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Abstract 

The behavior uf chondromodulin-I (ChM-I)， which is an antiangiogenic cartilage-specific extracel-

lular matrix protein， was investigated in cartilage tissue and in vitro. 

The localization of ChM-I in both cartilage tissue and cultured chondrocytes resembled that of 

type 11 collagen. ChM-I was not eluted from intact cartilage but was eluted from dissected cartilage 

into culture medium， inhibiting attachment to the culture dish and growth of endothelial cells. The 

ChM-I secreted from chondrocytes being after transiently retained on the cell membrane was solubil-

ized in the culture medium and solidified as an extracellular network. These results suggest that 

ChM-I is trapped by but not fixed on collagen fibrils in cartilage tissue and that it is essential for 

maintenance of the cartilage as avascular tissue， although it does not play a major structural role as 

an extracellular matrix of the cartilage framework. 

要 約

血管新生抑制作用を有する軟骨特有の細胞外マト

リックスタンパク質であるコンドロモジュリン-1 

(ChM-1)の軟骨組織および、軟骨細胞の培養系における

挙動を調べ， ChM-Iの軟骨における存在様式と役割を

検討した.

ChM-Iの局在は，軟骨組織および培養軟骨細胞の両

方において， 11型コラーゲンの局在と類似していた.

ChM-Iは，無傷の軟骨片からは溶出しなかったが，軟

骨基質を切開した軟骨片からは生理的条件下の培養液

中に溶出し，血管内皮細胞の培養ディッシュへの接着

受理 2000年 12月4日

と増殖を抑制した.軟骨細胞で合成された ChM-Iは，

一旦細胞膜上に保持された後に分泌され，細胞外に分

泌された ChM-Iは，生理的条件下の培養液中で可溶化

した状態で存在するとともに，網目状の細胞外基質と

して固相化された.これらの結果から， ChM-Iは，軟

骨組織ではコラーゲFン細線維に捕縛されて存在してい

るが固定不動化はされておらず，無血管組織としての

軟骨の恒常性維持にとっては必要不可欠な細胞外マト

リックス成分であるが，軟骨の骨格構造を維持する機

能は小さいと考えられた.

緒 C:II 

H甫乳動物の体内には，眼球の角膜，レンズ，硝子体

など遅栄養または無血管組織と呼ばれる組織が存在
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し，軟骨にも，特に関節軟骨は膨大な圧力を吸収する

機能ゆえに，血管と神経が存在しない.軟骨を無血管

組織として維持しているシステムの全容は明らかにさ

れていないが，血管新生抑制作用を有する軟骨特有の

細胞外マトリックス (ECM)タンパク質であるコンド

ロモジュリン-1 (ChM-I)が最も重要な役割を担って

いると考えられている(鈴木， 1996). ChM-Iは当初，

軟骨細胞の成長因子として発見されたが (HIRAKI et 

al.， 1991)，その後，血管内皮細胞の増殖阻害活性が明

らかにされ (HIRAKIet al.， 1997 A)，現在，癌の抗血

管新生療法，いわゆる「兵糧攻め」のための強力な武

器として，また，動物体に由来する生体医薬としての

開発が進められている (HIRAKIet al.， 1999 ;鈴木，

1999) .しかし， ChM-I ~こ関する研究は，遺伝子発現，

アミノ酸配列，生体内外での血管新生抑制効果に集中

しており (HIRAKIet al.， 1997B; HAYAMI et al.， 

1999 ; NAKAMURA et al.， 2000 ; YANAGIHARA et al.， 

2000) ，軟骨内での ChM-Iの存在様式等は明らかにさ

れていない.無血管・神経組織における ECMの特徴や

役割を明らかにすることは，畜産資源としての軟骨等

の付加価値を高めるためには極めて重要で、あり，本研

究では， ChM-Iの軟骨での局在や培養系での挙動を調

べ，軟骨における ChM-Iの存在様式と役割を検討し

た.

材料および方法

供試動物

屠殺場より入手した胎齢 5-7ヵ月のウシ胎子(4 

頭)より，肋軟骨および勝帯動脈を採取し，実験に供

試した.

