
緒 言

矯正学的歯の移動では，メカニカルストレスによって

惹起される局所的な骨形成と骨吸収に伴う歯槽骨の骨改

造を生じる（Roberts，１９９４）．前者の骨形成において中

心的な働きをするのが，歯根膜あるいは歯槽骨骨膜に存

在する骨形成系細胞である．骨形成系細胞のひとつであ

る未分化間葉系細胞は，osteoprogenitor細胞，前骨芽細

胞，そして骨芽細胞へと分化していき，最終的には骨細

胞，flattening bone cellへの分化，あるいはapoptosisとい

う運命をたどる（Karsdal et al．，２００２）．この未分化間葉

系細胞から骨芽細胞への分化過程では，高い細胞増殖活

性が認められるが，骨芽細胞に分化した段階では骨芽細

胞はその増殖活動を停止し，骨組織に特徴的な様々な細

胞外マトリックスの産生，分泌および石灰化を行うよう

になる（Bianco et al．，１９９０；Ingram et al．，１９９３；Wilda

et al．，２０００；Kamiya et al．，２００１）．

骨組織の主要な細胞外マトリックスはコラーゲンと非

コラーゲン性タンパクであり，後者にはglycoproteinと

proteoglycanが含まれる（Fisher et al．，１９８７）．Proteogly-

canは，core proteinとそれに付着する糖鎖（glycosamino-

glycan；以下GAGと略す）からなり，core proteinのアミ

ノ酸配列の構造的特徴から大きく２つのタイプ，すなわ

ちmodular proteoglycanとsmall leucine−rich proteoglycan
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Abstract

To analyze the temporal changes in extracellular matrix components during the osteoblastic differentiation and calcification,

mRNA expression of bone−related small leucine−rich proteoglycans, decorin and biglycan,was examined in the mouse os-

teoblastic cell line MC3T3−E1, by real−time quantitative PCR with hydrolysis (TaqMan) probes. Comparisons were made be-

tween cells grown in the presence or absence of β−glycerolphosphate plus ascorbic acid−2−phosphate (calcification and non−

calcification groups,respectively) and between the early phase without calcification and the late calcification phase in the calci-

fication group. When calcification was stimulated, the expression of decorin and biglycan mRNA increased rapidly before cal-

cification, reached a peak at 7 days, and then gradually decreased in the late calcification stage (day21to day28). In non−calci-

fication group, however, the two mRNA levels were continuous increased up to day 28. These results suggest that the tempo-

rally differences in mRNA expression of the small leucine−rich proteoglycans reflect biological functions of the two proteo-

glycans in the processes of osteogenic differentiation and calcification.
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（以下，SLRPと略す）とに分類される（Iozzo and Mur-

