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Proteoglycans (PGs) , or their component glycosaminoglycan (GAG) chains, have long been
recognized as small in quantity but as significant components for many connective tissues. The
temporomandibular joint (TMJ) disc and synovial fluid were rarely investigated in this regard.
This research was aimed at the biochemical analysis of the composition of collagen, GAGs and
PGs in the normal human and porcine TMJ discs, and of PGs in the synovial fluid.

1. The collagen type analysis by gel electrophoresis revealed that the human and porcine
TMJ discs were composed only of type I collagen.

2. The human TMJ disc contained 69. 9% chondroitin sulfate, 24. dermatan sulfate, 
5. 6% hyaluronic acid and a trace amount of keratan sulfate, and the porcine TMJ disc, 5. 8%, 
91. 4%, 2. 8% and a trace amount, respectively. Immunohistochemical staining of the functional

parts of the TMJ disc showed a universal distribution of these GAGs.
3. PGs were extracted from the TMJ disc with 4M guanidine chloride and separated by

ion-exchange and gel-filtration chromatography. A high molecular weight PG resembling the
cartilage PG and two low molecular weight PGs having a core protein of Mr 40K were isolated.

4. PGs suggested to be derived from the matrix of other tissues were found in the abnormal
human synovial fluid.

From these results it was suggested that the TMJ disc was thought not to be fibrocartilage
but a fibrous tissue adapted against to the compressive and tensile force.

I.緒 言

顎関節は咀嚼運動を司る自由度の高い運動, す

なわち左右調和を保った蝶番運動や前方滑走運動

を行い, 咀嚼時に生 じる大きな咬合圧を歯および

歯周組織と ともに 負担する生理機能を 有する。
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他の関節 と比べて特異的な運動 と負荷を担 う顎関

節は, その構成要素として種々の組織を含むが, 

なかでも関節円板およびその環境を構成する関節

液は, 関節運動や機能維持に重要な役割を果たし

ていると考えられる。

顎関節部の 疾患 としては, 発育異常, 外傷, 

炎症, 腫瘍など多様な疾患が含まれるが, 雑音, 

疼痛, 機能障害を単独 にまたは併発し, 明確な炎

症症状を示 さない疾患は顎関節症 と総称されてい

る。顎関節症はその病態, 症状により, I型 から

W型 および その他 のものに 分類され1) , この中

で, 顎関節症III型は 関節円板に障害 をきたすも

の, またII型, IV型は関節円板周辺の軟組織およ

び骨性構成体に病変, 変化が認められるものとさ

れている。なかでもIII型, IV型をあわせると, 顎

関節症患者全体の半数以上を占めるまでになって

いる。

顎関節の正常顎運動および疾患時における病的

変化の主体である関節円板およびその周囲組織に

関して, 組織学的, 機能的検索が古 くから行われ, 

さらに関節造影法を含むX線 撮影法やMRIな ど

の 進歩により, 正常 および疾患時における形態

学的構造や機能変化について追求, 調査されてき

た2～4) 。 しかしながら, 機能や病態の相互の生理

的機能変化を組織の基質変化として捉える研究は

あまりなされていない。

これまで, 関節円板は線維軟骨の板状物 とさ

れ, 無機成分の構造 や含有量に関する報告はな

く, むしろ有機成分としてのコラーゲンや非 コラ

ーゲン性タンパ クが主要構成成分 として存在 して

いることが報告されている5) 。 ウシ胎児の関節円

板6) , ブタ関節円板7) を用いた報告によると, 構

成 コラーゲンは1型 および わずかに 猛型を含む

が, ヒト関節円板では1型 であり, その架橋結合

に関する研究もなされている7) 。 また, 非 コラー

ゲン性タンパ クとして多く含まれるプロテオグリ

ヵン (PG) およびその 糖鎖である グリコサ ミノ

グリカン (GAG) に関して, 古 くはGranstrom

ら8) による研究があ り, ラヅト, ウサキ, イヌ, 

サルの 関節円板にピアルロン酸 (HA) およびデ

ルマタン硫酸 (DS) が同定され, 量的にはDSを

多 く含むことが 報告 されている。 ま た, KOPP

ら9) は, 組織学的手法を用いヒ ト関節円板におけ

るGAGの 局在性について検索 し, コンドロイチ

ン硫酸 (CS) あるいはDSが 円板の 中央部と前

後部分 では 有意に 分布に 差があ り, 円板中央部

に 高濃度に局在すると報告 している。 さらに, 

Nakanoら10, 11) は, ウシ関節円板中に軟骨型に類

似 した高分子型PG, HA, 低分子型DS-PGお よ

びわずかのケラタン硫酸 (KS) が存在することを

報告している。

一方, 関節液に関しては, 古 くから整形外科領

域において生化学的検索がなされてお り, その組

成成分や変形性関節症, 関節 リウマチなど関節疾

患との関わ りについて詳しい報告があり, 臨床応

用 もなされている12～14) 。顎関節の関節液に 関す

る研究は, サルを用いた 病的関節液のHAの 量

的, 質的変動, およびヒ ト関節液含有タンパクに

関して行われてお り, その中でサル病的関節液に

おけるHA濃 度の低下 とHAの 低分子化15) , お

よび ヒト病的関節液における総タンパク量の増

加, 分子量78Kタ ンパクの 出現16) などが報告さ

れている。

PGは 関節円板においてはコラーゲンとともに, 

また関節液中では主要成分 として微少環境をつく

り, コラーゲン形成など細胞活性に重要な働きを

有すると考えられている。PGの 構造および生理

的活性に関しては軟骨において詳細に研究されて

いるが17) , この軟骨型PGと 類似 したPGが 各種

組織中から単離され, また同時に分子量の異なる

数々のPGの 存在が報告され1a19) , その起源や生

理的役割に関心がもたれている。 しか しながら, 

ヒト顎関節の関節円板 および 関節液に 含まれる

PGに 関する検索は十分とはいえず, 両老の相互

関係および疾患 との関連についてもほとんど報告

がない。

これらのことから本研究ではヒ ト関節円板およ

び関節液中に含まれるPGの 生化学的性状を明ら

かにするため, 糖鎖成分およびコァプロティンに

ついて検索を行い, 咬合様式がヒ トと類似 してい
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るとされる20) ブタ関節円板 および 関節液と比較

