮'11'形成における役者IJという観点から、 IL-4の器質形成促

進作用および基質石灰化作用の特徴を細胞レベルで IljJらかにすることである。

骨-の石灰化は、骨芽細胞によって分泌される基質小胞内部で開始し、コラーゲン線維

に沿うコラーゲン性石灰化によって進行する。すなわちコラーゲン級車ffrは石灰化の直接

の基質である。このことから、 IL・4の).l'質形成に関する役割を検討するために、 1L-4 

によって什芽細胞のコラーゲン合成および都肢が促進されるか、午、Iに、 '11"の主要線維コ

ラーゲンである Illiコラーゲンの産!tが1>;>1}J[[しているかを1時間経過を合めて検討した。

IL-4の継続的な投与により'¥'1芽細胞のよLTIがお灰化することがわかっているが、石灰

化1)日始までの、とのl時期の、どのような [L-'1の作J1Jが石灰化に重要であるのかは不明で
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ある。そのため、 IL-4の投与時期を区分してJ.q:'{の訂版化と投与 H初日!との関係を調べ、

さらに、 :(i灰化に必'_l¥eと考えられる比 4の1'1川11，¥JUJ における'l'J"~細胞に対する Jlイ本的な

作mをDiffcrenlial displ旬以、をJlJいて検討した。
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2.方法

2.1. 材料

上好好一吉j 氏(小野・薬品)より、ヒト IL'~cDNiIを pKCH発現ベクターに組み込み、チャイニー

ズハムスター卵巣細胞へトランスフェク卜して免税させ、精製したrccombinanl human 

IL-'1 (rhIL-4)を供与された。sodium dodccyl sulfale-polyacrylamidc gel 

cl cClrophorcsi s (SOS -Pt¥GE)で95事以上の純度があることと、ヒト末村jJUlリンパ球に

対し3.0 ng /m 1の濃度で最大地殖促進伐を示すことがi況に雌認されている。

2.2 . 調lI}fd~t.{t

ヒト尺1J-11・1失由来骨芽細胞様細胞SaM-1は、手術H寺に採取した尺干j-'j'J-J以を細切した後

explanli法により得た細胞砕から、 alkalincphosphalase (ALP)活性の高いものを選

んで継代培益した骨芽細胞級細胞であり、例代の継代寿命 (populalion doubling 

Icvel: PDL)を持ち、高いALP活問、 paralhyroid hormone (1'1'11)処理による cyc1 i c 

adenosine monophosphalc (cAMP)の誘導、 l臼， 25-dehydroxy vi lami n D3 

(1. 25 (011) 203)による oslcocalci nの産生、 l，25 (011)203とo-glycerophosphalcとの官|

用下での培養における石灰化結UiYの出現と基質小JI包の存在、 l型コラーゲンの産生害事の骨

芽細胞の形質を備えている (Koshihara1989， 1991， Ilosoda 1993)。以上の形質を 維

持している 2lまたは 22PDLの5aM -1細胞を、5弛 C02/95弛 all、37"Cの条件下で、10事

fcla 1 bovi ne serum (FBS)および5μg/mlのkanamycinを含むQ-minimumessenlial 

mc U i um (0' M EM)で単層培養し、 2日1JJ:に11'tJ也交換した。RNiIの-tIIIWおよび両手ぷ活性の測定

の際には、 2~ 11寺1[11前に培地交換をした。

2.3. 1 L. ~ 受符体 (1 L. ~ 11)のmllN̂ 発現の線認

SaM-1細胞から acid guani di ne 'phcno 1. ch loro form (ilGPC)法 (Chomczynski 1987) 



で州出した lolal RNAから M-MLV逆転写酵ぷ (Gibco sllL， Co_. しい1.)および

01 igo' dT (12'16) (宝酒造)を用いて、cDNAを作製した。ヒト IL. ~ I l の 3' 末端 )1，コ ー ド~J[

j或の洩基自己列(Idzerda (990)をもとに、2組のPCRprime川、日を作製した。それぞれの

セットのpr1 m Clによる PCR産物は、770 bpおよび~98 bpと打tiJl1Jされた。pr 1 me rのJ;::;_;}_J;配

列は、以下の通りである。

Se l A 

sc ns eφpr lmCI ・5'-GTTGCTGAGTCTGCAGAl・GAGGACTAG-3' 

anliscnse-pr imer 5' -GTAACTGGTGCCTTATGCCTGCTGTCTG'3' 

Se l s 

sense-primer 5司 令 GAAGAACCATGGTATGAAGG'3'

anliscnse-primer : 5' -CCTTAACTGAACACCCCTTG'3' 

PCR反応は、Taq DNA 1'01 ymcrasc (AGS、Gmbll)を用い、 se l ̂ または sel sの

pr 1 mCJの存在下に、94'C 1分、55・C2分、72・C 3分を ~O cyc le行なった。PCR産物は、 1弛

agarose ge 1内で電気泳iJ'OJし、 elhidium bromideで染色した。

2.1. 細胞増殖

Sa M. 1細胞を3000倒 /wcll(4c m'/w c ll ) の i~IJ 合で帰磁し、 24 時間後から、 0 、 O . 3、3.0

ng/m 1のrhlL.4を含む培地に交換した。 l、3、5、7および10日後に細胞を回収し、C

oullcr cOllnler (Collllcr Eleclrol1ics Il1c.)で細胞数を計測した。

2.5. コラーゲンの合成約性および:;O!，lJ'i益

2. 5. 1 コラーゲン合成活性の測定

コラーゲン合成活性は、Pcl引 kofskyancl Dicgclmann(1971)の方法により測定した。

Sa M -1細胞を0、O.3および3.0ng/mlのrh 1 L . ~を合む培地で lから 30 日 1111 培証=した後、 1 0

μCi /m 1の L'[2，3-'II(N)]'prolinc (llul'onl.New England Nuclear， Co.， Lld.)、5
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0μg/ml ascorbi c ac icl、 50 f1g/ml f3'ami noprop ioni lr i 1 eおよび0、O.3、3.0

ng 1m 1のrhlL・4を含んだ無血病橋地で311年!日]J:;'; 1'tした後、細胞府および上前からTC;¥で費量

不溶画分を i:t殺させた。この沈殿を、 lypc VII !)i¥clerial collagcni¥sc (Sigma， 

Co.， L ld. )溶液で、37.C、31時nfJii'i化し、上前rl:Jに溶山された collagcnasc'digesliblc

prolei n (CDP)中の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。次に、取不

溶性画分中のDN，¥含量を sur l on ら(1956)の方法により測定し、CDPとの比からμgDNAあ

たりの合成活性を算出した。

2.5.2. Prolyl hyclroxyli¥sc活性の測定

0、0.3または3.0 ng 1m 1のrh1 L . ~ を含む培地で lから 2 1 日 11J1 培養した後、細胞層を

lIank's balanced sall solulionで2阿洗浄後、 O.1 mMのclilh iolhre i lolを含んだ

0.05 MのTri s .IICIで回収した。細胞J0を超骨抜で1抜高半後、35，000Gで20分1/1]起遠心した

上 i青を rï~ 素抽出液とし、 PClerkofsky and Dislasio(1975)の )Ji去に従い、 1

4. prol yl hydroxy lase 活性を以下のように測定した。 prolyl hydroxy lase阻筈邦lお

よびL'3，4. ['11 (N)]. prol ine存在下に培養した15日齢の鶏匹の頭蓋冠からjlu出した ['11]

