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【目的】ピア ル ロ ン酸分子1 の違い に よる骨肉種細胞の増殖

能、浸潤能に対する抑制効果を解析すること。

【対象な らびに方法】単層培養した骨肉腫細胞株 MG63 に各

種分子量の ピアル ロ ン酸を投与 し、対照との 比較をする。腫瘍

細胞増殖度を MIT　assay で、細胞、細胞周囲のヒアル ロ ン酸、

マ トリッ クス形成をピア ル ロ ン酸結合蛋白使用の染色と coat

assay で、ピアル ロ ン酸の細胞膜上 リセプタ
ー

である CD44

とピアル ロ ン酸合成酵素 HAS2 の mRNA 発現量を定量的 ・競

合的 RT−PCR で、　 MMP 活性を zymogram で、細胞混潤能を

matrigel　invaSion　assay で それぞれ解析した。

【結果】MIT 　assay では HA6 − HAI　2 及び高分子量ヒァル ロ

ン酸 （60 〜 120KDa）で 増殖抑制効果を認めた （P＜0．05）

が、HA4 では有意差を認めなか っ た 。 ピアルロン酸染色では

HA8 で特に細胞周囲マ トリッ クス の ピアル ロ ン酸蓄積が少な

く、Coat　assay でも HA8 で特に細胞周囲マ トリッ クス の形

成が抑制された。mRNA 発現につ い ては ピア ル ロ ン酸オ リゴ

糖間で は HAS2mRNA 発現量に差を認めず、　CD44 は HA4 で

発現の 上昇を認めた。Zynlogaram で は MMP2 活性を認め た

瓜 ヒアル ロン酸投与による影響は明らかでなか っ た。Mat屯el

invasion　 assay では トLへ8 以上で細胞浸潤能の抑制を認め

（P＜0．05）、特にHA8 で は著明な抑制効果を認め た 。

【結論】MG63 に対する細胞増殖、細胞濁潤能抑制効果は投

与するピアル ロ ン酸分子量に依存して い る。 特に HA8 では細

胞周囲のピアルロ ン酸リッチな マ トリッ クス 形成を阻害し、細

胞の濁潤能も抑制するこ とが明らか となっ た 。 細胞周囲の ヒァ

ルロ ン酸リッチな マ トリックス を制御する こ とで噌殖能 浸潤

能を抑制する可能性が示唆された。

　　　　　　　コ ラ
ー
ゲ ンゲル三次元培養における軟骨由来プ

　　A4
　　　　　　　ロ テオ グリカ ンが軟骨細胞に与える影響

Q 大鹿周佐
1，今 淳 L 石橋恭之

2，楠美智巳 3，田中正 則
3，藤 哲

2
， 高垣啓kl

（弘前大学医学部生化学第
一
講座

1，弘前大学医学部整形外科学講座
2，

弘前大学振 学部病理学第：覇 座
3
）

【目的】軟骨細胞は、単層培養を行 うと容易に軟骨と して の 形質を失

い線維芽細胞様細胞へ と脱分化する。従っ て、軟骨細胞の分化維持 の

ため、様々な合成高分 子や天然高分子が足場と して 開発さ礼 再生医

療 に応用されて きtG しかしながら、現時点で は十 分に満足で きるも

の はな く、さらな る有用 な足場の 開発が必要で ある。最近、細胞外 マ

トリッ クス主要構成成分の一
つ である プロテオ グ リカン が、細胞分化

や形態形成を缶1脚 する可 能性が報告されて い る。本研 究では、軟骨 由

来の プロテオグリカンが軟骨細胞の分化を維持で きるか検討した。

【対象な らびに方法】アテロ コラ
ー
ゲンゲル （高研） とサケ鼻軟骨か

ら精製 されたプロ テオグ リカン溶液を混合して コ ラ
ー
ゲンゲル を謂整

し、これに 日本白色家兎膝関節軟骨か ら分離 した培養軟 骨細胞を 1．5

× 105個包 埋 して三次元培養を行っ た。プロ テオグリカン溶液を混合

しない アテロ コ ラ
ー
ゲンゲル単独群 を対 照群 と した。各 条件下 に おけ

るゲル 内の生細 胞数測定、細胞外マ トリッ クス の組織学的評価及び軟

骨分化マ
ー
カ
ー

（Il型コ ラーゲン ， アグ リカ ン）遺伝子の発現を比較

検討 した。

【結果】アテ ロ コラーゲンゲル にプロテオグリカンを添加 した足場の

もとで軟骨細胞を培養した場合、対照 群 に比 較して、細胞の 増殖は増

大 して いた。組織学的に も軟骨の形態は維持され、しか も分 化マ ーカ

ーであ る II型 コ ラーゲン やア グ リカ ンな どの 遺伝子 は高く発現 して い

た。

【結 論】軟骨 由来 プロテ オグ リカ ンは、軟骨細胞の 増殖を促進し、そ

の 分化を維持する機能を有するこ とが示 された。軟骨 由来プロ テオグ

リカンは、軟骨形成における足場として、今後の再生医療に有用な可

能性が示唆された。

lnhibitめn　of　Proliferation　and 　Invasion　in　Osteosarcoma　CelI

凵ne
，
MG63 　byトblaluronan　C踊  osacchar剛es

Kozo　HosonQ　
1，　 Mitsutoshi　UchiヒDri　2，　 NaQki　ishiguro　

1，

Yohihiro　Nishldai

（
iDept ．Or廿K）p．Su鳴．Nagoya　LiniV．SChool　of　Med，2Northem

αinic　of　Nukata　Town）

Ef角（尤　σ「　cartilage｛めrived 　p賦 eqglycan 　  　　p剛 if  tbn　and

函 α10type 　ex     oF　outtUre」 （カ  d  tes　ernbedded 　in

oollagen　gel

舗 usa （勤shika1，　 At泓」shi　K 
1，　 YasuySki　Ishiba顋 i2，　 Tomomi

Kusumi3，　 Masanoh　Tanaka3，　 Saな〕shi　Toh2，　Keichi　Takagaki1

（
1Department

　 o「 Bi  hem｝sロy ，　 HiK）saki　 UniVasity　SChod　of

Medidne，2Departrner 庄 of （  （啣 c 　SUrgery
，
　Hirosaki　Un嚼 ty

翫   o「隔 dne，3Department
（f　％tldogy，卜駈rosaki 山 騰 ty

Schod　o「Mbdidne）

一 88一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