し, 関節円板の生理的機能の相違および関節液に

おける疾患時の変化について検討 した。

II.材 料ならびに方法

1.材 料

ヒト関節円板は剖検および手術摘出物より採取

した。生前, 術前に顎関節疾患の訴えのないこと

が確認された年齢34歳 から76歳 (平 均61.3歳) の

男性2例, 女性5例 のものを正常関節円板として

試料に用いた。また, 生後約6ヵ 月のブタ顎関節

を屠殺場 より入手し, 肉眼的に異常の認められな

い関節円板を採取 した。

関節液は協力が得られた41例 を対象 として, 顎

関節に異常を 訴えない 正常例 男性6例, 女性2

例, および本学第1口 腔外科にて臨床的に顎関節

症 と診断された18歳 から54歳 (平 均34.2歳) ま

での男性10例, 女性23例 の 関節液を 用いた。 ま

た, ブタ関節液の試料 として, 屠殺場 より入手し

た 生後約6ヵ 月の ブタ顎関節5例 のものを 用い

た。

2。 方 法

1) 関節円板の調整ならびに抽出方法

関節円板は, 中央部の機能的関節面に相当する

部分を 周囲組織 より採取, 生理的食塩水で 洗浄

後, 液体窒素下で粉砕, 粉末とした。 この試料を

生理的食塩水にて洗浄, 遠心後 (8, 000rpm, 20

分) , 沈渣は多糖成分の分析に用いた。

多糖成分は4M塩 酸 グアニジソを 含む50mM

Tris-HCI緩 衝液 (pH7.4, 0.1M 6-ア ミノカプ

ロン酸, 5mM塩 酸ベ ンザ ミジン, 1mMフェ ニ

ルメタンスルポニルフβライ ドを 含 む) に て4

℃, 72時間抽出し, 30, 000×9, 20分遠心分離を

行った。以後この抽出物をG-extと 呼ぶ。

2) 関節液の採取ならびに調整

ヒト関節液は上関節腔に対して2%キ シロカイ

ン2mlに よる緩圧下でパ ンピングを3回 行い, 

キシロカイン溶液に混入させた状態で回収し関節

液試料 とした。また, ブタ関節液の採取は, 凍結

した ブタ顎関節の上関節腔を開放し凍結状態で存

在す る関節液を回収 した。

得 られた関節液 は不溶物 および血球成分 な どを

取 り除 く目的で, 3, 000rpm, 10分 遠心 し, そ の

上清を分析に用いた。

3) コ ラーゲンの型分析

4M塩 酸 グアニジ ン抽出後 の遠心で得 られた沈

渣を用 いて不溶性 コラーゲ ンの型分析を行 った。

0.1N酢 酸 中で試料の1/10量 のペ プシン (Sigma) 

を 用 い, 4℃, 24時 間 消化を行い100, 000×9, 60

分 遠 心 し, 上 清 に 最終 濃度1.5Mと な る ように

NaClを 加 え, 生 じた沈澱を遠心分離 し, 水 に対

し透析, 脱 塩 後凍結乾燥 しペ プシン可溶性 コラー

ゲンとした21, 22) 。

型 分析はSykesら23) の 方 法を 用いた。 す なわ

ち, 0.1%SDSを 含 む5%ポ リアク リルア ミドゲ

ル (0.5×10cm, デ ィスク) と, 0.1%SDS/100

mMTris-borate (pH 8.6) 緩 衝 液を 用いた。 試

料 は2%SDS/30%グ リセ ロール/2M尿 素/20

mMTris-borate (pH 8.6) 中 で60℃, 30分 熱 変

性 した ものを用 いた。電気泳動は, 泳 動 開始後約

1.2cm移 動 した ところで, 緩 衝液を捨て10% 2-

メル カプ トエ タノールを ゲル上方に1時 間作用 さ

せ還元 を行 った。還元終了後1本 当た り1mAに

て泳動を行 った。 ゲルの染 色は0.25%ク マ シーブ

リリア ン トブルーR-250 (CBB) に よ り20分 染 色

後, た だ ちに 脱色液 (酢 酸150ml, メタ ノール

100ml/2l) に て脱色 した。

4) 関 節 円板 の多糖成分の精製

関節 円板のG-extを 限外濾過 (YM-5, 分 子量

5, 000cut-off, Amicon社) に て濃縮 したのち, 

7M尿 素 を 含む50mMTris-HCI緩 衝液 を 濃縮

後の容積 の20倍 加 え, さ らに20倍 に濃縮する操作

を3回 行い繰 り返 し, 緩 衝 液の交換 を行 った。

試料 は, 同 じ緩 衝液で平衡化 したDEAE-Sep-

hacel (2.5×12cm) に か け, 0～1.OMNaClの 直

線濃度 勾配 (全量500ml) で0.5ml/minの 速 度で

溶出 した。 溶 出液は280nmの 吸 光度 (日 立 分光

光度計, 340型) を測 定 し, 5mlず つ分画 した。

多糖成分 の確認には, カ ルパ ゾール硫酸法24, 25) 

を 用 い, 各 画 分の ウロ ン酸 量を測定 し, この反応
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に陽性を示す画分 を多糖粗画分 として得た。

多糖粗画分 は4M塩 酸 グアニジ ンを含む50mM

Tris-HCl緩 衝液 (PH7.4) で 平 衡化 した カラム

 (Asahipak, GS-510, 旭 化成工業) に よ る分 子

飾高速 クロ マ トグラフ ィー (Waters社) を, 流速

1.0ml/minで 行 い, 吸 光 度を234nmで 測 定 し

た。そ して各画分の ウ ロン酸量 も定量 した。分 子

量標準 としては, ケ タ ラーゼ (240K) , アル ドラ

ーゼ (158K) , ウシ血清 アル ブ ミソ (67K) , キ

モ トリプシノー ゲン (25K) を 用 いた。

試料 の精製過程 におけ る精製度 は, 0.1%SDS

を 含 む4級5%濃 度 アク リルア ミドゲルにて 電気

泳動 を行 い, CBBお よび アル シア ンブル ー8GS

 (ALB) に て 染色 し, 確 認 した。

5) 糖 鎖 成分の抽出26) 

G-extお よび 精製画分に 対 して 重量の30倍 の

0.5NNaOH溶 液 を用い, 4℃, 20時 間 アルカ リ

処理 を行 ったのち, 1N塩 酸 で中和 した。試料に

プロナーゼ消化用緩衝液 (50mMTris-HCI, 2.5

mMMgC12, pH7.8) を同 量加え, 100℃, 30分, 

熱 変性 したの ち放冷 した。 プロ ナーゼE (科 研 化

学社) は 消 化開始時お よび37℃, 24時 間 イ ンキ ュ

ベー トした後の2回, タ ンパ ク質量の1/50量 ず つ

添加 した。反応に際 し, 防腐 剤 として少量の トル

エ ンを加えた。 消化 (48時 間) 後, 4℃ に冷却 し

てか ら30%ト リクロロ酢酸 を半量加え, 未 消 化お

よび プ ロナーゼを除 去 し, 4℃, 1時 間 放置 した

後8, 000×9, 15分 遠 心 分離 した。 上清はPD-

10 (SephadexG-25M, Pharmasia) を 用 い, 蒸 留

水にて 脱 塩後, 凍 結 乾燥 (Dura-DRYTM, FTS

SYSTEM社) を 行 い, 糖 鎖 試料 として用いた。

6) ア セ テー ト膜電気泳動26) 

糖 鎖 の同定は アセ テー ト膜 を用 いた一次元電気

泳動を行 った。 アセテー ト膜 (Separax-S, 常 光

産業) は あ らか じめ25%メ タ ノール溶液, 泳 動 用

緩衝液に浸 した ものを用いた。試料は0。3M酢 酸

カル シウム緩 衝液にて, 1.OmA/crnで3時 間 泳

動を 行 った。 泳動後の アセテ ー ト膜 は, 0.1%

ALBの0.1%酢 酸 溶液 で10分 間 染色後, た だ ちに

0.1%酢 酸 溶液 で20分 間 脱色 したのち 乾燥 した。

なお, 標 準糖質 としては, HA, C4-S, C6-S, DS

お よびKS (生 化 学工業) を用 いた。

コン ドロイチナーゼABCお よびACII (生 化

学工業) に よ る酵素 消化試験に よ り, 同 定 の確認

を行 った。得 られた糖鎖試料 を, 前 者 は40mM酢

酸 ナ トリウム, 0.01%BSAを 含 む40mMTris-

HC1緩 衝液 (pH 8.0) 中 で, 後 者 は40mM酢 酸

ナ トリウム, 0.01%BSAを 含 む40mM酢 酸 緩

衝液 (pH 6.0) 中 で, そ れ ぞれ37℃, 2時 間 消化

したの ち, 同様 の方法で アセテー ト膜電気泳動を

行 った。

染色 した泳動像は画像処理装置 (TIB-100, イ

ム ノメデ ィカ社) にて 各画分の 相対量を 算出 し

た。

7) コア プ ロテイ ンの調整

関節円板 よ り得 られたPG画 分 お よび関節液 に

対 し, コ ン ドロイチナーゼABCお よびACIIを

用 いて コアプ ロテイ ンの抽 出を行 った。消化 は上

述の条件 にて行い8, 000×9, 30分 遠 心後, 上 清

と沈渣 はそれぞれ脱塩, 凍 結 乾燥 した。

8) SDS電 気 泳動 (SDS-PAGE) 