doch，１９９６）．前者のmodular proteoglycanは様々な機能を

有するdomainから構成され，軟骨に特徴的なaggrecan，

線維芽細胞が産生するversican，脳組織に特異的なneuro-

canおよび brevicanがこれに属する（ Iozzo and Mur-

doch，１９９６）．

一方，後者のSLRPは，４０kD前後の短いcore proteinを有

し，６から１０個の繰り返し構造であるleucine−rich repeatを

含む（Iozzo，１９９９）．SLRPの代表的なproteoglycanである

biglycanとdecorinに関しては，そのアミノ酸と核酸配

列，糖鎖の構造が明らかにされ（Krusius and Ruosla-

hti，１９８６），様々な機能解析がなされてきた（Scott et

al．，１９９５；Danielson et al．，１９９７；Xu et al．，１９９８；Ameye

et al ．，２００２； Young et al ．，２００２； Ameye and

Young，２００２）．Biglycanとdecorinは，皮膚，腱，靱帯，

軟骨，骨などの様々な結合組織に存在し，biglycanは細

胞周囲に局在して主に細胞活性の調節に，decorinは細胞

外マトリックスの構築に深く関与していることが示され

ている（Bianco et al．，１９９０；Wilda et al．，２０００）．

本研究では，骨芽細胞の増殖，分化，石灰化過程にお

けるproteoglycanの発現様相および骨形成との関連性を

明らかにするために，株化骨芽細胞様細胞であるMC３

T３－E１の培養系における主要なSLRPであるdecorinと

biglycanのmRNA発現変化をRapid Cycle Real−Time PCR

法（以下Real−Time RT−PCR法と略す）によって検討す

ることを目的とした．なお，本研究では，proteoglycan

のmRNAの定量実験に先立ち，Real−Time RT−PCR法の

internal standardとして用いられるhousekeeping geneの信

頼性に関しても検討を行った．

材料および方法

１．細胞培養

MC３T３－E１細胞を１０，０００個／�の割合で播種
し，１０％FBS（Hyclone），penicillin（１０，０００U/mL）－

streptomycin（１０，０００µg/mL）（Gibco）を添加したα−MEM

培養液中，温度３７℃，湿度１００％，５％CO２，９５％空気下で

培養した．播種後２４時間経過した時点を０日目とし，前

述した培養液と同じものを用いて培養した（以下，石灰

化非促進群とする）．また，石灰化促進群にはascorbic

acid－２－phosphate（５０µg/mL）（Sigma）とβ−glycerol-

phosphate（５０mmol/mL；Acros,Geel,Belgium）（以下，β−

GPと略す）を培養液に付加した．培養液交換は３～４

日ごととし，試料回収を０日，２日，４日，７日，１４

日，２１日，２８日，３５日目に行った．

２．細胞数のカウント

培養終了後，細胞をPBSで洗浄し，０．１％tripsin−EDTA

（Gibco）を培養条件下で数分間作用させた後，振盪して

細胞をシャーレより剥離した．細胞数が増加し，何層に

も積層した１４日以降の細胞は０．１％tripsin−EDTAだけで

はシャーレから剥離して細胞を分離することが困難であ

ったため，０．１％collagenase（Wako）を培養条件下で３０分

から６０分間作用させた後，０．１％tripsin−EDTA処理を行っ

た．この細胞懸濁液中の細胞数を血球計算盤でカウント

した．

３．Alkaline Phosphatase（ALP）活性

培養終了後，細胞をPBSで洗浄し，０．２％NP－４０／１０

mM/L MgCl２で溶解した．ピペットでホモジナイズ

し，ウルトラソニケーター（Ohtake Works）にて超音波

破砕した．その後，４℃，１５００gで１０分間遠心し，上澄みを

測定に用いた．ALP活性の測定は基質緩衝液にp−nitro-

phenylphosphateを用いる Bessey − Lowly法（ Bessy et

al．，１９４６）に基づいて行った．試料を１００µLずつ９６穴プ

レートに加えたあと，基質緩衝液を２００µL加えて，プレ

ートリーダーETY－３００（Toyo Sokki）を用いて波長４１０

nmで吸光度を測定した．タンパク質の定量はBCAを用

いて測定し，ALP活性の測定結果をノーマライズした．

４．Alizarin Red−S（AR−S）濃度の測定

培養終了後，細胞をPBSで洗浄し，氷冷した７０％エタ

ノールにて６０分間固定した．蒸留水で洗浄後，４０mM AR

−S（pH４．２）で１０分間染色し，蒸留水で５回洗浄後，

PBSにて１５分間振盪下で洗浄した．その後，１０％ ce-

tylpyridinium chloride（CPC）／１０mM sodium phosphate

（pH７．０）で１０分間脱色し，上澄みの吸光度を５６２nmで測

定した．

５．mRNAの抽出とreverse transcription

培養終了後，細胞をPBSで洗浄し，RNeasy Mini Kit

（Qiagen）を用いて total RNAを抽出した．その際，

genomic DNAの混入を防ぐためにDNase処理を行った．

抽出した total RNA濃度を分光光度計GeneQuant Pro

（Amersham Biosciences）で測定し，１µg/µLに調節した

後，Omniscript RT kit（Qiagen）を用いてreverse tran-

scriptionを行った．

６．MC３T３－E１細胞におけるinternal standardの信頼

性の比較検討とproteoglycan mRNAの定量

Target mRNAを定量する際のnormalizeに用いるinternal
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standardの発現の安定性を確認するために，housekeeping

