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試料の調製法

脱脂イカ頭部軟骨
↓
プロテアーゼ消化
↓
除タンパク
↓
pH調整
↓
清澄化
↓
イオン交換
↓
脱塩・濃縮

 
（10kDa）

↓
凍結乾燥

分析方法

（1）

 
FACS Calliberによる細胞内サイトカインの検出
BMP
Osteocalcin

（2）BIAcoreによる培養液中サイトカインの検出
BMP
Osteocalcin

（3）Alizalin

 
Red染色

（4）ハイドロキシプロリンの測定
Woessner

 
の方法

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
コンドロイチン硫酸E（CS-E）は変形性膝関節症の進行を遅らせ、症状を緩和させる事が知られている。また、ヘパリン等の硫酸化多糖体（GAG）が骨芽細胞の分化に作用する事が報告されているがCS-Eに付いての詳細な検討が未だなされていない。そこで、我々はCS-Eの骨芽細胞に及ぼす効果を培養細胞を用いて検討した。イカ頭部軟骨に10量の脱イオン水を加えミンチ状にし、pHを8.0～8.5に調整しました。これにプロナーゼを加え50℃、36時間プロテアーゼ消化を行いました。pHを7に調整しTCAにて除タンパク後、1.75Mの塩化ナトリウムで洗浄し、予め平衡化したDowex-1に供しました。3.0Mの塩化ナトリウムにて溶出させ、10kDaのUFモジュールを用いて脱塩・濃縮を行いました。その後、凍結乾燥にて試料を調製いたしました。細胞は3T3-E1を用い、5％FBS加α-MEM培地にて培養後分化培地及び試料を添加し、培養を行いました。その後培養上清及び細胞を回収し、各種測定を行いました。細胞中のBMP及びオステオカルシンはフローサイトメーターにて、培養上清中のBMP及びオステオカルシンはBIAcoreを用いて測定した。また、細胞内へのカルシウムの取り込みはアリザリンレッド染色後、色素を抽出し415nmの吸収を測定しました。ハイドロキシプロリン量は塩酸加水分解後、Woessner（ロスナー）の方法に準じて測定しました。



Fig. 1 The effect of chondroitin sulfate E on the intracellular BMP production 
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
イカ頭部軟骨由来CS-Eを各種濃度になるように培地に添加し培養後、細胞内にBMPを発現している細胞の割合をフローサイトメーターにて測定いたしました。ポジティブコントロールとして20μg/ml添加のヘパリンを用いました。BMP発現細胞の割合は12日目が最も高く、50μg/ml添加で約10％と最も高い割合を示しました。ヘパリン添加では8日目に約2.5％でしたが50μg/ml添加では2倍以上の5.6％の割合を示しました。



Fig. 2 The effect of chondroitin sulfate E on the intracellular osteocalcin production
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
同様にオステオカルシン発現細胞の割合を測定いたしました。16日目の100μg/ml添加の割合が最も高く約3％とヘパリンの3倍の割合を示しました。これらの結果から、CS-E添加することでBMPの産生が誘導され次いでオステオカルシンの産生が誘導された事が示唆されました。



Fig. 3 The effect on BMP production by chondroitin sulfate E
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
培養上清中のBMP量は抗BMP抗体を固定化したBIAcoreセンサーチップを用いて測定いたしました。（1）には培地交換ごとの（2）にはそのトータル量を示しました。12日目の50μg/ml添加でその産生量が最も高くトータル産生量も実験期間を通して高い結果を示しました。



Fig. 4 The effect on ostocalcin production by chondroitin sulfate E
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
同様にオステオカルシン量を測定しました。BMPと同様に16日目に100μg/ml添加したものが最も高い値を示しました。トータル量に於いて濃度依存性が認められました。以上の結果から細胞内で産生されたBMPが培地中に放出されパラクリン、オートクリンとして作用している事が考えられました。また、BMPの産生がオステオカルシンの産生を誘導している事が示唆されました。