試料 は試料用緩 衝液 (1%SDS, 10%グ リセ

ロール, 0.1%メ ル カプ トエ タ ノ ー ル, 1mM

EDTA, 6M尿 素 お よびbromphenolblueを 含

む10mMTris-HCl緩 衝 液, pH8.0) に溶 解後, 

4℃, 24時 間SDS化 し, Laemmliの 方 法27) に

準 じ電気泳動 を行 った。

0.1%SDSを 含 む4-15%濃 度 勾配 に より作成 し

たSDS一 ポ リア ク リル ア ミドゲルに 試料 を加 えた

後, 50mMTris-glycine緩 衝 液 (pH 8.3) にて

泳動 した。分 子量 の標準 としては, ミオ シン (200

K) , E.coliβ-ガ ラク トシダーゼ (116.3K) , ウ

サ ギ筋ホスホ リラーゼb (97.4K) , ウ シ血清 ア

ルブ ミン (66.2K) , 卵 アル ブ ミン (45K) が 混

合 され た キ ッ ト溶 液 (SDS-PAGE Molecular

Weight Standards, High and Low Range, Bio

Rad社) を用 いた。

9) ウエ スタ ンブ ロッ トに よる検索

SDS-PAGE後, Towbinら の方法28) に よ りウ

ェ スタ ンブロッ トを行 った。 ニ トロセル ロース膜
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 (pore size 0.45μm, Bio Rad社) を用 い, 25mM

Tris-91ycine/20%メ タ/一 ル緩衝液 (pH8 .7) に

て30V, 30分 転 写 した後, 3%ス キ ム ミル クにて

室温, 60分 ブ ロッキ ングした。 一次抗体には0.2

%BSAを 含 むPBS緩 衝 液で1, 000倍 に 希釈 した

抗PG-モ ノ クローナ ル抗体1-B-5 (ΔDi-os) , 

2-B-6 (ΔDi-4S) , 3-B-3 (ΔDi-6S) , 5-D-

4 (Anti-KS) (生 化学工業) を 用 い, 4℃, 24時 間

反応 させた。 二 次抗体 に よる反応は0.2%BSA-

PBSに て1, 000倍 に希釈 したHRP結 合 ヤギ抗 マ

ゥスIgG抗 体 (Cappel社) にて 室温, 40分 反応

させ, 基 質 溶液 (PBS25m1, DAB5mg, H202

5μl) の に て発色 させた。

10) 免 疫 組織学 的検索

正常 ヒ トお よび ブタ関節 円板 は前方肥厚体, 中

央 狭窄部, 後 方 肥厚体 お よびそれぞれを内外側的

に3分 割 した9部 分 に切 り分けそれぞれ0.C.T

COMPOUND (Tissue-tek, Miles社) に 包埋, 

-80Cに て 急速凍 結 した
。 ク リオスタ ッ トにて約

5μmの 凍結切片を作製後, ドラ イヤーにて30分

風乾 し, 4℃, 10分 間 アセ トンにて 固定 した。

PBS洗 浄 後, ブ ロ ッキ ングに 先立ち コ ン ドロイ

チナ ーゼ消化 を行 った。0.02unitsコ ン ドロイチ

ナーゼABC/m1消 化用緩衝液 中にて37℃, 2時

間 消化 した後, PBSに て 洗浄 した。 そ の後, 0.3

%H202メ タノールを用い室温 にて, 20分 間 内在

性ペ ルオキ シダーゼの 除 去を 行 った。 さら に, 

0.5%正 常 ヤギ血清を含むPBS中 に て室温 で, 20

分 ブ ロッキ ングした後, 上 述 した抗PGモ ノ クロ

ーナル抗体4種 類を1, 000倍 希 釈 し4℃, 24時 間

反応 させた。PBS洗 浄後, 二 次 抗体 として0, 2%

BSA-PBSに て1, 000倍 に 希釈 したHRP結 合 ヤ

ギ抗 マウスIgG抗 体 を, 25℃, 40分 反 応 させ, 

基 質 溶液 (PBS25ml, DAB5mg, H2025μl) に

よ り発色 させた。 その後, ヘ マ トキ シ リンで核 染

色を行い, エ タ ノール系列 で脱水, キ シ ロール透

徹 したの ち, 封 入, 検 鏡 を行 った。

図1ベ プ シ ン可 溶性 コ ラー ゲ ンの途 中 還元 ゲル 電

気 泳 動 像 (6%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル) 

III.結 果

1.コ ラーゲンの型分析

ブタ関節円板 の4M塩 酸 グアニジ ン抽 出に よっ

て得 られた 不溶性 コラーゲンか らのヘ プシン可溶

性 コラーゲ ンと, 対 照 として用 いた ブタアキ レス

腱お よび皮膚 コラー ゲンの還元後の電気泳動パ タ

ーンを図1に 示す
。1型 コラーゲ ンのみ で構成 さ

れるアキ レス腱 は, α1 (I) , α2 (I) のパ ンド

のみが認め られた。皮膚では α1 (I) , α2 (I) 

鎖 のほかに, III型 コ ラーゲ ン由来の α鎖が認め ら

れた。 ブ タ関節 円板では アキ レス腱 と同様に α1

 (I) , α2 (I) のバ ン ドのみ認め られ, これ らの

デ ンシ トメーターに よる比 率は2: 1を 示 し, 1

型 コ ラーゲ ン ( [α1 (I) ] 2α2 (I) ) か ら構成 され

る ことが示 された。

同様に ヒ ト関節 円板の コラーゲ ンにおいて もIII

型 コ ラーヶ ンは含まれず, I型 コ ラーゲンのみで

構成 されていることが示 され た。

2.ア セテー ト膜電気泳動法によるGAGの 分析

ヒ トお よび ブタ関節 円板のG-extか ら 抽 出し

たGAGの 同 定を 行 った (図2) 。 これ らの結果

を, 画 像 処理に よる 分析か ら 検討 した 結果 (表

1) , ヒ ト関節円板ではCSが 主 成分 でC6-Sが

 (109) 
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図2ア セテー ト膜電気泳動法によるGAGの 分析

表1ア セテー ト膜電気泳動像の画像処理装置で算

出した相対量 (%) 

アセテー ト膜電気泳動法では, 関節円板において

KS, 関節液に おいてHA以 外 のGAGは 検出され

なかった

a

b

図3ブ タお よび ヒ ト関 節 円 板G-extのDEAE-Sephacelイ オ ン交

換 ク ロマ トグ ラム

a: ブ タ関 節 円 板, b: ヒ ト関 節 円 板, ― は280nmの 吸 収, 

47.9%, C4-Sが22%で, DSは24.5%, お よび

HAは5.6%で あ った。 一方, ブ タ関節円板では

DSが 主 成分 で91.4%を 占 め, CSは5.8%, HA

は2.8%と 少 なか った。 また, 関節 液は ヒ ト, ブ

タ ともにHAの み 認め られ, 本 分析方法では他

のGAGは 検 出 されなか った。

ここで示 した0.3M酢 酸 カルシウム緩 衝液 に よ

る電気泳動のほか, ピ リジ ンーギ酸緩衝液に よる電

気泳動 も行い, 2種 類 の泳動 パター ンか らGAG

の 同 定を行 った。 また, 抽 出 されたGAGを コ ン

ドロイチナーゼABCお よび コン ドロイチナーゼ

ACIIに よ り消化 した後, 同様 にアセテー ト膜電

110) 
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A B
図4ブ タお よび ヒ トのDEAE-Sephacelイ オ ン交