標識した非水酸化コラーゲン(~. Ox105 dpm)と、上述の酵素flllill液とを37"C、15分間反

応させた。 TCA を加えて反応を停止させ、4.Cで1，500G，5分間遠心した上ii'iを水で平衡

化した sio'RadAG 501'XBカラムに通した後、社寺山液中の 31120を液体シンチレーション

カウン ターにより測定して酵素jlllill液中のprolylhydroxylasc 活性を求めた。酵素抽

出液中の蛋白:fii:をsri¥dford法 (1976)により求め、 μg蛋白あたりの比活性を算出した。

2.5.3. lIydroxyprol inc合最のiM定

0、0.3また は3.0 ng 1m 1のrh札イを合む府 j也で最長30日!日j培養した細胞を Ca" and 

Mg"・free phosphalc buffercd sal inc (1'日s)で洗 j争後、 we1 1 (4 c m')あ た りの

hydroxypro 1 i nc含去をKivi ri kkoら(1967)の刀法によ り定量した。まず、6NのllC1で細

胞を回収し、 130.C、3時間加熱して完全に )J[J水分解した。 KOllで中和後、Chloram ine T 



(和光純薬)で還元した後、 tolucncを加え仮設後、迷心して非7J<A変化物を合むlolllcne層

をI吸引除去し、水層を 100旬、 111，¥'lilj加熱した。T'J.ひ'lO11I cn cを加え娠班、法'L、し、 l0 IlIcnc層

に浴出してきた、 hydl-oxypro1 i nc rjl来のpy，-，-() 1 cを pφdimelhylaminohcnzaldchydc

溶液と反応させ、56011mでのl吸光J立を測定した。

2. 5. 4. 1 型コラーゲンili白合成活性の比較

SaM守 iを rh1 L -4で 10日間処i'Hしたのち、 200μCi/ml ['II]'prolinc、50μg/ml

ascorbic acid、50μg/ml s-ami 110pl'opioni lr i 1 c、0，O. 3， 3. 0 ng /m 1のrhI L -4を含

んだJnE血清培地で31時間培養した。細胞府のコラーゲンを 1mg/m 1のペプシンで可溶化し，

2 M NaCIを加え、塩析した 。遠心後の沈殿を 0.5 N開放浴波に溶解し、

2-mercaploelhanolによるc1clil)'ccl rcducl ioni"t (Sykcs 1976)を月lいた SOSφPAGEを

行なった 。 泳[UJ後、ゲルを ENLIGIITNING aulol町1iography enhancer (DlI Ponl， 

Co.， Llcl.)に浸して士官感させた後、オートラジオグラフィーを行なった。

2.5.5. rhlし4による SaM -1細胞の I型コラーゲン泣伝子の発現レベルへの影響

0または3.0 ng /m 1のrh1 L.4を含む培地でl、5、10、15および20日jl日府養したねM-1細

胞からAGPC法により、全RNA を1111出した。各10μgの全RNAをglyoxalで変位させた後、川

agarose gcl/0.01M phosphale buffer(pIl7.0)中で泳動した。泳[9)i去すイロン朕

(lIyboncl' N、Amersham， Co.， Lld.)にプロットし、 Ilanclom'primecl ONA label ing 

ki l (sochl・inger Milnnhe im， Gmhll)を川いて["I'J-dCTP(DlIPonl)で{;，'{秘した

pro-al(l)collagcn cDNA(Chll 1982)およびヒト s-aclin cONA(Nakajima 1985)を

ハイプリダイズさせた。 O.J弛 SDSを合む 2x SSC (0.15 M NaCl， 0.015 M sodium 

ci lrale， 1'11 7.0)内で室猛で30分3問、 O. 1弛 SDSを含む 0.2x SSC内で65'Cで30分3

回i先I争したf走、illlloradiOgl'ilphyを行なった。
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2.6. 細胞外装質の石灰化

2.6. 1. MUn包外器質の石灰化の開始HωVJ

Sa M. 1細胞を、 3.0 ng 1m 1のrh1 L. 4を合む府地で、 10、16、20日11IJまたは30日1i1J培養

した後、冷5首 pcrch10ricacicl(PCI¥)でCa1cium(Ca)とPhosphorus(1')とをt1J1出し、

we 11あたりのCaとP含量を o'crcso1phlha1eincomp1cxone法 (Gilelman 1967)およ

びChenらの方法 (1956)で測定した。

2.6.2.一部の期間に IL.4を投与した場合の釧JJ包胞へのCa、Pおよびhyclroxypro1 i nc 

の苔干lfl'J:

Sa M. 1細胞の石灰化にA:要な IL.4の投与時期jを1VJらかにするために、 SaM. 1細胞を、

10日目の前と後でrhlL.4処理の有無を変化させて、 20日間および30日IHlの培養を行なっ

た。培養条件と培養期間により、表lに示すように、 20・/一、 20ー1+、20+1+、20+1+、

30.1、30.1+、30+1、30+1+の8群について、主青1i:終了l時の細胞外2品質にt8桜したCa、

P、hydroxypro1 i ne含量を測定した。

2.7. I Lイにより発現が促進される mRNAの検出と解析

2.7.1. Differenlial clisp1ayH~ 

Differcnlia1 clisplay法 (Liang1992)は、比較したいこつの細胞または組織のmllNA

を、 po1yA部分に相補的な 01igo' clT配列を合む 01igonllc 1col iclcをanllsensc 

pr imer (T(凶 MA:T1TlT1T1TTrlMA. T (l2)MC :T1TlT1T1T1T1MC. T (12)MG :TlT1T1T1T1T1MG. T臼2)MT

TJ'lT1TlTlTTfMT. ただしMは、A.C.Tのmixlllre)として、また 、任意にイ乍成した lOmc1の

01 igonllc Icol ideを senseprlffiCIとして川いたRT (rcverse lransniplion) .I'CR 

法により、非特異的にt曽幅されたそれぞれのPCIl産物の量を個別に比較して、mRNA発現
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のレベルに差のある逃伝子を検出する )'jf};である oscnsc prlffiCIの作製の条 1'1は、