geneであるGAPDH,cyclophilin Aに対するcDNAの１０８から

１０１コピー数の連続希釈系試料を作製し，TaqMan probe

を用いたReal Time RT−PCRを行った．各試料における

両分子のmRNAを定量し，それぞれのCt値で比較した．

同様に２つのproteoglycanについてもmRNAを定量し，

GAPDH１０３コピー数に対するproteoglycan cDNAのコピー

数を算出した．Target geneおよびPCR反応に用いた

primerを表１に示す．

mRNAの定量にはGeneAmp５７００Sequence Detection

System（Applied Biosystems）を使用し， denature：

９５℃，１５秒，annealing：６０℃，１分，サイクル数を５０回と

した．また，反応試薬としてTaqMan universal PCR mas-

ter mix（Applied Biosystems）を用いた．

結 果

１．MC３T３－E１細胞の細胞増殖

両群とも類似した曲線を示し，０日から１４日まで細胞数

は増加したが，その後減少傾向がみられた（deta not

shown）．

２．MC３T３－E１細胞のAlkaline phosphatase（ALP）

活性

両群ともに０日から１４日までALP活性は増加し，その

後低下したが，石灰化促進群での活性の減少傾向が著し

かった（deta not shown）．

３．MC３T３－E１細胞のAlizarin（AR−S）濃度

石灰化非促進群では０日から３５日までほとんど変化が

見られなかったが，石灰化促進群では１４日以降，AR−S

濃度の急激な増加がみられた（deta not shown）．肉眼的

観察では石灰化促進群の２１日でAR−S陽性のnoduleが部

分的にみられ，３５日ではディッシュ全体に強陽性反応が

広がった（図１）．石灰化促進群で見られるAR−S陽性

noduleは非促進群では全く認められなかった．

４．Real−Time RT−PCR法におけるinternal standardの信

頼性の比較検討

標準曲線のスロープ値，直線性，Ct値に関する数値を

表３に示す．Ct値とはPCR産物の蛍光強度を検出するこ

とが可能になった時点のサイクル数である．Internal

standardであるGAPDHとcyclophilin Aそれぞれの連続希

釈系に対する標準曲線を比較すると，両者とも直線を示

したが，スロープの傾斜度はGAPDHの方が理想値に近

かった（図２）．また，RNA量でnormalize（１µg/µL）

した０日から３５日までの非石灰化群および石灰化群各サ

ンプルについて蛍光強度曲線のCt値を比較すると，

GAPDHのばらつきが小さかった（図２，３）．これらの結

果からcyclophilin AよりGAPDHの方がinternal standardと

して適当と考えられた。

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 25� 2006

表１ 骨組織に関連するproteoglycanの特徴

図１ MC３T３－E１細胞のAlizarin Red−S（AR−S）染色
a培養７日．促進群（左）と非促進群（右）にほとんど差は認められない．b培養２１日．促進群にはAR−S陽
性のnoduleが認められる．c培養３５日．促進群のAR−S陽性のnoduleが増加するが，非促進群ではnoduleを認
めない．

６５

（６５）
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５．MC３T３－E１細胞の石灰化促進群と非促進群にお

けるproteoglycan mRNAの発現変化

Decorin mRNAは，培養直後から増加を始め，石灰化

非促進群では１４日まで増加したのちプラトーとなった．

一方，促進群では同様に７日をピークに増加したの

ち，３５日にかけて減少した（図４）．Biglycan mRNAも，

培養直後から増加をはじめ，石灰化非促進群では２８日ま

で高いレベルを維持し，３５日で急激に低下した．一方，

促進群では７日をピークとする一過性の上昇であった．

（図５）．

６．MC３T３－E１細胞の石灰化促進群と非促進群にお

けるdecorin mRNAの発現の比較（培養２８日）

両群の２８日目における，両proteoglycanの発現量を比

べてみると，biglycan mRNA発現量は石灰化促進群が非

促進群の７．２％，decorinでは１９．４％の値を示した（図

６）．

考 察

１．Real−Time PCRを用いたmRNAの定量

Real−Time RT−PCRには，（１）double strand DNAに結

合することによって蛍光を生じるSYBR Green Iという

色素を用いる方法，（２）primer間に特異的な配列の

TaqMan probe（exonuclease probe）を設計し，その両端

に蛍光色素とそのquencher色素を付けたprobeを反応さ

せ，Taq polymeraseの５’－exonuclease活性によって

probeが加水分解され，両端の色素が離れることによっ

て蛍光を発することを利用する方法，および（３）

primer間に特異的な配列をもつ２つのhybridization probe

を反応させFRET反応を利用する方法の３つがある

（Wittwer，２００１）．本研究において適用したTaqMan porbe

法では，primer dimerおよび非特異なPCR産物が反応中

に形成されても，目的とするcDNAに特異的なprobeがそ

れらには結合しないため，特異的かつ感度の高い手法で

あるとされている（Wittwer，２００１）．本研究においても

Kohei TAIMA et al.／Quantitative mRNA analysis of decorin and biglycan during differentiation and calcification in MC３T３－E１cells