換 ク ロマ トグ ラム に お け る各 画分 の4-15%ポ リ

ア ク リルア ミ ドゲ ル に よ るSDS電 気 泳 動 パ タ

ー ン (CBB染 色) 

A: ブ タ, B: ヒ ト, 1～5は そ れ ぞ れPD1～5, 

HD1～5を 示 す

気泳動を行 った結果, バ ン ドの消失状況か ら上述

の同定結果が確認、された。

3.各 種 クロマ トゲラフィーの結果

1) イ オ ン交換 クロマ トグラフ ィー

図3に ヒ トおよ び ブ タ関 節 円板 のG-extの

DEAE-Sephacelイ オ ン交換 クロマ トグラフ ィー

の溶出パター ンを示 した。溶出画分のパ ター ソは

ヒ トとブタとでは若干 異なっていた ものの, 両者

ともNaCl濃 度0.4～0.6Mの 範 囲で ウロン酸 の ピ

ー クを認め た。NaCl濃 度0に おいて溶 出 した非

吸着成分 は, ブ タ において著明で ヒトではわずか

であ った。DEAE-Sephacelの 各画分は ブタ で

PD1～PD5, ヒ トでHD1～HD5に 分 け, 各 画

分に 含 まれ る 成分 を, SDS-PAGEに よ りCBB

お よびALB染 色性か ら検討 した (図4) 。PD1, 

2に は主 として コラーゲ ン, PD3に は 血清 アル

ブ ミン, PD5に は分子量200K以 上 の高分 子が含

まれ, い ず れもALB染 色 性は示 さなか った。 し

か し, PD4の 各 パ ソドはALB強 染 色性 を示 し, 

PGを 主 成分 と す るもの と 考え られた。 一 方, 

HD1に は 同様に コラー ゲン, HD2, 3に は 血清

アル ブ ミン, HD5に は わずかな 高分 子 が 含 ま

れ, HD4はPD4同 様 のALBに 強 染色 性 を 示

a

b

図5 PD4お よ びHD4の ゲ ル濾 過HPLCク ロマ ト

グ ラ ム (Asahipak) 

a: PD4, b: HD4

A B

図6ゲ ル濾 過 ク ロマ トグ ラム の各 ピー クの4-15%

ポ リア ク リノレア ミ ドに よ るSDS電 気 泳動 パ タ

ー ン (ALB染 色) 

A: プ タ, B: ヒ ト, 1: PH1, 2: PH2, 3: 

PH3, 4=HH1, 5: HH2を 示 す

し, PGの 存 在 が認め られた。

2) 高 速 ゲル濾過 クロマ トクラフ ィー

ヒ トお よび ブタG-extのDEAE-Sephacelに
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よ り分離 されたPD4お よびHD4を, Asahipak

 (GS-510) を用 いてHPLCで 分 画 した (図5) 。

ヒ トにおいては主に二つ (HH1, 2) の, ブ タにお

いては主 に三つの ピー ク (PH1, 2, 3) が 溶 出 され

た。この うちPH3を 除 いた各画分のSDS-PAGE

をALBで 染 色 した結果, い ずれ も染色陽 性を示

した ため, PGを 含む画分 として分析に供 した。

分子量的 にはHH1, PH1に お いては ゲル上端

に, PH2で は200K, 100Kに, HH2で は250K, 

150Kに そ れぞれ ブ ロー ドなバ ンドとして認め ら

れた (図6) 。

4.ヒ トおよびブタ関節円板PGの 分析

1) 一 次 元SDS電 気泳動

コアプロテ インに ついては, HPLCで 得 られ

たHH1, 2お よびPH1, 2を お のおの コ ンドロ

イチナーゼABCお よびACII消 化 後 に, SDS

電 気泳動 を用いて 検索 した (図7) 。 コ ンドロイ

チナーゼABCに よ りCS, DSが, また コン ド

ロイチナーゼACIIに よ りCS, HAが そ れ ぞれ

分解 された結果, PGの コ アフロテイ ンが検 出 さ

れ るよ うにな った。 すなわ ち, HH1, PH1で は

コン ドロイチ ナーゼACIIに よ り ゲル上 方の高

分子型PGの バ ン ドが消失 し, 新 た に分子量400

K, 360Kの 二 つのバ ン ドが出現 したが, コ ン ド

ロイチナーゼABCで は 高分 子型PGの バ ン ドは

消失 しなか った。 また, PH2で は コン ドロイチ

ナーゼABCに よ り分子量200Kお よび100Kの パ

ン ドが消失 し, 分 子 量40Kに 著 明なパ ン ドが, さ

らに コ ンドロイチナーゼACIIに よ り量的には

少ないが 同様に40Kに パ ン ドが 認め られた。一

方, HH2に お いて もほぼ同様の結果が認め られ, 

40Kに ブ ロー ドなパ ンドが認め られた。

2) ウエ スタ ンブロッ トに よる検索

図8に コン ドロイチナーゼABC処 理 後 の試料

図8ブ タお よび ヒ トのPG分 画 の コ ン ドロイ チ ナ
ー ゼABC消 化 物 のSDS電 気 泳 動 後 のImmuno-

blotting

図7プ タ お よび ヒ トのPG分 画の コ ン ドロ イチ ナ ー ゼ

ABCお よ びACII消 化物 のSDS電 気洗 動 像
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P-OSP-4S

P- 6SP-KS

H-OSH- 4S

H-6S

H-KS

図9 PAP法 に よるヒトおよびブタ関節円板の免疫染色像

Pは ブタ関節円板の中央狭窄部, Hは ヒ ト関節円板の前方肥厚体の像で, 

OS, 4S, 6S, KSは それぞれ抗体の種類を表す

 (113) 