II+T /G+cl七がO.4からO.6であること、 scI f -annca I i ngおよびanllscnsc prllllcrとの

anneal ingによる primcr d imclの形成が起こりにくい配列であることで、以上の条仰

を満たすsense pr 1m引を4lHn(111"1: GCCrGGIICCr， AI'・2:TGCrO¥CCAC， AI'小川'JCAGGGTG

または AP・4・ GGGCilCTGCA)作製した。

SaM' 1細胞を3.0 ng/mlのrh1 L -4を合む培地または合まない培地でl.n 11IJまたは5[1 1日l

培*した後、細胞から刈PCil;でlola 1 IlNAをJIIJLllし、以下のごとく differcnlial 

d i sp 1 a)法を行なった。まず、 :1111出した lola 1 RNiIを DNa s e 1で処理した後、4磁の

anliscnse prim 引を用いて、 4利の cONAを作製した。次に、4種のscnsc pr lffiClおよ

びけ重のanllsenscprimcl 、合計 l6通りのprImCr sclで[臼"1'].dCTPイF在下でPCRを行

なった。 PCR条例ーは、9SOC 30秒， 4ZoC l分、720C30秒で 40cyclcである。終了後、

熱変性させてONiIsequencing gel上で、それぞれのprImer sclごとに、培誌の条件お

よび期間が、 1)rhIL-4鈍添加lでI日11IJ、2)rhIL'4添加で11Jilll、3)rh IL'4!11¥ 添加で5日

間、 4)rhIL.4添加で5日111]、のJUlIf.で電気泳動した。オートラジオグラフィー後のフィ

ルム上で、 rhlL.4添加で l口、 5日の 1a nc上のバンドのうち、それぞれ無添加の l目、

5日の 1a ne上で対応するバンドよりシグナルの獄いバンドを選択した。2回の実験で再

現性のあるものを選択し一次候補とした。選択されたバンドに一致した位置からゲルを

切り出した。 PCll産物をゲル断片からは buffcr (10 mM 1'1' is .IICI， 1mM EDTI¥)中で

lOO'Cで加熱することにより浴111させ、迷心f去の上i，'jを回収した。この上I，'jrJ:Iに、日的と

したPCll産物が含まれていることを確認するため、初回と同じprImCIセ ットでPCR法に

よる再燃帽を行なった。I'Cll条f'j:は、前述の*}J回のPCllと向ーである。反応後の反応液を、 1

% agarose gel/TAE buffcr(40mM Tris acelale， 2mM E01'iI， pll 8.5)内で泳動し、

泳動後のゲルを elhidiumbromideで染色し、何的のPCIl産物が阿収されたことを硲認し

た。

選択した PCR産物を、E.Col i pl asmi d vcclo，に1'1¥. c 10 n i ng法 (pGEM-1' Vcclo， 

Syslems， Promega， CO.， Lld.)により組み込んだ。まず、I'Cll産物を同じprIfficr sel 

をmいた PCRltにより再b出版した後、TiI'cloningplasmid vcclorとI'Cll版物を1'4 DN̂ 
1 igase (Promcga)を用いて連結させた。述紡反応は、未精製の PCR反応液に、 plasmid
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ve c l 01、ligalionbuffer(最終濃度 20mM Tris-IICI pll 7_4.5 mM EDTA)、1'4DNi¥ 

1 i ga scを混合し、 lG'Cで2時I/lJi~j> iliした。反応後、Ca V;を応用した )1上、日fJ・ぬら (1990)の

方法により XL-] llllle E. Col i compclcnl ccll (Slralagcnc. Co.. Ltd.)に将人し

た。lransformalion bllffcr (10 mM P]PES. 15 mM CaClz/2I1z0. 250 mM KCI)にW，f，溺

して液体~ -~中に保存しである XL -1 ll l llc を、氷上で級徐に I~~1J-j，[し、前述の辿結反応液

を加えた後、氷上で l時 r~1 i'i-j> ii'l 後、 42'Cのj品水中で 45秒間l熱ショックをヲえ、 SOC

bll f f e r (2弛 saclo 1'ryplone. 0.5% llaclo Yeasl Exlracl， ]0 mM NaCl， 2 mM 

KCI. 10 mM MgS04/7l1z0. 10 mM MgClz/GllzO， 20 mM glucose)内で37・Cで11時1111娠殺

した溶液を、 Ls/八日PC/X-Cal(宝酒造) /1 rTC (事1)'(;純柴)を合む1.5%agar plalc上

に播種し、 37・Cで約 17時間培養した。 PCR産物が何人された plasmidを合む whi l e 

co 10 n)を選択し、 Ls/Asrcbllf fel内で37句、 2411守j/JIJff~した後、精製キット (RPM IlNA 

pllri fi calion kil，日10101，Co.， Lld.)を月]いてplasmidを桁製した。

この plasmidから適当な制限鮮京でHi入部分を切り出して泳到Jした後、 DNA精製

kil(O]AEX、01AGEN. Co.， Ltd.)を用いて材j製後、 l"r]-dCTPで標識したものをプロー

プとして、上述の培養条件、培養JUI問の4種のlolaI RNAに対して、ノザンプロット分

析を前述の方法で行なった。ただし、 hybrid izal ion 後の洗浄条例4は、 O.1也 SOSを含

む 2x SSC (0.15 M NaCl， 0.015 M sodium ci lrale， 1'11 7.0)内で室温で15分を3

回、 0_ 1弛 SDSを含む 0.2x SSC(sodillm chlol-idc-sodium cilralc) 内で50'Cで30

'j'tを3図とした。

このノザンプロット分析の結果、 rhI L -4による何らかのmRNAレベルの上昇が確認で

きたプロープの鋳型!となったPCll産物の溢基配列を、これを合む1'1asmi d veclolの上流

に存在する T7 promolel領域に相補的な1'7 p r i m引を mいてdideoxy法 (SEQUENASE

scquenci ng k i t、Unilcd Slales Biochemic川 ， Co_， Ltd _ )により決定した。読みとっ

た塩基配列について、Gcnsank遺伝子データベースでホモロジー検索を行なった。

2.7_2. Vlmコラーゲン臼l、口2、日3%11のmllNA対するノザンブロッ ト分析

VI型コラーゲンのal、臼2、日3iJ[のmRNAの反基配，$'lJ(Chll 1989、1990)に対応する3組の
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PCR pr im 引を作製した。