Fig. 5 The effect of various sulfated GAGs on osteocalcin and BMP production
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
次に、各種GAGを添加した時のBMP及びオステオカルシン産生細胞の割合を測定しました。Nアセチルグルコサミン、コンドロイチン硫酸A及びコンドロイチン硫酸Cは試薬を用い、それぞれ50μg/mlになるように培地中に添加し4日、及び12日間培養した後、フローサーとメーターにて細胞内にBMP及びオステオカルシンを産生している細胞の割合を測定いたしました。4日目ではCS-Eを添加した細胞にBMPの産生が誘導されていましたがそれ以外の細胞はコントロール、即ち無処置と同等の傾向を示しました。これに対して、12日目ではCS-Eを添加した細胞にオステオカルシンの産生細胞の割合が増加していました。これらの結果からCS-EにBMP及びオステオカルシン誘導作用があることが認められました。



Fig.6 Effects of various sulfated GAGs on mineralization (13 days)
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
各種GAGによる細胞内カルシウムの取り込みを測定いたしました。13日間培養を行った後コントロールを1とした時のそれぞれの割合を示しました。N-アセチルグルコサミン、CS-A、CS-C、及びヘパリンのそれはコントロールと同等の値を示しましたがCS-Eを添加した細胞は1.23と約20％の増加を示しました。この事からCS-Eには他のGAGには無い細胞内カルシウム取り込み増強作用があることが示されました。



Fig. 7 Effects of various GAGs on the collagen deposition (13 days)
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
次に、ハイドロキシプロリン量を測定しました。コントロールを1とした時のそれぞれの割合を示しました。カルシウムの取り込みの時と同様にN-アセチルグルコサミン、CS-A、CS-C、及びヘパリンのそれはコントロールと同等の値を示しましたがCS-Eを添加した細胞は1.2と約20％の増加を示しました。以上の結果からCS-Eには細胞にカルシウムの取り込み及びコラーゲンの産生を誘導させ修復を促進させる事が明らかとなりました。また、この作用はCS-E以外のGAGには認められませんでした。



Conclusion

CS-Eの骨芽細胞に及ぼす効果を3T3-E1培養細胞を用いて検討した。

(1) CS-Eを添加する事で細胞内BMP及びオステオカルシン量が増加し、

12日目の50μg/ml添加

 
でBMPの、16日目の100μg/ml添加で

オステオカルシンの産生量が最も高かった。

（2）培養上清中のBMP及びオステオカルシン量もCS-Eを添加する事で増加した。

（3）13日目において、細胞内カルシウム量及びヒドロキシプロリン量がCS-Eを

添加する事で最も高かった。

(4)

 
BMP、及びオステオカルシン産生に作用できるコンドロイチン硫酸はEのみ

であった。

以上の結果からイカ頭部軟骨由来CS-Eは骨芽細胞より骨形成因子の産生を誘導し、

骨芽細胞の分化を促進することが示され、変形性膝関節症の進行を抑制する事が

示唆された。

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
以上の結果を纏めますと以下のようになります。
我々はイカ軟骨由来CS-Eの骨芽細胞に及ぼす効果を3T3-E1培養細胞を用いて検討いたしました。
(1) CS-Eを添加する事で細胞内にBMP及びオステオカルシンを産生する細胞が増加し、12日目の50μg/ml添加 でBMPを、16日目の100μg/ml添加でオステオカルシンをそれぞれ産生する細胞の割合が最も高い事がわかりました。
（2）培養上清中のBMP及びオステオカルシン量もCS-Eを添加する事で増加しました。
（3）13日目において、細胞内カルシウム量及びヒドロキシプロリン量がCS-Eを添加する事で最も高く、それ以外のGAGにはこれらの作用が認められませんでした。
(4) BMP、及びオステオカルシン産生に作用できるコンドロイチン硫酸はEのみでありました。
以上の結果からイカ軟骨由来CS-Eは骨芽細胞より骨形成因子の産生を誘導し、骨芽細胞の分化を促進することが示され、変形性膝関節症の進行を抑制すると共に損傷を受けた部位を修復する事が示唆された。 
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