114 口病 誌 平 成4年3月

に対 して, モ ノ クローナ ・し抗体2-B-6 (Di-

4S) , 3-B-3 (Di-6S) , 5-D-4 (Anti-KS) を

用 いて ウエ スタンブロッ トを行 った結果を示す。

コン ドロイチ ナーゼ消化後に出現 したバ ンドの分

布に一致 して抗体 と反応す る陽性の像を示 した。

抗体3-B-3に 対 して, ヒ ト, ブ タ ともに認め ら

れた400K, 360Kの 二 つのバ ン ドが反応 したが, 

400Kの バ ン ドが 著 明であ った。 また, ブ タにお

いて40Kの パ ンドが弱 い反応性を示 した。一方, 

2-B-6に 対 して は, ヒ ト, ブ タ ともに40Kの パ

ン ドが強 い反応性 を示 した。 また, ブ タにおいて

100K付 近 の バ ンドが反応陽性 を示 したが, コ ン

ドロイチナーゼACII消 化 後の試料では反応陰

性であ った ことか ら, DSが 主 に関与 している こ

とが示唆 された。 さらに, KSに 対 す る抗体では

ヒ ト, ブ タともにわずかなが ら400Kの パ ン ドが

反応陽性 を示 した。

5.免 疫組織学的検索

正常 ヒ トお よび ブタ関節円板 を9分 割 し, そ れ

ぞれ の部位か ら作製 した凍結 切片を コ ンドロイチ

ナーゼABCお よびACII処 理 した 後, モ ノ ク

ローナル 抗体1-B-5, 2-B-6, 3-B-3, 

5-D-4を 用 いてPAP法 に より免疫染色 を行っ

た (図9) 。 まず, 部位 に よる染色性 に関 しては

前後, 内 外各 部位において特 に分布の特性 は認め

られず, い ず れの部位において もコラー ゲン線維

に沿 って 広い 範囲にわた る陽 性反応が 認め られ

た。 また, 各 抗 体に対す る反応性の相違に関 して

は, ブタ, ヒ トともに抗体1-B-5に 対 しては円

板全域について陰性 であったのに対 し, ブ タにお

いて 抗体2-B-6に 対 し強 い 陽性反応が 認め ら

れ, や や 染色性 が弱 いものの抗体3-B-3, 5-

D-4に 対 しても陽性であ った。 一方, ヒ トにお

いて は抗 休2-B-6, 3-B-3に 対 して強 い陽性

反応が認め られ, 5-D-4に つ いて も陽性で, こ

れ らの結果は アセテー ト膜電気泳動を用いて行 っ

たGAGの 固 定結果 と一致 していた。 以上 より, 

正 常 ブタ, ヒ ト関節 円板 にお いて, 硫 酸化多糖鎖

成分の分布に関 しては局在性 はない もの と考 えら

れた。

図10正 常 お よび 病 的 ヒ ト関節 液 の コ ン ドロ イチ ナ

ーゼABC消 化 物 の泳 動 後 のImmunoblotting

6.関 節液について

ヒト関節液の遠心上清を7.5～20%SDS電 気泳

動に よ り検索 した ところ, 正 常 例 も疾患 例 もとも

に血清成分 と似たパ ター ンを示 し, アル ブ ミンが

主要成分 であ った。ALB染 色 に よ り ゲル上端 の

高分 子領域に染色陽性のバ ン ドが ともに認め られ

たが, す で に示 した よ うに関節液か ら抽 出 した糖

鎖成分 をアセテー ト膜電気泳動で検索 した結果 で

はHAの み 検出 された ことか ら, この パ ン ドは

主にHAで あ る ことが示唆 された。

さらに, この ようなHA以 外 の 糖 鎖関連 タ ン

パ クにつ いて 検索 す るため, 正 常 ブタ お よび正

常, 病 的 ヒ ト関節液を コ ン ドロイチナーゼABC

で処 理 した後, ウエ スタ ンブ ロッ トを行い同 じ抗

体を用いて 免疫学的に 検索を行 った (図10) 。 正

常 ブタ関節液においては免疫反応が認め られなが

ったが, 正常 ヒ ト関節 液では正常 ヒ ト血清 と類似

した反応性を示 した。一方, ヒ ト病的関節液にお

いては 分子量400Kの バ ン ドが 抗体3-B-3, 

5-D-4で 認 識 され, ヒ ト病的 関節液 中にC6-

Sお よびKS関 連 タ ンパ クが存在す る ことが示 さ

れた。 このパ ン ドは分子量的に関節円板 において

PGの コアプロテイ ソとして 認識 された400Kの
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バンドと一致 していた。

IV.考 察

1.コ ラーゲンの型分析について

関節円板を用いた コラーゲンの型分析に関する

研究として, 鹿島7) はヒトおよびブタ関節円板は

I型コラーゲンより構成されることを示 したが, 

CNBr処 理後の分析ではブタ関節円板はI型 コラ

ーゲンのほかにわずかなIII型コラーゲンを含むこ

とを報告 している。 またHirschmannら6) は, 

ウシ胎児の関節円板はI型 コラーゲンおよび滑膜

由来と考えられるごく少量のIII型コラーゲンで構

成されると報告 している。 さらに, Milan31) ら

は, I型 およびII型 コラーゲンに対するモノクロ
ーナル抗体を用いヒヒ (Papio cynocephalus) の関

節円板を免疫組織学的に検索 した ところ, II型 コ

ラーゲンは認められずI型 コラーゲンのみ存在し

たことを報告している。本研究において, 正常ブ

タおよび ヒト関節円板の ペプシン可溶性 コラー

ゲソを用いた 電気泳動では, ブタ, ヒトともに

α1 (III) の存在が認められず, 関節円板は [α1

 (I) 32α2 (I) 鎖 よりなるI型 コラーゲンで構成

されることが示 された。Burgeson30) によると, 

滑膜の構成コラーゲンはI型 コラーゲンが主体で

遮型 コラーゲンも含まれるが, III型コラーゲンの

ほとんどは滑膜中の血管組織に由来するものとし

ている。今回, 関節円板周囲組織および滑膜の混

入を避けるため可及的に機能的関節面のみ採取し

分析に用いたが, その一部の組織切片を観察した

ところ, 周囲組織および滑膜の混入は避けられて

いた。しかし, 年齢6ヵ 月のブタの円板組織中に

はわずかなが ら血管組織が入 り込んでいる像が認

められた。したがって, III型コラーゲンの存在が

関節円板組織本来のものと考えることには問題が

あるもの と思われた。これらのことから関節円板

の構成 コラーゲンは ヒト, ブタともにI型 コラー

ゲンであると考えられた。

組織の構成コラーゲンの型分布に関してはこれ

まで多 くの 報告が されている。 軟組織に おいて

は, 血管がI, III, IV型, 皮膚がI, III型, 腱が

I型 コラーゲソから構成され, 硬組織である骨が

I, III型, 硝子軟骨がその特徴であるII型 コラー

ゲンから構成されている。一方, 線維軟骨 とされ

るヒト椎間板の コラーゲンは外層線維輪を除いた

部分ではII型 コラーゲンのみで, 外層においては

I, II型コラーゲンが混在 している32) 。 また, ヒ

ト膝関節半月板の構成 コラーゲンはI型 コラーゲ

ンのみとされている33) 。これらと今回のコラーゲ

ンの型分析から, 顎関節の関節円板は1型 コラー

ゲソのみか ら構成されている腱および膝関節半月

板 と類以していることが示された。

2.関 節円板に含まれるGAGに ついて

コラーゲン種の分析 より関節円板は膝関節半

月板および腱組織 と類似していることが示された

が, 機能的にもこれらには多 くの類似点がみられ

る。顎関節の関節円板は咀嚼時に発生する下顎頭

および側頭骨からの咬合圧 と外側翼突筋および後

部組織による張力とを担 う組織であ り34) , また膝

関節半月板は主に荷重負担により関節機能の維持

を行い35) , 腱組織は骨 と筋組織の連結部でそれぞ

れ張力と荷重負担を担っている36) 。 このような組

織中においては, 主たる構成成分であるコラーゲ

ンとともに, 多糖成分がその生理機能の一部を担

うと考えられ19) , 生理機能の 負担の程度により

含有多糖成分の比率に 差異が みられる11, 37～39) 。

膝関節半月板におけるGAGに 関しては多くの報

告があ り, イヌ半月板ではCSが85%, HAが

10%, DSが5%認 められ40) , ヒト半月板では外

側 と内側で多少異なるものの全体としてCSが54

%, HAが13%, DSが19%, KSが14%認 めら

れる41) 。また, 腱組織においては, 機能的に二つ

の部位に分けられ, それぞれにおいて組成が異な

っている42) 。 ウサギ腱の 張力に抵抗する部位に

おいてはDSが45%, CSが22%, HAが33%認

められ, 荷重負担を受ける部位においてはDSが

20%, CSが58%, HAが22%認 められる36) 。 一

方, Granstr6mら8) は, サル, ウサギ, イヌの顎

関節の関節円板はDSが 主成分で他にHAが 含ま

れ, ラットではHAが 優位で あると している。

また, KOPPら9) は, 組織学的染色法を用いてヒ
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ト関節円板中にHA, CSあ るいはDS, KSが 存