a1M scnsc pr imer :CTGGTTTTTCCCACCAATCC 

an l i sense pr imcr :CGTCGAACACATCACTATTC 

臼 2~江'Í scnse pr imel : CCG AG AG CATT GG GTACACC 

anli sense pr imer :GGAGAACAGCGTCATGTTGC 

ロ3鎖 senseprimer :TGGTCTGCTACCTGAGGTCT 

anli sense primer:CATTGGTCCCAACGGTGCAC 

白l、ロ2、臼3鎖のprimelーによる均幅n:物は、それぞれ4341>p、483bp，949bpと予想さ

れた。 SaM-1細胞より抽出したlol"I RNAより合成した cDNAを鋳型にして、これらの

pr i rn 引を用いて PCRを行った。PCRの条例ーは、95・C 1分、 60.C 2分、 72.C 3分で 40

cy c I eである。反応液を1%agarose gel上で電気泳動し、elhidium bromide染色で単

一のバンドが地幅されたことを確認した。ゲJレからPCR産物を抽出し、TA-cloningベク

ターに組み込み、極基配列をシークエンシングし、予想される配列と 一致することを確か

めた。

rh I L -4をl、3、5、10日liij作用させたS"M -1細胞の各10μgのlolalRNAを電気泳動し、VI

型コラーグン臼l、ロ2、臼3鎖およびs-" c l i nのcDNAをプロープとしてノザンプロットを

行なった。

2.7.3. 蓄積したVI型コラーゲンに対するウエスタンプロット分析

SaM.1細胞を rhlL-4で1、3、5および10日IlIJ処理した後、細胞層を PsSで2回洗浄後、200

ml/ディッシュの6Mの尿素と 10%SIJSを含む溶液で可液化した。超音波で破砕した後、4

・C、10，OOOg， 10分間遠心し、上清を蛋白J'1111ll液とした。各サンプルを等溶液iilずつ還元条

件下で7.5唱 SDS-PAGEで泳部Jした後、J10 I y v i n y I i CI c n c f I 1I 0 r i d c (P V D F) JI失(Mi I I i po r e ) 

に電気的にプロットした (Towbin 1979)0 5弛 skimmilk/TsS-T bllffcr (50 mM Tris， 

pll 7.4， 150 mM NaCl， 0.05百 Twcen20)でプロッキング後、ウサギ山来ウシVI型コラー

ゲンポリクローナル抗体を用いてavidin-viotin・complex法 (Vcclaslain AsC kil、
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Veclor Laboralor ies)で免疫染色した。この抗体は、 Aclelaide大学Gibsoni'.';:士より供

与されたもので、ヒト Vlll，'Iコラーゲンと 1:160， 000のELI S A l i l e Iで日lあるいはa2lJ[を

認識するが、ヒト 1，I I ， I I I ， I V， Vl¥'Jコラーゲンとは、 j: 200の日"1SA l i lc Iで!)iJく交叉反

応するポリクローナル抗イ本である。

2.8. 統計学的手法

数値データを得る笑l換は、 n=3またはn=4の標本主主で行ない、平均土探準誤差を求めた。

イr)J.差検定は、実験値の正規分布を仮定し、等分散が認められた場合には

Sludenl'l'lcslを、等分散が認められない場合にはWeI c hーし leslを、それぞれ阿1)[IJ検

定で行ない、川 (p(0 . 01) および日 (p(0.05) の危険率での有意差を司，~ベた。
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3.結'*

3.1. Sa M .l 細胞の J L- ~nm RN^の発現

IL-~ の SaM -1細胞への作用を調べる前に、 SaM -1細胞の 1L -4 Rの発現をRT-I'Cll法で澗

べた。 2種類のprlmcr selについて、予恕された770 bpおよび~98 bpのPCR産物が電

気泳!f!l)ゲル上で認められた(図 1)。

3.2. 1 L・4のSaM-1細胞の均Hi((への影轡

増殖)~j のヒト骨・芽細胞機細胞SaM -1に、0.3および3.0 ng 1m 1のrh1 L -'1を作川させると、

細胞増勉速度を遅延させた。3000例Iwc1 Iの細胞をJ1II極後、rhlし4!!!¥添加の場合では7日

間でconfluenlに透した。培地中に rh1 L -'1を添加lした場合では、 0.3および3.0 ng 1m I 

のいずれの波度の場合も増殖速度が低下し、10日目で無添加の場合と閃数に述した。経

過中に培地中に浮遊してくる死細胞は観察されなかった(図2)。

3.3. SaM-1細胞における rh1 L-~の コラーグン合成および帯積促進作川

コラーゲン合成活性は、培地中のrhlL・4の有無に関わらず6日目まで減少した。その後、

培地に rh1 L -4を含む場合では10日目より再びM大し、 20日目には再び低下し始めた。

(図3)。

プロリルハイドロキシラーゼ活性は、 rh I L-4の有無に関わらず、]日日に高値を示し、

4日目には低下した。培地中にrh1 L -~ がfT まれていない場合は 、 20 日目まで低値のまま

だが、 rh1 L -4を合む培地では、処理IJI.J始後8rJ日以降でrhlL-4により促進された(図4)。

細胞胞のhydroxyproI i ne合誌は、府地'1"のrh1 L -4の有無に|拘わらず、 H与111]依存的に期

加した。培養開始後10日日以降は、 0_3および3.0 ng 1m Iのrh1 L -4により、また、培養

開始後6日目では、 3.0ng/mlのrhIL・4により、 hydroxypro1 i nc合:51が有訟に増加]して

いた(図5)
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処理開始後10日自の I型コラーゲンの合成活性を、 ['11]令prolinc取り込み後の車111胞層

