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論　文　内　容　要　旨

プロテオグリカソ(PG)およびその糖鎖部分であるグリコサミノグリカソ(GAG)は,骨形成および石灰

化過程において重要な作用を有することが示唆されてきた｡本研究では,骨形成に関与していることが報告さ

れているPG (decorinやbiglycan)のGAG鎖であるコンドロイチソ硫酸(CS)とその構造異性体である多硫

酸化CS (CS-E)の骨芽細胞分化および石灰化に対する作用について明らかにすると共に,骨形成タンパク質

(BMP)との相互作用についてヘパリンと比較検討した｡多硫酸化構造を有するCS-Eは,骨芽細胞様細胞

株MC3T3-El細胞の増殖,アルカリホスフアタ-ゼ(ALP)活性,コラーゲン産生(シリウスレッド染色

性およびハイドロキシプロリン量)および,アリザリンレッド染色による石灰化を促進したが,ノヘパリンは

ALP活性と石灰化のみを促進した. CS-Eと同様に, CSの構造異性体であるCS-Hおよび合成多硫酸化CS

(CPS)もMC3T3-El細胞の石灰化を促進した一方, CS-Dにはそのような作用は認められなかった｡ CS-E

の石灰化促進作用は,培養上清中の耐熱性タンパク質との相互作用によることが明らかとなり, CS-Eの活性

は抗BMP-4抗体の添加で著しく抑制された｡さらに, ちMP-4添加により誘導された石灰化に対しても,

CS-EおよびCS-Hはさらに促進的に作用した｡フルオレセインアミン標識GAGを用いた蛍光相関分光法に

より,石灰化促進作用を有するCS-E, CPSおよびヘパリンがBMP-4に対して高い親和性を有し, CPSお

よびヘパリンもBMP-4により誘導される石灰化をさらに促進することが判明した｡ CS-Eに加え,低分子

CS-E (分子量約2000Da : 8糖構造)においても, MC3T3-El細胞に対する石灰化促進作用およびBMP-4

との親和性が認められた｡ CS二糖分析結果から, MC3T3-El細胞は実際に多硫酸化構造を有するCSを産

生していることが明らかとなり,さらに,コソドロイチン硫酸を分解するコンドロイチナ-ゼを培地中に添加

して内因性のCSを分解することで,細胞の石灰化が大きく抑制された｡ BMP-4による石灰化誘導に加え,

CS-EはBMP-2, BMP-6あるいはBMP-7による石灰化をも促進した｡以上の結果から,内因性および外
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困性の多硫酸化CS (CS-E)は骨芽細胞の増殖および分化を促進することが明らかとなった｡さらに, CS-E

による骨芽細胞分化促進活性の作用機序の1つとして, CS-EがBMPファミリーと直接結合し, BMPの作

用を促進することに起因することが示された｡多硫酸化CSのBMP結合性および分化促進活性には･ N-ア

セチルガラクトサミンの4位および6位に硫酸基を有する,少なくとも8糖以上のCS構造が必要であると考

えられ骨形成および石灰化過程におけるこれらの多硫酸化CSの重要性が示唆された｡

審　査　結　果　要　旨

プロテオグリカソ(PG)およびその糖鏡部分であるグリコサミノグリカソ(GAG)は,骨形成および石灰

化過程において重要な作用を有することが示唆されてきた｡本研究では,骨形成に関与していることが報告さ

れているPGのGAG鎖であるコソドロイチソ硫酸(CS)とその構造異性体である多硫酸化CSの骨芽細胞分

化(石灰化)に対する作用について明らかにすると共に,骨形成タンパク質(BMP)との相互作用について

検討した｡多硫酸化構造を有するCS-Eは,骨芽細胞株MC3T3-El細胞の増殖,アルカリホスフアダーゼ

(ALP)活性,コラーゲン産生および石灰化を促進したが,ヘパリンはALP活性と石灰化のみを促進した｡

cs-Eと同様に, CS-Hおよび合成多硫酸化CS (CPS)も石灰化を促進したが, CS-Dは無作用であった｡

cs-Eの石灰化促進作用は,培養上清中のBMP-4との相互作用によることが明らかとなり,蛍光標識GAG

を用いた蛍光相関分光法により, CS-E, CPSおよびヘパリンがBMP-4に対して高い親和性を有することが

判明した｡ CS-Eに加え,低分子CS-E (CS-E 8糖)も石灰化促進作用およびBMP-4との親和性を示したo

cs二糖分析結果から, MC3T3-El細胞は多硫酸化CSを産生していることが明らかとなり,コンドロイチ

ナ-ゼを培地中に添加することで石灰化が抑制されたことから,内因性の多硫酸化CSも骨芽細胞分化に関与

していることが示唆された｡ CS-Eは, BMP-4による石灰化誘導に加え, BMP-2, BMP-6, BMP-7による

石灰化をも促進した｡

以上の結果から, CS-Eは骨芽細胞の増殖および分化促進作用を有し, BMPと直接結合してBMP活性を

調節していることが明らかとなった｡さらに, BMP結合性および分化促進活性には, N-アセチルガラクト

サミソの4位および6位に硫酸基を有する,少なくとも8糖以上のCS構造が必要であることが示唆された｡

cs_Eはヒト組織中にも存在する多糖で安全性も高いと予想され有用な骨形成促進剤と成り得る可能性があ

ると考えられる｡

本研究は, PGのGAG鎖であるCSおよび多硫酸化CS (CS-E)の作用により,骨形成タンパク質ファミ

リー(特にBMP-4)との相互作用を介して,骨芽細胞の前駆細胞が最終分化表現型である石灰化を星するま

でに分化促進されることを明らかにしている｡ CS-EとBMPが直接結合すること,並びにCS-Eは外因性･

内因性で骨芽細胞に作用すること等,多硫酸化CSに関する分子レベルの分化促進機序を明らかにしたことに

ょり,生理的骨形成機序を解明する上でも極めて重要な知見を提示したものといえる｡さらに本研究は今後の

再生医療材料開発における新しい見解を生み出す基礎資料を提供したものといえる｡よって本研究を博士(歯

学)の学位を授与するに相応しいものと判定する｡
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