在することを示したが, これらの比率に関しての

報告はない。最近, Nakanoら43) の報告では, ウ

シ関節円板にはCSが79%, DSが14%, HAが

5%, KSが2%含 まれるとしてお り, 免疫染色

を用いたMillsら44) のウサギ関節円板における結

果 と類似している。このように, 組織において組

織固有の機能が関与してGAGに 相違がみられる

ことは, 腱組織の細胞培養によるGAGの 合成能

についての報告からも示されてお り45) , 荷重負担

部位においてはCS, KSが 関与し37) , 張力に抵

抗する部位においてはコラーゲンの線維形成に関

係するDSが 関与している11, 38, 39) と考えられてい

る。

今回, ブタおよびヒト顎関節の関節円板におい

てはともにDS, CS, HAな らびにKSが 同定され

た。アセテー ト膜電気泳動のALB染 色から, 主

成分としてブタではDSが91%, ヒトではCSが

70%, DSが24.5%存 在 し, ともにHA, KSは わ

ずかで あることが 認められた。 これらの 結果よ

り, 荷重負担, 張力抵抗に関連した機能的特性を

表現すると考えられるDS/CS値 について比較

すると, ヒ ト関節円板のDS/CS値 は0.35を 示

し, これは腱の荷重負担部位および ヒト膝関節半

月板のものとほぼ一致していた。 しかしながら, 

ヒ ト関節円板はDS, CSと もにこれらよりも高

比率に含有 してお り, 機能的に荷重ならびに張力

の両者に対応するための特性をもった組織である

と同時に, 他の組織に比べ両者の力がより強力, 

複雑に作用 しているものと考えられる。事実, ヒ

ト関節円板は下顎頭の周囲では内外側極に強固に

付着 し46) , 筋の張力を伝達することで外側翼突筋

の収縮時に下顎頭を関節隆起後斜面におしあて安

定化させる作用があ り47) , この際に関節円板にお

ける張力抵抗および荷重負担の機能が関与 してい

るものと考えられる。一方, ブタ関節円板は他の

組織と比べても大きな相違が認められた。すなわ

ち, DS/CS値 は15.7を 示し, 腱の張力抵抗部位

の値 (2.1) よりも大きく, 多くのDSを 含有し

ていた。 この要因 として, ブタの咀嚼系の機能は

ヒ トと類似 しているものの20) , 関節 円板に加わ る

作 用 として ヒ トとは異な る円板滑走 あるい は強い

張 力抵抗機能が関与 している ことが考 え られた。

そ の他に考え られる相違の要 因 として, 動 物 種に

よる相違48) , 加 齢 変化に よる相違49, 50) が あげ られ

る。 しか しなが ら, ヒ ト お よび ブタ関節 円板の

GAGに つ いての分析報告はな く, 本 研 究で も6

ヵ 月の ブタとヒ ト (高 齢 者) とを直接比較で きな

いため, この点 に関 しては今後の検索が必要 と考

え る。

3.関 節 円板に含まれるPGに ついて

4M塩 酸 グアニジン抽 出液を用いたPGの 抽 出

において, 分 離 精製過程 での緩衝液の選択に より

種々の分子形態, 会 合 状態のPGを 分 離す ること

ができる51) 。 今 回, 正常 ブタお よび ヒ ト関節 円板

か らPGを 抽 出, 分 離 す る過程において, 塩 酸 グ

アニ ジンお よび7M尿 素 を用いた非会合条件下で

行 った。

おのおののG-extの イ オ ン交換 クロマ トグ ラ

フィーに よ りウロン酸を含む タンパ クがNaCl濃

度0.4～0.6Mに おいて溶出 されたが, この パター

ンは腱52) , 骨53) , 関 節 軟骨54) お よび ウシ顎関節の

関節 円板10) とほぼ一致 していた。 この画分 は, ゲ

ル濾過 クロマ トグラフ ィー (HPLC) に よ り, 二

つ の画分に分離 された。

PGは そ の コアプ ロテイ ンの分 子量 の大 きさに

よ りlargePG (PG-L) とsmallPG (PG-Sm) と

呼 ばれ る二つ のグループに分 けられてい る。PG-

Lに はHAと 会 合体を 形成 する もの としないも

のがあ るが, 会 合 体を形成するものは軟骨 をは じ

め, 動 脈 血管 内皮, 腱, 膝 関節半 月板 で見い出

されてい る17, 19, 52, 54～56) 。 軟 骨に お いて は さらに

結合す るKSの 量 お よび分 子量の差に より三つの

PG-Lが 分 離 され ている54) 。 また, ウ シ顎 関節

の関節 円板に おいても コア プロ テイ ンの 分 子量

が450Kと352Kの 二 つのPG-Lが 認 め られてい

る10) 。 今 回 ヒ トお よび ブタ関節円板に認め られた

高分子型PGは, 酵 素 消化 実験でHAと の 結合

が示 され, また コアプ ロテイ ンと 考え られ る400

K, 360Kの 二 つの バ ン ドはC6-Sお よびKSと
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の関連が 示 された ことか ら, 軟 骨 型のPG-Lに