から抽出したコラーゲン分画のSDS.rAGE r luorographyにより調べた。 O.3および3.0 

ng/m 1のrh1 L. 4処理で、 Illiコラーゲンが附加した(図6)。

日1(1)のmRNAレベルは、 ，'hJL.4により 511臼より li'l加lし、 10日目以降さらに期大した

が、 20日目には、 rhJL.4を合まない府j也の場合でも日J(1)のmllNAレベルが附加してい

た。標準化の為に用いたs'a c l i nのバンドが、 rhJL'4によりやや均加していた(図7) 。

3.4. J Lイによ るSaM-1細胞の訂版化誘導作川

3. 0 ng /m 1のrhJL.4を添加した培地で府主主した場合の細胞外2H1に帯税したCaの質訟

は、 16白日までは無添加の場合と変わらず、 20日日から埼加が凡られ、30口口ではさら

に増加した(図8) 0 r h Jし4を投与しない場合は、 CaI丑の増加は見られなかった。 30日

目の細胞層を位相差顕微鏡で観察すると、細胞の狭小化および重層化が兄られ、石灰沈

着と思われる白く光る部分が広がっていた。 VQn Ko ss a染色でリン敵カルシウム結晶の

沈着が観察された(図9)。

rhJL.4の培地中への投与時期を区分した実験では、 20日目の細胞思に沈着したCaお

よびPl'ii:は、 20+/群で、 20+/+群と同級に、 20./+111'と 20./群に比べて有意に地加して

いた(図 10a) 。細胞層の hydroxypro1 i ne:ulの多さは、 20+/+lrI'>20+/.l作>20./+群〉

20. /鮮であり、 20+/ー群は20./+lti"のJ.8fiJのhydroxypro1 i ne:ulを示した(図10b)。

30日目の沈着CaおよびP合丑は、 30+/併と 30+/+群で、それ以外の培養条flーの場合に比

べて有意に均加していた。 30+/+訴のCaおよびP合lLrは 、30+/群の1.4倍であった(図

10c) 0 30日目の細胞層のhydroxypro1 i nc訟の多さは、 30+/+ltF>30十/ー群>>30'/+群〉

30. /群であった(図10d)。

3.5. SaM.l細胞において JL -4によ り誘滋されるmJlN̂ の検出とjW析

IJifferenlial display法で得られた一次{氏側iは、表2の通り IJi)'1からIJD.J 1までの11

倒であった。このうち、 DD‘1からJ)IJ'3までのIJNAsequencing gclJこに:mわれたバンド
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を示す(図 11) 000-1から 00-11に対応する PCR産物はすべて、それぞれの初回のPCRと

同じprImer setで再増幅することが硲認された (@12)。このうち、再開問産物をプロー

プにしたノザンプロットでバンドが表われたものは 3f~1 (00-1、2、3)、実際にrhlL-4で

のmRNAレベルの増強が確認されたものはl個 (DD-3)であった(図 13) 。

遺伝子データベース Ge n Bankで検家をした紡呆、 00-3の塩基配列は、 VI~ コラーゲンの

αl~j~ (pro-al(VI))のmRNAの塩恭配列の一部とほぼ完全に一致した(図H)。

VI型プロコラーゲン日l、臼2、日3鎖のmRNAレベJレの培養開始後10日日までの絞l時的変化

をノザンプロット法で調べたところ、臼1、口2iJ(のmRNAはrhI L -4処理により 5U口をピ ー

クにして発現が増強していた。臼3鎖のmRNA発現は、rhlL-4処理による変化はなく、また、

10日目ではほとんど消失していた(図15)。

培N開始後 5 日目および10 日目の VI~ コラーゲン子容積量の変化を、ウエスタンプロッ

ト法を用いて調べたところ、 IL-4を培地 rlJに添加した場合、 VImコラーゲン慈税誌が

特に 5日目に強く増加していたo!l!h添加lの場合、細胞府のVI型コラ ーゲン此は培養日数に

関わらず一定であった(図16)。



4.考察

本実験に用いる細胞は、骨芽細胞回宥の]形11を安定して発現することが硲かめられて

いること、できるだけ正常細胞に近い細胞であることが望ましく、ヒト什脱出来骨芽細

胞様細胞SaM-1は、その条例二を満たしていた。 しかし、この細胞のような初期培養細胞

の場合は、細胞の純度が問題となる。本実験の場合、他の間質系細胞、特に線維芽細胞

が混入している可能性があり、級車lE芽細胞の形態は骨芽細胞と類似しており外見では区

別がイ寸かない。 しかし、 SaM-1細胞のすべてのクローンで、 21回から22回の継代を経て

も骨芽細胞形質を顕著に示すオステオカルシンの産生が見られる (Koshihara 1994)こ

とから、他の細胞の混入は、全くないか、緩めて少ないと考えられた。

IL-4のSaM-1細胞に対する作用は受容体を介していると考えられる 。本研究ではま ず、

SaM -1細胞にも IL-4RmRNAが発現していることを、 PCR法を月]いて硲かめた。PCR法で

起こり得る非特異的増幅による [a I s e po s i l i veを封|除するために、2極のprlmer set 

でそれぞれ予想された大きさの増幅産物ができることを確かめ、特異的な増幅であるこ

との確認をした。IL -4 Rの蛋白レベルでの確認、 IL-4との結合笑験は行なっていないが、

IL -4 RのmRNA発現と石灰化誘導を始めとする rhI L-4のSaM-1細胞への作JiJが見られるこ

とから、この細胞に機能的な IL -4 Rが発現していると考えられた。

士官殖期のSaM-1細胞にrhlL-4を作用させると憎殖速度の遅延が起きるが、浮遊死細胞

は観祭さ れず、播種後10日目にはrhIL -4 !!!~添加と同数に な るので 、 細胞毒性の結呆と

は考えれない。何らかの機序により矧殖JVJから分化J9Jへの移行が促進された可能性があ

一，。。

IL -4の基質形成に関わる作用については、既にSaM-1細胞において IL-4により細胞層

のhydroxyproI i ne去が増加することが確認されている (Ucno 1992) 。

hydroxypro I i neは、大部分がコラーゲンに合まれるので、細胞層のhydroxyproI i ne量

の精力日はコラーゲン蓄積量地加をI間接的に示している。そこで、 IL-4のコラーゲン合成

活性に対する作用と hyclroxyproI i ne帯桜並との経l時的変化を澗べた紡*、コラーゲン

合成活性、 prolyl hydroxy lase活性、細胞層のhydroxypro1 i ne合i立のすべてにおい

て、培養開始後10日目以後でIL-4による促進効果が見られた。培地中の IL-4の有無に
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イよらず、 1日日のprolyl hyclroxy lasc前性とコラーゲン合成活性とが高いのは、この

