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関節リウマチ(RA)や変形性関節症(OA)な どの関節炎では、滑膜・関節液中のプロテアー

ゼが軟骨基質の主要成分であるプロテオグリカンやコラーゲンを分解し、関節軟骨が破壊
される。このプロテアーゼとして近年軟骨代謝の分野では、MMPsゃ aggrecanaseな どの

マ トリックス分解酵素が広く知られている。一方で我々はRAや oAの関節で滑膜から関

節液中に中性システインプロテアーゼであるカルパインが分泌されていること、またカル

パインが強力な軟骨アグリカン分解活性を持つことを報告してきた。

:ntroduction

アグリカンはコンドロイチン硫酸とケラタン

硫酸を側鎖として多く含むコンドロイチン硫酸

プロテオグリカンファミリーの一つで、関節軟

骨の細胞外マ トリックス中でヒアルロン酸、リ

ンクプロテインと会合し存在している主要な分

子構造である。

関節炎osteOarthritis(OA)は 関節軟骨がす

り減 り、関節機能の破綻をもたらすもので、高

齢者の1585%が この疾患にかかっているとい

われている。アグリカンの変性はOA進行の中

心的な現象でアグリカンのコア蛋自が切断され

て引き起こされる。このコア蛋自の切断メカニ

ズムはアグリカナーゼやMMPといったプロテ

ナーゼによって引き起こされることが分かって

いるが、その他のアグリカン変性に関するメカ

ニズムはよく分かっていない。カルバインはカ

ルシウム依存性のシステインプロテナーゼであ

り、当初細胞内プロテナーゼとして分類されて

いたが、その後、関節液や、関節の細胞外マ ト

リックスにも存在することが分かったものであ

る。本研究の目的はヒト関節軟骨での、アグリ

カン代謝におけるm一カルバインの機能を明ら

かにすることであり、ヒト関節軟骨中にm一カ

ルバインが産生したグリコサミノグリカン側鎖

のついたアグリカンのフラグメントの存在とそ

の局在を調べた。

Materials and methods

ヒト正常関節軟骨、ヒトOA関節軟骨は手術

時に切除されたものを使用 した。関節軟骨は

10倍容量のグアニジン塩酸とプロテナーゼイ

ンヒビターを混合した抽出液で 48時間撹拌し

てプロテオグリカンを抽出した。その後塩化セ

シウムの濃度勾配を利用して、ヒアルロン酸会

合条件で遠心し、底から順にAlか らA4に分

画した。その後ヒアルロン酸非会合条件で再度

遠心し、Alの区画をさらに底よりAlDlか ら

AlD4に分画した。側鎖の処理は適宜コンドロ

イチナーゼ ABCゃ、ヶラタナーゼを用いて処

理した。ヒト関節軟骨アグリカンのコア蛋自の

カルバインによる切断部位を認識する抗体は新

た に 切 断 断 端 の ア ミ ノ酸 配 列 で あ る

IVTQVVPGVAを抗原としてポリクローナル

抗体(anti VPGVA抗体 )を作成した。分析は

ELISA westem blotting,immunohist∝ mm―
istry,confocalimagingを 用いておこなった。
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Restrts

ヒトOA関節軟骨の抽出サンプルを側鎖処理

してwestem Ыotを行つた。Anti VPC.VA抗

体と an● Gl抗体 (Gl domlllに対する抗体)