表２ 培養期間中における２種類の internal standard
mRNAのslope値，correlation値，およびCt値の標
準偏差（SD of Ct）

図２ GAPDH,cyclophilin Aに対する連続希釈系を用いて描いた標準曲線MC３T３－E１細胞から抽出した試
料で描いた蛍光強度曲線
GAPDH（上段），cyclophilin A（下段）ともに標準曲線（左）は直線を示したが，スロープの傾斜度
はGAPDHの方が理想値に近かった．また，mRNA量を１µg/µlで揃えた０日から３５日までの石灰化非
促進群，石灰化群各サンプルのCt値（右）はGAPDHの方がばらつきが少なかった．

図３ 石灰化非促進群，促進群の培養期間におけるCt値
Total RNA量をnormalizeしたRTで得られた試料を用いて，cyclophilin AとGAPDHについてreal−time
RT−PCRを行った．Ct値のばらつきはcyclophilin Aと比較して石灰化非促進群，促進群ともにGAPDH
の方が小さかった．

６６

（６６）

／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２５巻１号／本文／０６３‐０７２　泰間　株化骨芽細胞様  2006.07.25 10.52.23  Page 66 



GeneAmp５７００を用いてTaqMan probe法を適用した場合

には，少なくとも１０１コピーまでのcDNAの定量が可能

であることが明らかになった（data not shown）．

前述したように，Real−Time RT−PCR法はmRNA発現

の定量に優れた方法ではあるが，conventional PCRを基

本とした従来のすべての方法とも共通する問題点が指摘

されている．Real−Time RT−PCR法では，すべての試料

におけるGAPDHなどのhousekeeping geneの発現量が一

定であるという考えに基づき，tareget geneの発現量を計

算している．しかし近年，実験条件，あるいは組織，細

胞系の違いによって一般的に用いられている internal

standardが変動を示し，定量化における絶対的な基準と

はなり得ないことが指摘されている（Medhurst et

al．，２０００；Bustin，２００２）．この点に関して，Bustinは，in

vitroの実験系におけるinternal standardとして２つ以上の

housekeeping geneを選択して，その実験条件における変

動を検討し，normalizeを行うことを推奨している．

本研究では，骨系培養細胞のPCR法でよく用いられて

いるhousekeeping geneであるGAPDHとcyclophylin Aにつ

いてその変動を検討した．その結果，前者のGAPDHに

おいて培養期間を通じての発現量（cDNAのコピー数）

の変動が少なく，またPCR効率を表すslope値も理想であ

る－３．３（Medhurst et al．，２０００）に近い値を示したこと

から，本研究ではGAPDHをinternal standardとして用い

た．

２．骨芽細胞用細胞MC３T３－E１の分化・石灰化につ

いて

MC３T３－E１細胞は，出生直後のマウス頭蓋冠から

クローニングされた８つの細胞系の一つである（Ko-

dama et al．，１９８１）．この細胞系の特徴は，高いalkaline

phosphatase活性を伴う骨芽細胞への分化能と石灰化能

（Sudo et al．，１９８３），および高いコラーゲン合成能

（Chung et al．，１９９２）を有することであり，in vitroの実

験系における石灰化過程の研究に最も多く利用されてい

る細胞系の一つである．

MC３T３－E１細胞は，ascorbic acidとβ−GPを含む条

件下で，骨芽細胞の表現形をより高度に発現し，石灰化

した細胞外マトリックスを産生することが知られている

（Marsh et al．，１９９５）．この細胞系での石灰化過程には細

胞周囲におけるコラーゲン基質の蓄積とその成熟が必要

であり，ascorbic acidが欠如した条件下ではコラーゲン

基質の蓄積が低下し，生理的な石灰化ではなく細胞間あ

るいは培養液中における異所性の石灰化が出現する

（Marsh et al．，１９９５）．また，本研究においても同様の結

果が得られているが，２つの添加試薬が無い状態では，

ALPase活性の上昇はみられるが，培養３０日においても

石灰化物の形成は認められないことを報告している

北海道医療大学歯学雑誌 ２５�平成１８年

図６ 培養２８日における石灰化非促進群と促進群におけるproteoglycan
mRNAの発現の比較
SLRPであるbiglycan（n＝３）mRNA発現量は石灰化促進群が非
促進群の７．２％，decorin（n＝３）では１９．４％と低い値を示してい
た．（n＝３；mean±SE）

図４ MC３T３－E１細胞におけるdecorin mRNAの発現変化
促進群，非促進群ともに７日までは同様の変化を示している
が，１４日以降顕著な差が認められた．非促進群では１４日まで増加
し，以降プラトーとなった．一方，促進群でのdecorinの発現では
７日から減少傾向がみられた．（n＝３；mean±SE）

図５ MC３T３－E１細胞におけるbiglycan mRNAの発現変化
促進群では培養直後から急激な増加をはじめ，７日でピークとな
り，その後２１日まで減少し，その後はプラトーとなった．一方，
非促進群では，２１日まで増加を示し，その後は減少を示し，３５日で
ほぼ促進群と同じ発現量まで低下した．両群では，石灰化期であ
る２１日と２８日の発現量に顕著な差が認められた．（n＝３；mean±
SE）
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（Marsh et al．，１９９５）．そこで本研究では，培養液中への