時期jはまだ細胞が噌殖しており、的別JUJにコラーゲン合成が高いとする Owcnらの報告

(1990)と一致するものである。'11-J，~ 1'[においても、またねM-1細胞の細胞外法質におい

ても、 l型コラーゲンはコラーゲンの90目以トーを山めている (Koshihora 1989)ので、以

上の変化は主に 1!_i'1コラーゲンの令成およひY河北がlし4により促進されたものと与えら

れる。実際、 IL-4は、培養10日日のl別コラーゲンの合成を促進し、さらにproa1 (1)の

rnRNAレベルを士音信5日日から地強して、 10EI日以後はさらにi百i~~~した。以上の検討から、

主に処理開始後 101::1目以降に、 1L-4はコラーゲンの合成と蓄積とを促進することが明

らかとなった。

生昔接骨・芽細胞の石灰化を観察する方法として、電子顕微鏡によるA賀小胞および鉱質

結晶の観察、 X線による微小領域のj[;系分析などがあるが、本研究では災なる培養条1'1

や培mU11日]における Ca 沈着抗の去がîTd'':: なので、 I L ・ 4 による ~III1砲外必1'[の石灰化の指

際として、 CaおよびPの細胞府への総it必庇を測定した。 1L -4をSaM-1細胞に作}刊させ

た場合の細胞層のCa立は、処恐11m始後20日日より附加し、 30日日ではさらに切加する。

このJUJIUJ 中のどの時期の IL-4の作用が重要であるかを確かめるために、培養期間を 10

日目以前と 10日日以後に区分し、それぞれのJVJI/fjのみ IL-4を作用させて、 20日目と 30

日目でのCa、P、hydroxypro1 i nc五iを測定した。その結果、次の3点が示唆された。第

一に、 10口口までの IL-4の作川が、 -LiI天化の卜分条例である。 101:1日までの IL-4投与

によ り、20口口、 30日目でのイiI天化が沼、められた。第二に、 10日日までの培地中の

1 L -4の存在が、石灰化に必要である。 10日日から IL-4の投与を始めた場令、 20日日と

30日日でCa、P合llfのi首加が見られなかった。第三に、コラーゲン拡都丑の噌加は、石

灰化のための卜分条件ではない。 1011 rjから 11.-4を投与した場合の 30日目の

hydroxypro 1 i 町並は、 1 0 日 ~I まで 1 1. -'1 を投'}した場合の約 1. 2佑であったが、 Ca 、 P :量

は著しく少なく、 11.-4を投与しない場合とイi1"j、差がなかった。以上より、 rh11， --1によ

るSaM -1 ~1lI胞の調1111包外基質の石灰化には 、 処 JJ1IHl始後 1 0 日日までの IL ・ 4 の作川]が必要か

つ卜分であることが明らかとなった。 1 1， - -1 の処理問 ~tì後 1 0 日日までに 、 Sa M - l細胞の発

現形質にm:wな変化があっ たと考えられる。 10IJ 11までに 1L--1がSaM-J細胞に対して及
ぼした作mとして、第一に、 11.--1がイlリらかの剤111.泡外基質の産生あるいは茶税を促進する
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こと、第二は、悲貿 lþ に:ær~lt するような何らかの生理的性物質の産生を 1L-4が誘導する

こと、第三に、 IL-4により細胞が非可逆的な変化を遂げたこと、が考えられる。処JU日

始後10日目までの 1L-4のSaM -1 ~jll 胞に対する作 JIJ のうち、この3点のいずれかに関わる

ものが、石灰化に重要であると考えられた。IL・41;1:、仙のサイトカインと同様に何らか

の遺伝子発読を澗節することにより細胞に作J1jし、その作用は短時rll]で!i&:f;見されると考

えられる 。また、細胞へ 1L -4を継続的に投与した場合、処理開始後初期の IL-4の作JTl

が何らかの細胞分化あるいは細胞外基質の蓄積を引き起こし、その後のIL・4の作用がさ

らに細胞に変化をもたらすことが繰り返されたと与えられる。 したがって、 1L-4のイ十月l

発現は培養日数で変化していく可能性があるので、複数の時点で作JIlを検討すべきであ

ると考えられた。以上より、 IL-4処理開始後111IIと51J目で、 IL-4により発現が促進

されるmRNI¥をDiffercnlial displayI:去をJIIいて淵ベた。

Differenlial display法の利点は、細胞より得た lolal RNAから cDNAを作製し、

["1'] -dCTP存在下でPCR法により均阿した DNA断片をDNAsequcncing gel上で泳動して

オートラジオグラフィーを行うことにより、発現立に変化のあるmRNAの候補が簡単に選

択できること、また選択された候補の塩基配列をおLみとれることである。一方、この方法

の欠点は、すべてのmRNA量の変化を姶うことは手法の原理上不可能であること、PCRによ

る増幅量の差で候補を選択するので、必ずしも実際のmRNAレベルの変化と一致しないこ

と、またsequcncing gelより選択されたPCR産物を切り出す際に、目線とするバンドの近

傍にある 411E関係の PCR産物が混入する恐れがあることである。しかし、本実験では、 lし4

によるSaM -1細胞の泣伝子発現の変化をすべて網縦することが目的ではなく、10日日以

降のコラーゲン産生の的大や石灰化に関係のある泣伝子の発見が日的であることから、

本法を用いて倹京を行なった。その結果、 rh1 L -4処叫により 1日日からVI~~I コラーゲン

の日1鎖のmRNAレベルが地加することがWJらかとなった。また、 VI型コラーゲンは、臼i

鎖、 a2鎖、日3f，j'iの三つのザプユニットで桃成されているが、これらのサブユニットの

10日目までのmRNAレベルの経H寺変化を調べたところ、 IL-4により、 a1鎖、臼2鎖のmRNA

レベルが5日日をピークにして促進された。 しかし、 a3il'iのmllNI¥レベルは 1L -4の影響を

受けず、 10日目にはほとんど免税が見られなくなった。したがって、 SaM -1細胞のVI型

コラーゲン蛋白は、 10n bI以降はほとんど陀生されず、 10日日までのilF.生量は、 a3鎖
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の合成量が過剰lであれば、IL-4により噌加すると考えられる。実際に V111~ コラーゲン

蛋白の落税は、 5日目および10FI日で11.-4により促進された。

V I 型コラーゲンは、 3本 jj'[ からなる倣剤lJ総Mf' コラーゲンで、 N末端と c末端1JIiJに大きな ~I'

コラーゲン性球状ドメインを持ち、中火にコラーゲン鰍ドメインがある。約JOOnmのダン

ベJレ裂の形状をしており、生w内ではダイマーまたはテトラマーを単位ーとして網目状に
広がる高分子を形成している 0・impl J 987) 0 dl'コラーゲン性部分には、 von