軟骨片および組織切片の調製

疎性結合組織だけをを取り除いた無傷 (intact)の軟

骨片と軟骨膜も除去し切開した軟骨片(dissected)を

調製した.軟骨の組織切片は，無傷の軟骨片を OCTコ

ンパウンド (Tissue司Tek;SAKURA， Tokyo)に包埋

し凍結後， クリオスタット (CM 3000; Leica， Ger-

many)を用いて肋軟骨長軸を横断する厚さ 6μmに薄

切し，凍結横断切片として作成した.スライドグラス

に密着させた切片は，へマトキシリン・エオシン染色，

トルイジンブルー (TB)染色および免疫染色に供試し

た.

細胞の調製と培養

軟骨細胞は，切開した軟骨片をさらに 1mm角程度

に細切し，培養ディッシュに付着させ 3週間器官培養

し，軟骨細胞を軟骨組織片から遊出させる組織片遊出

培養法により調製した(黒木， 1990).血管内皮細胞は，

HOSHI and MCKEEHAN (1984)の方法により調製した.

すなわち，勝帯動脈内腔の血液を生理食塩水 (PBS)

で洗浄した後， 0.2%ディスパーゼ (Sigma，USA)を

含む PBSによる 37
0C.45分間処理により分離した細

胞を，血管内皮細胞として回収した.

上記によって得られた軟骨および血管内皮細胞は，

10%ウシ胎子血清 (FBS;]RH biosciences， USA) ， 

100 IU/mlペニシリン (Nacalai， Kyoto)， 100 mg/ml 

ストレプトマイシン (Nacalai)， 18 mM  HEPES 

(N acalai)を含む Dulbecco'smodified Eagle medium 

(DMEM; Sigma)を成長培養液として用い， 5 %C02， 

95%air，湿度 100%，3TCに設定した CO2インキュ

ベーター内で培養した.継代培養に当たっては， 1継

代で細胞数が倍加するょっに調整し，軟骨細胞では 3-

5継代細胞を，血管内皮細胞では 5-8継代細胞を実験

に用い，各実験は， 3重培養 (n=3) でふ行った.

ChM-1の溶出試験

無傷および切開した軟骨片 2種類を各々 6穴プレー

ト (BectonDickinson， USA)底面に付着させ，成長

培養液に懸濁した血管内皮細胞(4 X 104個)を播種し

た.培養 2，10， 12， 24および 48時間後に，軟骨片か

ら生理的条件下の培養液に溶出した ChM-Iが血管内

皮細胞に及ぽす影響を倒立位相差顕微鏡

(OLYMPUS， Tokyo)下で観察した.

ChM-1の培養系における挙動試験

分泌時および細胞外での ChM-Iの挙動を，培養軟骨

細胞の免疫染色と培地が細胞増殖に及ぼす影響によっ

て調べた.

軟骨細胞(5 X 103個)を 8穴のラブテックチャン

パースライド (Nalge N unc， USA)に播種し，成長培

養液を用いて 3週間培養後に免疫染色に供試した.

軟骨細胞を高密度に群生した状態に保ち， 4日毎に

回収した培養液を漉過 (ADVANTEC DISMIC-25CS; 

Toyo Roshi， Tokyo) し，軟骨細胞馴化培地として用

いた.血管内皮および軟骨細胞各 4X 104個を 6穴プ

レート (BectonDickinson)に播種し，成長培養液(コ

ントロール)と軟骨細胞馴化培地を用いて培養した.

各培養液は 2日毎に交換し，血管内皮細胞については

2日毎，軟骨細胞は 4日毎に細胞数を測定した.