ascorbic acidとβ−GPを付加の有無により，石灰化促進群

と石灰化非促進群に分け，両群の各成長・成熟段階にお

けるdecorinとbiglycanのmRNA発現の変化様相を比較検

討した．

Ascorbic acidとβ−GPの存在下では，MC３T３－E１細

胞は石灰化骨基質の形成に到る３つの相に分けられる成

熟過程を経る（Quarles et al．，１９９２；Choi et al．，１９９６；

Raouf and Seth，２００２）．この成熟過程の第一相は，培養

９日から１０日まで続き，前骨芽細胞様細胞の活発な増殖

を示す．この時期には，MC３T３－E１細胞はc−fos,c−

myc,Est－１などの細胞周期に関連する遺伝子を発現す

る（Choi et al．，１９９６；Raouf and Seth，２００２）．次の第二

相は１１日から２５日の培養期間であり，細胞はconfluent

後，Ⅰ型コラーゲン，fibronectin,osteonectinなどの基質

関連遺伝子を発現する（Quarles et al．，１９９２；Choi et

al．，１９９６；Raouf and Seth，２００２）．第三相は，２５日以降で

あり，石灰化に関連するosteocalcin, bone sialoproteinの

発現が認められるようになる．本研究での細胞数，ALP

活性およびAR−S反応の推移をみると，第一相（増殖

期）は培養後７日間での間，第二相（基質形成期）は８

日から２０日，第三相（石灰化期）は２１日から３５日に対応

していた．したがって，本研究の石灰化促進群における

MC３T３－E１細胞の成長・成熟・石灰化過程は先の研

究のものとほぼ一致していた．本研究の石灰化非促進群

についてみると，培養３５日目でAR−S反応がほとんど培

養初期と同じ値を示したことから，非促進群での第三

相，すなわち石灰化相は無いものと判断できた．

３．Decorinとbiglycanの骨形成との関わり

DecorinはⅠ型，Ⅱ型，Ⅲ型コラーゲン，fibronectinな

ど，他の細胞外マトリックスとの結合能を有し，マトリ

ックス形成，細胞接着，細胞増殖などに関与しているこ

とが知られている（Scott and Haigh，１９８５；Scott et

al．，１９９５；Kuc and Scott，１９９７）．Vogel and Trotter

（１９８７）は，牛腱から抽出したdecorinの存在下ではコラ

ーゲン原線維の形成速度が抑制され，また形成されたコ

ラーゲン原線維の直径も減少することを報告した．一

方，Kuc and Scott（１９９７）は，牛関節円板あるいは皮膚

から抽出したdecorinを用いた同様の研究から，decorinは

コラーゲン原線維の直径を増加させることを示した．こ

のように，decorinのコラーゲン原線維形成に及ぼす影響

に関しては統一された見解が得られずにいたが，最近の

decorinのknockout mouseを微細構造学的に検討した研究

から，decorinが欠如した状態では，コラーゲン原線維の

直径には大きな影響がないものの，原線維の太さが不均

一になることが明らかにされた（Danielson et al．，１９９７）．

一方，biglycanの機能については不明の点が多いが，in

