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論文題目

Mechanical stress regulates chondrocyte proliferation and differentiation 

during endochondral bone formation 

（内軟骨性骨化における軟骨細胞の増殖、分化に対する機械的刺激の影欝）
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論文要旨 1 

［ 目 的 ］ 機械的刺激は 、 内軟骨性骨化 にお け

一 しし

る 軟骨細胞の 増殖 と 分化 を制御す る 重 な 因

しし』.▲▲ ——~ ←-．-．―-- -•• ••一--·-~·—し』—..しし』→-- 一 し』

の 1 つ であ る が そ の メ 力 一 ズム は未だ不

明 な 点が 多い。 本研究の 目 的 は、 軟骨細胞 が

末分化な細胞 か ら 肥大型細胞へ分化す る 過程

での機械的刺激の効果を 明 ら かにする ゞ と で‘ 

（＇ 1 あ る
゜

軟骨前駆細胞株 ATDC5 細胞 は、 イ ンス リ

ン 在下で軟骨前駆細胞 か ら 肥大型細胞へ と

分化す る
゜

今 回 ヽ 私た ち は、 分化段階の異 な

---------------------------------------------- ---

る ATDC5 細胞 機械的 刺 激 を加 え て ヽ 各分化段

----------------------------------- -―--- -- ----- -- --- --•--•--•-•..---→→—-•-―-··-··-．．→一--··----------→→ー一→●→ 一—→------- ---------------------- --------------------------

階 で特徴的な mRNA の発現 が ど の よ う に変 化

す る かを検討 し た。

［ 材料 と 方法］ ATDC5 細胞 をイ ン ス リ ン存在

（ （ I ＋ 群 ま た は非存在 下 （ I 群） で培養

し た 。 培義開 始後 4 7 ヽ 14 、 21 ヽ 28 日 目 に

形態観察 と プ ロ テオ グ リ 力 ン産生量の炭化 を

確認 す る た め ヽ 卜 ルイ ジ ンブル ア Jレ シ ア

ンブル 染色 を行っ た。 同時期 に 4 点 曲 げ 装

置を用 いて 0.5Hz 、 2800 μstrainの機械的刺激を 24 時

”- ． -- ••一ー·---- .-•…-- -.,...-----•-••••• ←- • .．．．----→---・ •••• -→ー・-- - ． 

間 負荷 し、 細胞増殖の指標 と 考え られ る ヒ ス

-.』-• ... 

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 



論文要旨 2 

卜 ン H4 、 増殖期 軟骨細 胞 の マ 力 と 考 え

~-.―..ー -・-・ ---~--··- →」＇ ―_ ← —- z- 言••一言→ 〒→ 言•--- -• 

れ る II 型 コ ラ ゲ ン ヽ ア グ リ 力 ン ヽ 肥 大 型 軟

·--~··-· ー・＿＿＿ ＿ 言ー▼ー• 一●● —•----- ---~--- ---・―’- ----•-』—-9- - - -••• - - •-- --- ．-・---·--·—-·-- - .― ... -·一 •Z - •• - —行』 一し』—→一·

骨細胞 の マ 力 と 考 え ら れ る X 型 コ ラ ゲ

ン
‘ 

そ れ ぞれ の mRNA の発 現 を確認 し た
゜

［ 結果 I 十 群 で は凝 領 域 を経 て ヽ 軟骨結

岳貝I] を 形成 し ヽ 培 後期 に 肥大型細 胞 が 認 め ら

(~ 1 れ
゜

方 I 群 で は 上 の形態変 化 は認

I 
め ず ヽ 細胞外 の は か つ た

゜
ヒ ス

卜 ン H4mRNA は ヽ 培 開 始後 4 日 日 に I 十 群 ヽ

・----------------―-- -----------------------------------------------—--------------·-·--—→一ー●ー●●ー●●ー→→一ー・→→ ••• •..一—•---•----―→ー一●ー→―--------------------------------- ----

I 群 と も に 機械 的刺激 に よ り 発 現 が 増

し た が ヽ 4 n 目 以 降 で は機械的刺激 の 効 果

め ら れ な か つ た II :If土il コ ラ ゲ ン mRNA は

I 十 群 で は ヽ 4 日 日 よ り 増加 し ヽ 21 n 日 で プ

---- - - - - - - - - - - - - - -

（ ラ 卜 と な っ た 機械的 刺激 に よ り 21 28 日

発現 が 増加 し た。 I 群 で は 7 「l 日 ま

------------------ ------------- --- --------- -------------- ---

展 の 増加 を認 め た が ヽ そ れ以 降 は 功冬＜ 
化 皿‘‘‘‘ 

ま た ヽ 機械的刺激の 効果 も認 め ら れ な か

゜
X 型 コ ラ ゲ ン mRNA は I ＋ 群 で は 7 

．．．．．．・・・-・・・・-------------

日 目 ま で徐 々 に 発 現 が 増 加 し た。 機械的

`~ ~” 

はそ の発現 を増加 さ せ、 特に 培養後 期 に

'——...—•—- --- -- --...．..．．-『・・.... - -- •- --．----- -

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 
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そ の 効果が よ り 強 ＜ 吾n心刃： め られた。 I 一群で も

•＋●＋＋．．．．ロ今●い 9 い 9 ー· •今“`’.,心”'ぃ. 、-・・・・・・・・・・ ・・・・ 、● 今●今 ,.. ... ... 

培 養期 間 が長 ＜ な る と I 十群 と 同様の傾向 を

．．．．ヽ•··- ・・・---・・ -”“雫●，．ロ．．．`＇ ，．ロ↓心いいい9い“い“』ヽ．．..................