類似す るものであ ると考 え られ た。

一方, PG-Smに 関 して, Fisherら57) は ウシ骨

に二つのPG-Srnを 認 め, これ らは45Kの コアプ

ロテイ ンに一つない しは二 つの 分 子量40KのCS

を糖 鎖 として もつ ことを 示 した。 さらに, PGI

 (biglycan) , PGII (decorin) が 関 節軟骨 に見い出

され58) , 同様 のPG-Smが 他 の組織 において も分

離 され るよ うになった19, 55) 。腱 においては, そ の

荷重負担部位でPGI, PGIIが と もに認め られ, 

張 力抵抗部位 では主 にPGIIが 認 め られPGIは

わ ずかで ある66) 。 また, 膝 関 節半月板 において

も, DSを 多 く含むPG-Smが 見 い 出 されてい

る56) 。 今 回の ブタ お よび ヒ ト関節円板 か らも, 

同様 に 二つ のPG-Smが 認 め られたが, コァ プ

ロテイ ソ の サイズ, GAGの 組 成 お よび 分子量

から, 250, 200KのPG-SmがPGI, 150, 100

KのPG-SmがPGIIに 相 当 する もの と考え ら

れた。 分子量的 には 骨 のPGよ りは 小 さ く, 軟

骨, 腱 のPGと 類 似 してお り, コ ア プロテイ ンの

分子量は約40Kで, 骨, 軟 骨 型 よ りも大 き く, 腱

型 のもの とほぼ類似 していた。 また, SDS-PAGE

に よ り検索 した ところGAGの 分 子量は約40～60

Kで, これ は骨の もの よ り大 きく, 腱 型 の もの と

類似 していた。 これ らの ことか ら, ヒ トお よびブ

タ関節円板 の2種 類 のPGI, PGIIは 腱 型のPG

と類 似 し, 40Kの コ アプロテイ ンに1本 または2

本 のGAGが 結 合 した分子形態を しているもの と

推定 された。

ところで, GAGの 組 成に 関 しては, ヒ トの

PG-Smの コ アプロテイ ンはC4, 6-S, HAを 消 化

する コン ドロイチ ナーゼACIIで は現れず, C4, 

6-S, DSを 消 化する コン ドロィチナーゼABCに

よ り 出現 し, 抗 体2-B-6に よ り認識 された こ

とか ら, 糖 鎖 としてDSを もつ ことが 示唆 され

た。 これに対 しブタのPG-Smは コ ソ ドロイチナ

ーゼACII, ABCに よ り消化され, そ の コアプ

ロテイ ンは 抗体2-B-6に 強 く 認識 され, わ ず

かに 抗体3-B-3に よ って も 認識 された。 今回

用 いた各抗体 が コアプ ロテイ ン側の2糖 の構造 を

認識す る59～6Dこ とと, 本 研究 に おいてGAGの

ア セテー ト膜電気泳動で, ヒ ト, ブ タ ともに泳動

パター ンに ブロー ドなスポ ッ トが認め られた こと

か ら, そ の糖鎖 はDS-CSの ハ イブ リッ ド型 とし

て存在す ることが 示唆 された。 同様にHabuchi

ら62) は ヒ ト膝関節半 月板において 多種のDS-CS

の ハ ィブ リッ ド型GAGが 存 在す ると報告 してお

り, また 皮慮, 滑 膜 の線維芽細胞か ら分泌 され る

PG-Smに お いて も ハ イブ リッ ド型の糖鎖の存在

が示 されている63) 。 今 回のブタのGAGの ほ とん

どがDSで, 含 まれ るCSの 割 合は わずかで あ

り, ヒ トのGAGと は組成が異な るものであ った

が, GAG鎖 内 におけ るDSお よびCSの 組 成は

組織特性に関与 して変化がみ られるもの と考え ら

れた。

この ようなPGは, そ の糖鎖であるGAGに お

いて も認め られた よ うに, 組 織 の機能的特性に関

与 している。 軟骨型PG-Lは, HAと の 結合 と

保水機能によ り機能的性状 を担い, 軟 骨 において

典型的な 作用であ る 荷重負担を 担 うと 考え られ

る。一方, PG-Smの 機 能的 な役割 として, PGII

は コ ラー ゲン線維 に結合 し線維形成に対 して阻害

作用を もつ ことか ら64) , コラ ーゲン線維の形成 と

会合の調 整を行い, 張 力 に抵抗する能力を調整 し

ているもの と考え られ る。 また, PGIの 生 理学

的機能 は今の ところ不 明であるが, 結 合組 織の特

異的 な細胞の周囲に局在す ることが報告 されてお

り65) , お そ らく細胞活性の調整 を行 っている と考

え られる。今回, ヒ トお よび ブタ関節円板中に認

め られたPG-L, PGI, PGIIの 含 有比 率は, ヒ

トにおいて38%, 7.6%, 54.6%で, ブタ におい

て34%, 21.7%, 44.3%で あ った。 このことか ら, 

関 節 円板は豊富 な コラーゲンを有す る組織であ り

なが らPG-Lを 多 く 含み, 腱 の 張力に 抵抗する

部位 とは異な り大 きな荷重負担 を生理的 に受けて

いる と考え られた。 また, ヒ ト関節円板はPGII

と コ ラーゲ ンとの 相互作用に よ り張力に 抵抗 し

てい る 一方で, 円板 中に 含 まれ る 線維芽細胞が

PGIに よ る影響 を受けて, 軟骨 型PG-Lを 含 む

基質成分 の調整が行われ, 特 異 的な機能に対応す
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る能力を賦与される可能性 も示唆される。 一方, 

ブタ関節円板にはPGIが かなり認められたが, 

GAGの 組成が特徴的であったことは, 関節円板

の機能的特性, 成熟度を反映 しているものと考え

られた。

これらPG, コラーゲン種およびGAGの 検討

から, 関節円板は腱においてはその荷重負担部位

に酷似 してお り, また, 器官としても共通する膝

関節半月板に類似していることが示された。

4.関 節円板におけるGAGの 局在性について

今回 同定されたGAGの 局在性を検索 するた

め, 機能的関節面に 相当する部分を9分 割 した

後, 免疫染色を行った。C4-SとDSの 識別のた

めにコンドロイチナーゼABCお よび コソドロイ

チナーゼACIIで 処理した 染色切片の比較を行

った。

その結果, 正常ブタ関節円板においては部位に

よる局在性は認められず, 生化学的分析結果と類

似 した染色性が得られ, 機能的関節円板全域に多

量のDSお よび わずかのCS, KSが 存在するこ

とが示 された。また, 正常ヒト関節円板において

もブタと同様局在性は認められず, 関節円板全域

に主にC4-Sが 存在し, 同程度のC4-SとDS, 

わずかのKSが 存在することが 示された。 ヒト

関節円板におけるGAGの 分布を組織学的手法で

あるCEC法 を用いて検索 した報告においては, 

円板を前後的に4分 割 し最前部からA, CA, Cp, 

Pと して, メタクロマジー発現を基準としてHA

およびCSあ るいはDSがCA+Cpに おいてA+

Pよ りも有意に多 く認められた としている9) 。 ま

た, ウシ関節円板をCSとDSに 対する抗体およ

びサ フラニンOを 用いて染色した結果によると, 

サフラニンOに より円板中央部がより濃染され, 

この部位にCSが 多く存在すると考えられたが, 

抗体染色により関節円板がCS抗 体に対してほぼ

均一に染色され, DS抗 体に対しては円板前後部

組織が強陽性で, DSは 円板中央部よりも周囲組

織に多く存在するとしている43) 。いずれの場合も

GAGが 関節円板および周囲組織において局在性

をもつ とされている。しかし, 本検索に用いた部

位は, 前者の報告に おけるCA十Cpお よびAの

後方部位に相当してお り, この部位ではCEC法

においても有意差は認め られておらず, また, 後

者においては抗体で均一に染色された部位に相当

してお り, 前後円板付着部は含まれていない。し

たがって本検索の結果は両報告と一致するもので

あり, 機能的関節面相当部においては, GAGは

均一に分布するもの と考えられた。

一方, ウサギ関節円板に抗体を用いて検索した

結果では44) , KSは コラーゲン線維に沿って広範

囲に存在 したが, CSは 軟骨様細胞周囲の細胞間

質に多 く認められ, これはヒヒの関節円板におい

ても同様 とされている31) 。本研究では関節円板中

に軟骨様細胞はみられず, このような所見は認め

られなかった。一般に, 正常ブタおよびヒ ト顎関

節円板には軟骨様細胞は認められないが66) , 老化

あるいは機能要求の変化に対応して代謝活性が低

下した領域に存在する線維芽細胞が化生変化を起

こし, 軟骨様細胞が出現することが考えられるの

で47) , 今後これらの組織に対する詳しい検索が必

要と思われる。

5。 関節液中の多糖成分について

関節液の組成は基本的には血漿濾過液であり, 

これに滑膜から分泌 されるHA-タ ンパク複合体

であるムチンが加わったもので67) , 関節運動を潤

滑にし, また関節軟骨に栄養を供給している。 し

たがって, 主な成分は血漿由来のアルブミンと多

糖成分 としてのHAで あると考えられるが, 本

研究における正常 ヒトおよび ブタ関節液のSDS-

PAGEお よび アセテー ト膜電気泳動の結果か ら, 

これ ら成分が主要なものとして存在することが示

された。一方, 膝関節の関節液において, リウマ

チや変形性関節症に関連して含有PGの 研究がな

され, 関節軟骨由来 と考えられるPGが 病的関節

液中に見い出されている68) 。したがって, 関節円板

や関節軟骨に変性をきたす顎関節症においても, 

同様に関節液にこれらの成分が現れるものと推察

される。そこで, 正常ヒ トおよびブタ関節液なら

びに病的 ヒト関節液に含まれると考えられる微量

のPGの 同定を行 うために, コンドロイチナーゼ
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ABC消 化後, 上述 した 各種抗体を用いて検索を