Wi Jl ebrancl因子のコラーゲン結合制'J\ ドメイン類似の椛 i立があり、さらに l岳波))~l蛋白質、

ribro n cclin lll ~ ドメイン、 Kun i lzR~ 日 r in c prolcasc inhihilo，に似た榊造がイF

在する多機能蛋白質であると予怨される (Chu 1988、Chu 1990、 sonaldo 1989a、

sona Ido 1 989b) 。 他の細胞外~r'Iと紡合しやすく、ヒアルロン般 (M cDcv i II 1991)、デ

コリンやパイグリカンなどのプロテオグリカン(Iliclanse l 1992)、1IWコラーゲン

(sonaldo 1990)なとと結合する。V1 I¥'!コラーゲンのコラーゲン様ドメインには、 J1個

のRGD配列が作在し、インテグリンを介した細胞後Jf能が高いことや細胞との相互作m

が活発であることが批isI)される (Van D引 Rcsl 1991)。実際、 VI型コラーゲンは平治筋

細胞や線維芽細胞ではRGD依存性に銭必する (Kielly 1992、 Pfaff 1993)。

以上のようなV1型コラーゲン分子の構造、性質から、 IL-4により SaMφl細胞層に早期l

に答積したVI型コラーゲンが、その後の基質蛋(1の書積や、細胞接着による細胞への作

用を介して細胞分化を進めることにより 、コラーゲン合成の埼力IIや石灰化誘導に関与し

ている可能性がある。VI型コラーゲンは成熟什にはほとんど合まれないが、 JJf:i_!'U 'l')には

多量に含まれ (Kccne 1 99 1 ) 、また，\iJ. -t.庁古 11 の l均~ー または仮'自における V111'!プロコラーゲ

ン a2j][ の m RNi\レベルは、成熟した'円必 t'll)~ に比較して著明に地加l している(l1 illun e n

1995 )ことから、 VI型コラーゲンは、'¥'}折部の仮'CJ'形成に何らかの役割を*たしている

と与えられる。

本研究において、 I L-4 の 'VJ 芽細胞に対する 2，~t1形成促進作用と石灰化誘導作用とにつ

いて検討した。占tff形成については、イJ1_ポ化の也伎の1LPTであるコラーゲンのAiEl:及び

茶碗を IL-4が高めることが示された。 イJ1_天化 i~滋につ いては、 IL - 4 が 1_j 1〆化の開始を

直接刺激するのではなく、より早いH年JYJに*llJ胞にワーえる影響が111]接i'J':Jに作川して石灰化

を誘導することがI~J らかとなった。特に、 IL -4 の早期の作用が、 他の」品質との親布I性が
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高く組1IJ.也接着能も高いVI型コラーゲンの訴杭を附加し、石灰化しやすい釧胞外法質の形

成、特にIElコラーゲンの産生、あるいは石灰化にI'IJけた'Vl芽細胞分化を促進する可能

性が考えられた。
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5. 結語

1. 1レ4は、ヒト fl.脱出来刊・芽細胞級制II}J包SaM. 1のコラ ーゲンの令成を、 mllN̂、制訳、

制訳f長引告白Ipのいずれのレベルにおいても附強して、コラーゲンの帯平氏を促進する。

2コンフルエントに迷したS"M. l細胞を 1L .'1を合む培地で培養す ると 20I~ liで石灰化

が誘導される。この細胞外基質のイ7灰化誘導には、培養開始後lO口口までの IL.4

の作用が必要かつ十分である。

3. 1 L. 4は、培養開始後 5日日をピークに、 SaM. 1細胞の VI~ コラーゲン a1鎖および

日2jjlのmRNA発現を促進し、 V1 Lí~コラーゲン蛋じ!の基質への蓄積を附加する 。
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6. Iヌ|表
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A B 

(kb) 

2.02一一

図 1:SaM-l細胞のIL-4RmRN̂の発現

SaM-lのcDNAを、 IL-4Ilの3' ~ I: コード領域のc DNAに対応する A、 Hの2種類

のprlmer sct を!日いて PCRでWII~日後、 agarose gel上で、泳lIiJJした。予11.lされ

る地中日産物の大きさは、それぞれ770bp、498bpで、ある。
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医12: lL-4のSaM-l純l胞の増殖に与える影斡
3000倒/weI I (4 cm2)のSaM.1車IIIJ胞をJ信組し、 24時間後よりo(口)、 0.3(・)また
は3.0(・)ng/mlのrhlし4を合む府地で然必し、 1，3，5，7，10日日の細胞数を計
測した。平均±棋準誤差(n=4)で表している(*: p<0.05)。
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2 。
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医13: SaM-l紺l胞のコラーゲン合成前性に及ぼすrhIL-1jの影響
SaM-l細胞をo(口)、 0_3(.)または3_0(・)ng/mlのrhlL-4を含む培地でlから20日
1/11培養した後、 *111胞を10flCi/mlの13HI-prol川巴とともにを 311寺川崎務し、主主一地と車111胞

府のCDPの放射前性を液体シンチレーションカウンターで計数した。それぞれμg

DNAあたりの平均±標準誤差 (n=4)で、表わしている(*:p<0.05、料 l】<0.01)。

20 

Time in culture (days) 
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図 4 : SaM-l網11胞のprolylhydroxylase活性に及ぼすrhIL-4

の影響

o(口)、0.3(・)および3.0(・)ng/mlのrhlL.4を含む培地で、1から21口1[1]培
養した細胞から酵素分画をtllll1¥し、 3，4，. [311]ーpro1 i ne を含んだ~Iõ水両変化コラ
ーゲンを基質として、 prolylhydroxylasc活性を測定した。酵素術性は、基質

より遊離した31120により表わされる。flgift白あたりの酵素活性を、平均±標準

誤差 (n=4)で表わしている(*:p(0.05、 件: p(O. 01)。
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図5: SaM-lの細胞陪のhydroxyproline畳に対する IL-4の作用
SaM.l細胞をo(口)、 0.3(・)または3.0(.) ng/mlのrhlL.4を含む培地でlから
30日間常発した後、 we11 (4cm2)あたりのhydroxyproline含量を測定した。平均
土標準誤差(n=3)で表している(キ p<0.05、 料・p<O.Ol)。
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α1(1)一一
α2(1)一一

Jミl:r/
Dose of IL-4 (ng/ml) 

図 6 新規に合成された I型コラーゲンの SDS-PAGE

fluorography 

SaM守1刻11胞をO、0.3および3.0ng/mlのrhlL-4で10日間格設した後、同じ

i投皮のrhlL-1[と200μCi/dishの[311)一pro1 i ncを合んだ培地で3JlIliljJ:;fうをし

た。刻lI}J包府をペプシンii'i化後、 j瓦析 して利たコラーゲン四分に対して

SDS-PAGE fluorographyを行なった。
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α1(1) 

s-actin 

図 7 : pro-α1 (1) mRNAのノザンブロット分析

SaM-UIII胞をOおよび3_0 ng/mlのrhlL-4で1から20日間培養した後、

pro-ロ1(l)およびs-aclinのcDN̂をフ'ロープとしてノザンプロットを行った。
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図8: IL-4によるSaM-l剥IIJ胞肝のCalcium沈着の促進
o (口)または3.0(・)ng/mlのrhlL.1¥を含む崎地でSaM.1細胞を10、lG、2
0、および30日間栴養し、 *111胞府のCalciunl沈活長をiJ!1J定した。平均土椋iR誤差
(11=4)で表している(*・ p<0.05、林 p<O.01)。
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A B 