め たが ヽ 機械的刺激に よ る 発 現量 増加
け`  I 

＋ 群 よ り 少 な か っ た。 ア グ リ 力 ン mRNA は ヽ I 

＋ 群 では 7 n 日 よ り 発現が増加 し ヽ 以後 は ほ

ぼプ ラ 卜 で あ つ た。 機械的刺激 に よ り 7 日

（＇ 

1 日 の み有 な発現の増加 が め ら れた。 I 

で も I ＋ 群 と 同様の傾向 を め た が ヽ そ の

発現 は I ＋ 群 よ り 少 な か つ た。

••“ ↓..＋●＋．．．．．．＋●ャ●＋．． ．．．今●..●今●今＋ロ●＋●＋●＋＋＋●＋＋●今●今..今今..今●今今十今．．今今.-今●，．

［ 考察 ATDC5 細胞は、 未 分 化 細 胞 か ら肥大型

胞ヘ と 分化す る 過程におい て 機械的刺激

--―--- ---- - -- ------- --------------------- ------------- ------- -----------------------------------------------------------―------------------------------ -----------------------------

に反応 し ヒ ス 卜 ン H4 II 型 X 刑土J コ ラ ゲ

ン ア グ リ 力 ン mRNA の発現を増加 さ せた。 そ

- - -------------------------------------------------------------------------------------.. ----------------------------------

（ 
の 反応性は細胞 の分化段階に よ り 異な り ヽ

ATDC5細胞が未分化な段階では増殖 を刺激 し ヽ

・----------―----- - --- ------- -- -------------- -- --• --------------------------------------------------------------- - --•一

分化が進んだ段階で は分化を よ り 促進す る

・ →一→ •一•-·-

向 に働 ＜ 、フー

と が示唆 さ れた。‘一

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 
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審 査日

論文審 査委員

（論文題目）

( （内軟骨性骨化における軟骨細胞の増殖、分化に対する機械的刺激の影響）

（論文審査結果の要旨）

上記の論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意義、学術的水

準につき慎重かつ公正に検討し、以下の審査結果を得た。

c
 

1.研究の背景と目的

機械的刺激が、長管骨の骨成長や、骨折治癒における内軟骨性骨化を制御しているこ

とは広く知られている。内軟骨性骨化は軟骨末分化細胞の増殖と凝集期、増殖期を経て

石灰化を行う肥大化軟骨細胞への分化、それに引き続く骨化で成り立っているが、それ

ぞれの分化段階での機械的刺激の効果やメカニズムは、未だ不明な点が多い。これらを

解明することは、骨成長不全や骨折の治療において重要な課題と考える。本研究の目的

は、軟骨細胞が未分化な細胞から肥大型細胞へと分化する過程における機械的刺激の効

果を明らかにすることである。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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2.研究内容

ATDC5細胞はインスリン存在下で軟骨未分化細胞から肥大化細胞へと分化する。 ATDC5

細胞をインスリン存在（I＋群）または非存在下（ I-群）で培養した。培養開始後 4、7、

14、21、28日目に形態観察とプロテオグリカン産生量の変化を確認するため、トルイジンブ

ルー、アルシアンブルー染色を行った。同時期に4点曲げ装置を用いて 0.5Hz、2800μstrain 

の機械的刺激を 24時間負荷し、細胞増殖の指標と考えられるヒストン H4、増殖期軟骨細胞

のマーカーと考えられる II型コラーゲン、アグリカン、肥大型軟骨細胞のマーカーと考えら

れる X型コラーゲン、それぞれの mRNAの発現量を確認した。

その結果、 I十群では凝集領域を経て、軟骨結節を形成し、培養後期に肥大型細胞が認めら

れた。一方、 1一群では上記の形態変化は認めず、細胞外基質の産生は僅かだった。ヒストン

H4mRNAは培養開始後 4日目に I＋群、 I-群ともに機械的刺激により発現が増加したが、

4日目以降では機械的刺激の効果は、認められなかった。 II型コラーゲン mRNAは、 1十群

では、 4日目より増加し、 21日目でプラトーに達した。機械的刺激により 21,28日目に発現

が増加した。 1一群では 7日目まで軽度の増加を認めたが、それ以降は変化無く、また、機械

的刺激の効果も認められなかった。 X型コラーゲン mRNAは1十群では 7-28日目まで徐々

に発現が増加し、機械的刺激はその発現を増加させ、特に培養後期にその効果がより強く認め

られた。 I一群でも培養期間が長くなると I十群と同様の傾向を認めたが、機械的刺激による

発現量増加は 1十群より少なかった。アグリカンmRNAは1十群では 7日目より発現が増加

し、以後はほぼプラトーであった。機械的刺激により 7日目のみ有意な発現の増加が認められ

た。 I一群でも I十群と同様の傾向を認めたが、その発現は I十群より少なかった。

これらのことより、 ATDC5細胞はインスリン存在下に軟骨未分化細胞から肥大型細胞ヘ

と分化し、その過程において機械的刺激に反応しヒストンH4、II型、 X型コラーゲン、アグ

リカン mRNAの発現を増加させた。その反応性は細胞の分化段階により異なり、 ATDC5細

胞が未分化な段階では増殖を刺激し、分化が進んだ段階では分化をより促進する方向に働くこ

とが示唆された。
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3.研究成果の意義と学術的水準

本研究は、内軟骨性骨化における軟骨細胞の増殖、分化に対する機械的刺激の影響を初め

て明らかにした。内軟骨性骨化は骨成長過程、骨折治癒過程などさまざまな病態に関与し、そ

の細胞学的な機序の解明は、それぞれの疾患の治療、再生医学に重要である。従って、本研究

はこれからの骨折治療や骨・軟骨再生医療における重要な基礎的研究であり、その学術的意義

は高いと考えられる。

以上により、本論文は学位授与に十分に値すると判断した。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。