vitroの研究では，biglycan分子がⅠ型コラーゲン原線維

の表面上に集結し，その直径を増加させることが示され

た（Scott et al．，１９９５）．

本研究でのMC３T３－E１細胞の石灰化促進群におい

てdecorinとbiglycanの発現が高かったのは，培養７日ま

でであり，コラーゲン産生が盛んなマトリックス形成期

（Quarles et al．，１９９２；Choi et al．，１９９６；Raouf and

Seth，２００２）にはそれらの発現が低い傾向を示した．し

たがって，骨組織のコラーゲンを中心としたマトリック

ス形成期においては，両proteoglycanのコラーゲン原線

維形成への関与は低いものと考えられる．しかし，

decorinとコラーゲン原線維の形成との関係をin vivoの実

験系で詳細にみた研究では，intact decorin（GAG鎖の結

合したdecorin）によるコラーゲン形成速度の減少および

chondroitinase ABC処理後のcore proteinだけによる同様

の抑制効果が認められた（Kuc and Scott，１９９７）．したが

って，増殖期に一過性に増産されるdecorinが，あるいは

biglycanも含まれる可能性もあるが，増殖期におけるコ

ラーゲン線維の形成を抑制している可能性が指摘でき

る．

ヒトあるいは牛骨由来の小型proteoglycanのアミノ酸

および核酸配列の解析から，骨にはdecorinとbiglycanの

高い発現があり，そのGAG側鎖であるchondroitin－６－

sulphateとわずかなchondroitin－４－sulphateが存在する

ことが明らかにされている（Fisher et al．，１９８７；Wad-

dington and Embery，２００１）．免疫組織化学的研究から，

成人ヒトの骨では，decorinは骨小腔や骨細管の周囲，静

止期ハーバス管に限局していたのに対し，biglycanは皮

質骨や骨梁に広く分布していることが報告されている

（Ingram et al．，１９９３）．他の免疫組織化学的研究において

も，２つのproteoglycanは骨芽細胞および類骨に存在する

ことが確認されている（Bianco et al．，１９９０；Kamiya et

al．，２００１）．また，in situ hybridizationを利用した研究で

は，decorinは骨膜全層にわたって比較的均一な発現を示

すのに対し，biglycanは骨形成系の細胞が存在する骨膜

内層に限局することから，decorinはfull−timeで関与する

マトリックス構成要素であるのに対し，biglycanはマト

リックス形成以外の細胞活性に関与することを指摘して

いる（Bianco et al．，１９９０）．

このようにdecorinとbiglycanは，骨芽細胞を含む骨系

細胞の産生する主要な非コラーゲン性タンパク質であ

り，骨組織の石灰化過程への影響に関して，従来からい

泰間康平 他／株化骨芽細胞様細胞MC３T３－E１細胞の分化・石灰化過程におけるデコリンとバイグリカンのmRNA発現６８
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くつかの研究が行われてきた．Scott and Haigh（１９８５）