C 

図 9 : IL-4を継続的に作川させた場合の培養30日日の

SaM-l細胞の位相差顕微鏡像とvon Kossa染色像

3.0 ng/mlのrhIし4を合む府地で、 SaM'UIll胞を301:1間階養した(ll、1))。

A、Cは無添加|の沼地で|百lじリ数椛必した創IIJJ0J汗である。八、 Bがfj'iAll来顕微
鏡{象 (xlOO)、C、1)がvonKossa染色像(x10)である。



T，'catment with 3.0 ng/ml ，'hIL.4 
day 0 f hal"Vest 

from day 0 to day 10 f，'oll1 day 10 to day 20 
20-/- (-) (ー) day 20 

20-/+ (・) (+) day 20 

20+/・ (+) (-) day 20 

20+/+ (+) (+) day 20 

T，'eatment with 3.0 ng/ml ，'hIL・4
day 0 f hal"Vest 

f，'ol11 day 0 to day 10 f，'ol11 day 10 to day 30 

30・/・ (・) (・) day 30 

30・/+ (・) (+) day 30 

30+/・ (+) (-) day 30 

30+/+ (+) (+) day 30 

表 1: IL-4の投与時期によるSaM.l細胞への影響の変化

上表の通り、培養開始後101]nで常地中への3.0ng.mlのrhIL.L[の添加lの有無
(+、-)を変更し、培養開始後20または30[1日のキIIIJJ包層のcalciull1、phosphorus、

hydroxyprol ine誌を測定した。
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図 10 一部の期間に1L-4を作用させた場合の培養20および30日目

のcalcium、phosphorus、hydroxyproline蓄積量
培養10日目で、 rhIL-4(3.0 ng/ml)の添加lの有無 (+、ー)を変更し、 20または30日間
培養した後、 細胞層のca1 c i um (・)、phosphorus(図)、hydroxypro 1 i ne (図)量をiJ!1J

定した。平均±標準誤差で表している。 (*:p<0.05、**: p<O.Ol、ただし
calcium量についての有意差)。



A 
Day 1 Day5 

(・)(+) (・)(+) 

4・ーDD-l

DD-3・・-
~DD-2 

B 
Day 1 Day5 

(・)(+) (・)(+) 

図11 Differential display法による rhIL-4で発現誘導

されるmRNAの検出
3.0 ng/ml の rhlL.4 の存在下(+)または ~I，存在下(ー)で I または 5 日間培

養した細胞から全RNAを111111¥し、 cONAを作製後、方法で示した種々の組み

合わせのsenseprlmerとanII scnse pr 1 merで[a"P].dCTP存在下にPCRを行

ない、反応液を ONAシークエンスゲル上で泳rr~) し、オートラジオグラフイー

を行なった。 2ITIIの実験で丙羽性のあったOD.1から00.11の一次候補を選

択した。そのうち、 00.1，2，3のバンドを示す。A: Ap.1と T(12)MTプライ

マ一、 s: Ap.1とT(12)MGフライマーの組み令わせで、ある。
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DD numbcr 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11恥f

1053 (bp) 
612 
495 
392 
345-291 
210 

図12 Differential display法:一次候補 PCR産物の再増

幅

一次候補のPCR産物をそれぞれに対して最初に用いたprimersetで、再増

幅し、泳動した。各候補のprimcrsetは以下の通りである。 00-1，2:

AP-1!T (12)MT、 00-3，4: AP-1パ(12)MG、 00-5: AP-2/T (12)MC、 00-6:
AP-3 /T(12)MT、 00-7:AP・4/T (12) MA、J)J)-8: AP -<1./T (12)Ml、 00-9，10・

AP-4/T(12)MA、 00-11:AP-4/1' (12) MG。
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図13 Differential display法ーノ ザン プロッ トによる

mRNA発現誘導の確認
3.0 ng/mlのrhlL-4の存在下(+)または非存在下(ー)で lまたは 5RIIIJ培

養した非lIIJJ包から1111出した10μgの会RNAをi永勤し、ノザンブロットを行なっ
た。一次候補のPCR産物をプロ ープにしてhybridizalionを行なった。バン

ドの現れたDO'1.2，3の紡栄を示す。



DD・3

αl(VI) 

DD-3 

G-CTGG-CTGGAC-TGAGAGCCCCTTGGTGCCACAGAGGGCGGTGTCTTACTAGAAACAAC 

: :::: :::::: ::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::: 
GCCTGGACTGGACATGAGAGCCCCTTGGTGCCACAGAGGGCTGTGTCTTACTAGAAACAAC 

2090 2100 2110 2120 2130 2140 

GCAAACCTCTCCTTCCTCAGAATAGTGA-GAGTTCGACG-TTTATCAAAG-CCCCCTTTC 

:::::::::::::::::::::::::::: : :::::::: :::::::::: :・.......
αl(VI) GCAAACCTCTCCTTCCTCAGAATAGTGATGTGTTCGACGTTTTATCAAAGGCCCCCTTTC 

2150 2160 2170 2180 2190 2200 

DD・3 TATGTTCATGTTAGTTTTGCTCCTTCTGTGTTTTTTTCTGAACCATATCCATGTTGCTGA 

αl(VI) 

DD-3 

αl(VI) 

:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
TATGTTCATGTTAGTTTTGCTCCTTCTGTGTTTTTTTCTGAACCATATCCATGTTGCTGA 

2210 2220 2230 2240 2250 2260 

CTTTTCCAAATAAAGGTTTTCACTCCCCAAAA 
-・・・・・・・.................. • ..........・............・.・.
CTTTTCCAAATAAAGGTTTTCACTCCTC 

2270 2280 2290 

図 14 : DD-3とpro-α1(vl) mRNAとのホモロジー

DD-3の配列をdid eoxy法で読みとり、その岱l~配列を Ge nßankデータベー

スに対してホモロジー検索したところ、pro-al (VI) mllNAとほぼ一致した。
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図 15 : VI型コラーゲンのα1、α2、α3鎖のmRNAレベルの経

時的変化

3.0 ng/mlのrhlL.4の存在下 (+)または非存在下(ー)で iから10日1I1J昭一義

したSaM.l細胞からlotalRN̂をJIIIII¥し、 Vl型コラーゲンの臼1、日2、α3まl'i

のcDNAに弁jし、ノ -1yンプロットを行った。
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図 16:IL-4によるタイプVIコラーゲン蓄積量の変化

3.0 ng/mlのrhIL.4の存在下 (+)または非存在下(-)で 5日間あるいは10日

[IJJ培養した細胞層を10首SDS/6M ureaで可溶化し、タイ プVIコラーゲン訟

をウエスタンプロット法をJTJい、継H守(I(]にfJMべた。現われたバンドは、日l

またはα2鎖の大きさに一致する140kDaで、ある。
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