免疫染色

軟骨の組織切片および培養細胞の免疫染色は，間接

蛍光抗体法によって行った.無処理およびグリコサミ

ノグリカン (GAG)を除去するために精巣由来のヒア

ルロニダーゼ (Biozyme，UK)溶液 (10mg/ml in 

PBS)で37
0

C，30分間処理した切片と培養細胞を PBS

で洗浄し， 10%ホルマリン (Wako，Osaka) を含む

PBSで 5分間固定し再度 PBSで洗浄した. Triton 

X-100 (Wako)を1%含む PBSに5分間浸漬した後，

o . 05 % Tween 20 (N acalai)を含む PBS(T-PBS)で
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洗浄し，非特異的反応を防止するために 3%カゼイン

(Nacalai)と1%BSA (Sigma)を含む T-PBS(フゃロッ

キング液)で3TC，30分間処理した.ブロッキング液

で希釈した一次抗体と 3TCで90分間反応させ T-

PBSで洗浄した後， 200倍に希釈した二次抗体(FITC

conjugated anti-rabbit IgG; Cappel， USA) と37
0

Cで

30分間反応きせた.染色標本は， T-PBSで洗浄後，

Perma Fluor (Lipshow， USA) で封入し蛍光顕微鏡

(OLYMPUS)で観察した.なお，一次抗体には， 20倍
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に希釈した anti-bovine chondromodulin-I (NA-

KAMURA et al.， 2000)と300倍に希釈した anti-bovine

type II collagen (LB・1297;LSL， Tokyo) を使用し

た

結果

ChM-1の軟骨組織における局在

ウシ胎子肋軟骨において，軟骨膜はエオシンにより

赤染され，軟骨基質は TBの異染色性により全体が紫

Fig. 1. Immunolocalization of chondromodulin-I and type 11 collagen in cartilage tissue. 
Cross sections of fetal bovine costal cartilage were stained with hematoxylin and eosin (A)， 
toluidine blue (TB; 8)， anti-ChM-1 (C， E， F) or anti-type 11 collagen antiserum (D， G， H) and 
photographed under a normal optical microscope (A， 8) or an epifluorescent microscope 
(C-H). E-H were treated with hyaluronidase before staining but A同 Dwere not. Matrix 
cartilaginea (MC) showed positive reaction with TB， anti同 ChM・Iand anti-type 11 collagen 
antisera， but perichondorium (PC) was not stained with them. Scale bars， 100μm. 
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Fig. 2. Inhibitory effect of dissected cartilage on the attachment and growth of endothelial cells. 
Bovine vascular endothelial cells were plated on culture dishes containing intact (A， C) or 
dissected cartilage (B， D)，and photographed after 2 (A， B) and 48 h (C， D) of culture under 
a phase-contrast microscope. Endothelial cells were attached to the culture dish around 
intact cartilage and increased exponentially， but they did not grow around dissected 
cartilage. Scale bars， 1 00μm. 

染されていた (Fig.1A， B). 無処理切片を用いた免

疫染色において， ChM-Iは軟骨細胞が存在する小腔周

囲だけが強い陽性反応を示し (Fig.1 C)， II型コラー

ゲンは小腔周囲の細胞領域基質に加え，領域間基質~，こ

おける散在性の陽性反応が観察された (Fig.1D). ヒ

アルロニダーゼ処理により GAGを除去した切片で

は，抗 ChM-IおよびII型コラーゲン抗体によって，軟

骨膜は染色きれていないが，軟骨基質は全体的に染色

され (Fig.1 E， G) ，拡大像においては，細胞領域基

質，領域間基質がほぼ、均一に両抗体により染色されて

いた (Fig.1 F， H). 

ChM-1の軟骨片からの溶出

軟骨膜を有する無傷の軟骨片の周囲では，播種2時

間後でも相当数の血管内皮細胞が培養ディッシュに接

着しており (Fig.2 A)， 48時間後には，指数関数的に

増殖した細胞によりディッシュ底面が覆われていた

(Fig. 2 C).一方，軟骨膜を除去し基質を切開した軟

骨片周囲では，播種2時間後にテY ッシュに接着して

いる細胞数が無傷の軟骨周囲に比して少なく， 48時間

後でも血管内皮細胞の顕著な増加は観察されなかった

(Fig. 2 B， D).図示はしなかったが，播種目時間後

には接着していた細胞が 12時間後には剥離する像も

観察されたが，切開した軟骨周辺でのこれらの現象は，

抗 ChM-I抗体 (IgG画分)を予め培養液に添加した場

合には観察きれなかった.