は，腱や皮膚などの軟組織結合組織に存在するのはder-

matan sulphate proteoglycanであるのに対し，骨や象牙質

などの石灰化組織ではchondroitin sulphate proteoglycanを

もつことから，dermatan sulphateを有するdecorinあるい

はbiglycanに石灰化抑制作用があることを提唱した．但

し，この時点では，decorinとbiglycanのアミノ酸配列の

断片的な情報しかなく，chondroitin sulphateとdermatan

sulphateが２つのproteoglycanのGAG鎖であることは明ら

かになっていなかった．その後，骨組織の石灰化過程に

果たす機能に関して，in vitroの実験系を中心として研究

が行われた．

Mochidaら（２００３）は，decorinが石灰化を抑制するこ

とを報告している．これに対し，Fisherら（２００４）は，

decorinが動脈平滑筋細胞における異所性の石灰化を促進

することを報告しているが，これはあくまでも非生理的

な石灰化過程での結果であり，このことを直接in vivoの

石灰化過程での現象としてみなすことはできない．

一方，in vivoの実験系に目を向けてみると，Youngら

（２００２）のdecorinのknockout mouseを用いた骨形成に関

する研究では，コラーゲン原線維の形態には異常を来す

ものの，骨形成，石灰化への影響はなかったとしてい

る．また，先天的な骨の脆弱を主徴とするosteogenesis

imperfecta（OI）の症例の非コラーゲン性タンパク質の

特徴を正常者と比較した研究では，decorinの発現量に差

は認められなかったとしている（Vetter et al．，１９９１）．

一方，biglycanのknockout mouseでは，生直後は骨格系

に異常な所見は認められないものの，加齢に伴い骨粗鬆

症や早発関節炎に類似した表現型を示す骨減少症，腱の

異所性石灰化の進行が認められた（Xu et al．，１９９８；

Ameye et al．，２００２；Ameye and Young，２００２）．また，

biglycan−knockout mouse由来の骨芽細胞は，BMP－４と

の結合能を消失し，BMP－４の刺激に対するsensitivity

が減少している．その結果，骨芽細胞の分化を誘導する

転写因子であるCbfa１の発現の低下による骨芽細胞の分

化が抑制されることを示した（Chen et al．，２００４）．こ

れらのknockout mouseを用いた研究は，biglycanが主に

骨芽細胞の分化過程に対して促進的に作用していること

を示しているが，knockout mouseでは他のproteoglycanの

補償的，代償的な発現の亢進も生じることから（Corsi

et al．，２００２；Ameye and Young，２００２），decorinとbigly-

canが直接的に石灰化過程へ抑制的に作用しているかは

不明である．

本研究でのbiglycanとdecorinのmRNAの発現をみる

と，両者は類似した変化様相を示し，mRNAは増殖期に

増加，増殖期末期（培養７日目）にピークを示し，その

後の基質形成期（８日から２０日）と石灰化期（２１日から

３５日）では経時的に減少していくパターンを示した．ま

た，石灰化促進群と非促進群の培養２８日目における発現

を比較すると，石灰化促進群のbiglycanは非促進群に対

し７．２％，decorinは１９．４％の低い発現を示していた．し

たがって，MC３T３－E１細胞のmRNAの発現様相から

判断すると，biglycan, decorinとも，骨の石灰化には不要

であり，石灰化期には発現が抑制されることが考えられ

る．このことは，いくつかの in vitro（ Chen and

Boskey，１９８５； Severson et al．，１９９５； Mochida et

al．，２００３）およびin vivo（Hoshi et al．，１９９９）の研究で

の所見とも一致している．

ラット骨由来の骨芽細胞１次培養系を用いてbiglycan

とdecorinのmRNA発現をconventional RT−PCRで半定量

的に解析した研究（Waddington et al．，２００３）では，本

研究で得られた結果と異なるパターンを示している．こ

の研究によると，decorinが増殖期から石灰化初期にかけ

て経時的に増加を示したのに対し，biglycanは増殖期初

期に比較的高い発現を示し，マトリックス形成期に発現

がほとんどなくなり，その後の石灰化期で高い発現を維

持しており，両proteoglycanの石灰化期における高い

mRNA発現を報告している（Kimoto et al．，１９９４；Wad-

dington et al．，２００３）．本研究との違いに関しては正確な

ことはわからないが，培養細胞と培養条件の違いが関与

している可能性が考えられる．彼らの実験では，培養液

にdexamethasoneが附加されており，また用いた細胞は

細胞のpopulationが不均一である骨組織由来の一次培養

系（Kimoto et al．，１９９４）である．Dexamethasoneは，主

に１次培養系に付加される薬剤であり，骨髄由来のos-

teoprogenitor細胞の分化と石灰化を促進し，decorinの発

現には促進的，biglycanには抑制的に作用する（Kimoto

et al．，１９９４）．

結 論

骨芽細胞様細胞MC３T３－E１の増殖，分化および石

灰化過程において，増殖期に比べてdecorin,biglycanは石

灰化期で著しく低い発現を示した．Decorinとbiglycan

は，初期の細胞増殖を促進し，逆に石灰化に対しては抑

制作用を有していることが示唆された．
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