を一次抗体として用いると140kDaのサイズの

バントが検出された。これはヒト関節軟骨中に

カルバインに関連したコア蛋自切断部位 をC末

増にもつアグリカンが存在することを示してい

た。またこのバントは an■ Gl抗体でも検出さ

れることよりこのaggrecan productが Glド

メインを含んでいることを示していた。

次 に遠心密度勾配 を用いて AlDlか ら

AlD4ま で分西したサンプルをそれぞれwst
ern Ыotを行つたところ、AlDlか らAlD4の

すべての分面で an6‐ VPCVA陽 性のバントが

検出された。これは関節軟骨中に存在するカル

バインに切断されたアグリカンのコア蛋白に付

着しているグリコサミノグリカンの量が一様で

ないためにすべての分画中に検出されたと考え

られる。

また OAの 5症例か ら関節軟骨を抽出 して

westem blotを 行つたところ、すべてのサンプ

ルでan■ VPCIVA陽 性のバントが検出された。

これはOAの関節軟骨には普遍的にカルバイン

に関連したコア蛋白切断都位をC末端にもつア

グリカンが存在していることを示していた。

次に免疫組織染色を行つた。ヒトOA関節軟

骨をホルマリンにて固定し、パラフィン包埋し

たサンプルを用いた。Anti VPCVA抗 体を用

いて染色 したところ、軟骨の deep zoneか ら

intell‖ediate Ю¨ に軟骨細胞を中心に軟骨細

胞周囲まではっきりと染色された。

またan,VPGVA抗 体とanti m calpah抗

体を用いてcclnfocal imagingを 行つたところ

軟骨細胞中の核の周囲が共焦点した。これらの

ことは、VPGVAを C末端にもつアグリカンは

軟骨細胞中のアグリカン合成過程で細胞内で

m― カルバインによってコア蛋白を切断された

状態で、細胞外マ トリックスヘ分泌され、軟骨

中でアグリカンとして細胞外マ トリックスの構

成分子として役割を果たしていると考えられ

た。

次にヒト成人正常軟骨を用いて、Western

blot及 び免疫組織染色を行つた。OA関節軟骨

と同様にw∝tem blotではanu VPc.vA抗体

で140kDaサ イズのバントと免疫 l■a染色では

軟骨細胞周囲に an● VPCVA抗 体で陽性に染

色された。ただこれらはOAの関節軟骨と比較

すると薄く染まつており、OAと 比較すると正

常軟骨ではカルバインにより切断されたアグリ

カンの合有量は少ないと考えられた。

¨

本研究は初めてカルバインにより切断された

アグリカンがヒト関節軟骨中に存在することを

報告したものである。 このアグリカン切片は

Glド メインとG2ト メインを含んでおり、C末

端のアミノ酸配列力
'VPCVA(Gl G2 GVAア

グリカン)と なるものである。 この Cl G2
GVAは側鎖としてケラタン確酸を含みプロテ

オグリカンとしての条件を満たしている。また

ヒアルロン酸との結合能力を保持している。ケ

ラタン確酸の機能はまだ明らかではないが、コ

ラーゲン餞離がケラタン確醸と結合してコラー

ゲンネットワークとして機能しているとの報告

があり、GlC2 GVAア グリカンはコラーゲン

繊維と結合する機能を有している可能性があ

る。

カルバインは細胞内プロテナーゼとして考え

られており、細胞内で粗面小胞体からゴルジ装

置までに分布している。アグリカンは粗面小胞

体からゴルジ装置にかけてコア蛋自が合成さ

れ、ケラタン硫醸やコンドロイチン確酸などの

側鎖が合成されていくことが分かつており、加

齢変化や、病的状態にてカルバインが特異的に

アグリカンの合成時にコア蛋白をあらかじめ切

断してコンドロイチン硫醸鎖の少ないアグリカ

ンを効率的に合成する働きをしている可能性が

あると考えられる。
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今後、多症例でGl G2 GVAア グリカンの発

現量を分析し、病的状態や加齢による変化を目

べ Gl G2 GVAア グリカンの臨床的意義を目

査していく必要がある。それと同時に関飾軟骨

において m― カルバインがアグリカン代謝に与

える役割を解明していく必要がある。

現在カルバインの基礎的データがでてきてい

るので、今後臨床症例を多く分析することによ

り、臨床への応用が可能になると考えている。

tlaatE
Mature bovine articular cartilaae contains
abundant aggrecan that is C terminally
truncated at Ala?l9-A1a720. a site which is

readily cleaved by m-calpain
Biochemical Journal 382:253-9,2004