ChM-1の培養軟骨細胞層における局在

単層培養したチャンパー中央部の軟骨細胞は，抗

ChM-I抗体によって核以外の細胞質が染色されると

ともに，その細胞層上部では線維状の陽性反応による

比較的大きな網目構造が観察された (Fig.3A).一方，

中央部より細胞密度が高い辺縁部では，抗 ChM-I抗体

によって軟骨細胞外周部が網目様に強染されていた

(Fig.3 B).異なるチャンパーを抗 II型コラーゲン抗

体によって染色した場合も，細胞密度が比較的低い中

央部の細胞層上部では ChM-Iと類似した大きな網目

構造が観察され (Fig.3C)，辺縁部の軟骨細胞は核以

外の細胞質が点状に染色されていたが，細胞膜外周部

の染色像は観察されなかった (Fig.3 D). 
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軟骨細胞馴化培地が細胞の増殖に及ぼす影響

軟骨細胞馴化培地により，血管内皮細胞の増殖は抑

制され，軟骨細胞の増殖は促進された (Fig.4). コン

トロールの成長培養液による 8日間の培養によって血

管内皮細胞は， 4 X 104個から 6x105個に増加したの

に対し，軟骨細胞馴化培地中では半分以下の 2.8X105

個に達しただけであった.一方，軟骨細胞は，成長培

養液によっては 12日間で 2.8X105個に増加しただけ

だが，軟骨細胞馴化培地中では倍近い 5X 105個に達

していた.なお，これら軟骨細胞馴化培地の細胞増殖

抑制および促進効果は，抗 ChM-I抗体 (IgG画分)の

添加により中和された(図示せず). 

考 察

軟骨基質は， II型， IX型およびXI型コラーゲンか

らなるヘテロなコラーゲン細線維のネットワーク構造

を基本骨格として， ヒアルロン酸がこの骨格を縦横に

結ぴイ寸け，アグリカン等のフ。ロテオグリカンがその間

隙を充填することにより形成されている (BLASCHKE

et al.， 2000). ChM-Iは， ヒアルロン酸およびプロテ

オグリカンの GAG鎖を除去する事により， II型コ

ラーゲンと同様，基質全体での存在が観察された.従っ

て， ChM-Iは，軟骨基質において，コラーゲン細線維

に直接結合していると考えられ，このことは，単離し

たChM-Iがコラーゲンゲルに吸着されること (NA-

KAMURA et al.， 2000) および培養軟骨細胞層の免疫染

色において， ChM-IとII型コラーゲンは類似した細胞

外の大きな網目状に局在していたことによっても示唆

された.

しかし， ChM-Iは，コラーゲン細線維上に固定不動

化されてはいなかった.なぜなら， ChM-Iは，軟骨膜

を有し基質が損傷を受けていない無傷の軟骨片からは

溶出しなかったが，基質を切開した軟骨片からは，生

理的条件下の培養液に溶出し，血管内皮細胞の接着と

増殖を抑制したからである.さらに，軟骨細胞馴化培

地が血管内皮細胞の増殖を半減させ，軟骨細胞の増殖

を倍加させたことは，軟骨細胞で合成され培養液中に

分泌された ChM-Iは，細胞外の網目構造に固相化され

る以上の割合で可溶化した状態で培養液中に存在して

いることを示唆しており， ChM-I自体では固体化し難

いと考えられるからである.

一方， ChM-Iが生理的条件下で容易に組織から溶出

し，培養細胞から分泌された後も生理的条件下で可溶

化していることは， ChM-I は軟骨特有の ECMタンパ

ク質ではあるが，軟骨の骨格構造形成に対する寄与が

小さいことを意味している.この ChM-Iの軟骨におけ

る存在様式は， ChM-Iの軟骨細胞増殖促進活性と血管

新生抑制活性がいずれも液性因子として見い出された

Fig. 3. Immunolocalization of chondromodurin-I and type 11 collagen in cultured chondrocytes. 
Chondrocytes cultured for 3 weeks in growth medium were stained with anti-ChM・I(A， 8) or 
anti-type 11 collagen antiserum (C， D). The central regions (A， C) and the peripheral regions 
of culture chambers (8， D) are shown. Fibrous extracellular networks were observed in A and 
C. Scale bars， 1 00μm. 
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