行った ところ, 正常ブタ関節液中には抗体に反応

する成分は認められなかったが, 正常ヒト関節液

では対照 として用いたヒ ト血清と類似 したPGの

存在が認められた。この成分が正常関節液の基本

的構成成分 と考えることもできるが, 正常ブタ関

節液には血清類似のPGは みられないこと, 滑膜

における血液関節関門により分子量の大きなタン

パクの血液から関節内移動は制限されることなど

から, 正常 ヒト関節液における血清類似のPGの

存在は採取時の刺入に際して血液混入により影響

されたもの と考えられる。一方, 病的ヒト関節液

においては, このPG成 分 以外に6硫 酸 および

KSを 認識する抗体により分子量400Kの タンパ

ク成分の存在が示され, これは免疫学的, 分子量

的に関節円板中に認められた軟骨型PGと 類似し

ていた。膝関節において, Witterら69) は, 軟骨

型PGのHA結 合部位, KSお よびコアプロテイ

ンを認識する抗体を用いて変形性関節症および リ

ウマチ患者の関節液を検索した結果, これらの成

分が関節液中に認められたことを報告している。

また, 顎関節の関節液に関して, Israelら70) は, 

変形性顎関節症患者においてKS量 が増加するこ

とを報告している。 これ らの関節軟骨に変性をき

たす疾患においては, 関節液中に認められるこれ

らのPGは 軟骨成分の破壊あるいは変性により出

現するものと考えられるが, 今回は顎関節症 と診

断された症例で, 多様な病態の関節液を混合した

ものを用いたため, 同定されたPGが いかなる病

態で見い出されるかは明らかではない。 しかし, 

その性状から組織由来のものと考えられ, 特に, 

関節円板中にも見い出された軟骨型PGと 類似し

ている ことから, 疾患時には 顎関節の 関節液に

おいても, 病態との関連が示唆される組織由来の

PGが 検出されることが明らかとなった。

このPGに 関与すると考えられるGAGは, ア

セテー ト膜電気泳動では認められず, 関節液中の

多糖成分 としてはHAの み同定された。これは, 

疾患時における 関節液の 変化を検索 した 他の報

告15) と一致 している。しかし, 膝関節の関節液の

GAG量 は 急性 関節炎において増加が認め られ, 

慢 性 関節炎 においては認め られないが71) , PGの

フ ラグメン トは慢性時の関節液において も有意 に

増加が認め られる72) 。 この ことか ら, 急 性症状 に

よ り組織か ら由来 したPGのGAGは, 治癒 あ る

いは慢性化の過程 で分解 代謝 され, そ の コアプ

ロテイ ンの一部が関節液中に残存 している もの と

考え られ る。顎関節症の多 くは慢性的経過 をた ど

る場合が 多 く, 関節 液中にHA以 外 のPGあ る

いはGAGの 出現がみ られて も, アセ テー ト膜電

気泳動では同定され ないほ どに微量 となることが

考 え られ る。 この点, 今 回PGの 残存が認め られ

たこ とは, 疾 患 やその程度 を探 る うえで, 今後, 

有 用 な手法 になることが期待 される。

V.結 論

正常 ヒ トお よびブタ顎 関節の関節 円板の コラー

ゲ ンお よびプ ロテオ グ リカ ンに関 して生化学的, 

免 疫 組織学的に検索 し, そ の 基質成分の特徴 につ

いて比較検討 した。 さ らに, 正常 ヒ トお よびブタ

顎関節の関節液, な らびに病 的 ヒ ト関節液の多糖

成分に関 して生化学的に分析 し, ヒ ト関節液にお

ける病態変化につ いて検討 した。

1.正 常 ヒ トおよび ブタ関節 円板の コラーゲ ン

は, I型 コラーゲンのみで構成 されていた。

2.正 常 ヒ トおよび ブタ関節 円板中に含 まれ る

グ リコサ ミノグリカ ンは, ヒ ト関節円板 では コン

ドロイチ ン硫酸が主成分 で69.9%を 占め, 24。5%

の デ ルマタン硫酸が認め られたほかに, わ ず かの

ビアル ロン酸 ケ ラタ ン硫酸が認め られた。 ブタ

関節 円板ではデルマタ ン硫酸が主成分で91.4%を

占め, コ ン ドロィチ ン硫酸 は5.8%と 少 な く, ヒ

ァル ロン酸 ケ ラタ ン硫酸 はわずかであった。

3.正 常 ヒ トおよび ブタ関節 円板において, 主

に3種 類の プロテオグ リカンが認め られた。 ピア

ル ロ ン酸 との会合体を形成す る高分子型 のプロテ

ォ グ リカ ン, お よび分 子量が異な る2種 類の低分

子型 プ ロテオグ リカンであった。 これ らの含有比

率は, ヒ トで38%, 7.6%, 54.6%, ブ タでは34

%, 21.7%, 44.3%で あ った。
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4.モ ノクローナル抗体を用いた免疫学的検索

の結果, 高分子型のプロテオグリカンは糖鎖 とし

てコソドロイチン6-硫 酸を 有し, さらにコアプ

ロテイソの分子墨が400K, 360Kの2種 類認めら

れ, ピアルロン酸 との会合が示され, 軟骨型のプ

ロテオグリカンと類似するものであった。低分子

型プロテオグリカンは, 約40Kの コアプロテイン

を有し, 糖鎖 としては ヒトでは主にデルマタン硫

酸で分子量40～60K, ブタではデルマタン硫酸 と

コンドロイチン硫酸がハイブリッド型を呈して結

合しているものと推定された。これらは, コアプ

ロテインに糖鎖が一または二つ結合した分子形態

で存在していると考えられ, 他の組織中でも認め

られているPGI (biglycan) , PGII (decorin) と

類似するものであった。

5.正 常 ヒトおよびブタ関節円板の機能的関節

面に 相当する 部分を 免疫組織学的に 検索 した結

果, 各 グリコサ ミノグリカンはいずれも局在性を

認めず, 均一に分布していることが示された。

6.関 節液中の 多糖成分に ついてSDS電 気泳

動のアルシアンブルー染色およびアセテー ト膜電

気泳動による検索の結果, ピアルロン酸のみが認

められた。抗体を用いた免疫学的検索の結果, 正

常 ブタ関節液中には他のプロテオグリカンは認め

られなかった。また, 病的ヒト関節液中には正常

関節液および血清中には認められない6硫 酸化糖

鎖が結合するプロテオグリカンが認められた。こ

のプロテオグリカンは分子量的, 免疫学的に関節

円板中に認められた軟骨型の高分子プロテオグリ

カンと類似していたことから, 疾患時において関

節液中に微量で, 糖鎖が短小化された組織由来の

プロテオグリカンが 出現する 可能性が 示唆 され

た。

以上 より, 関節円板はその基質成分 (コ ラーゲ

ン, プロテオグリカン) の特徴から, 腱組織およ

び膝関節半月板 と類似した線維性組織であるが, 

II型 コラーゲンが含まれないことから, これらと

ともに線維軟骨として分類されていることは適当

でないと考えられた。また, 関節円板中に認めら

れたコラーゲンと個々のプロテオグリカンの生理

作 用の特徴か ら, 負 荷 関節 と考 えられてい る顎関

節 において, 関 節 円板は荷重負担 および張力抵抗

の作用 を担 っている ことが示 された。
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