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組織タンパク分解系の制御による

骨軟骨再生誘導に向けての研究

はじめに
　骨・軟骨再生は外傷や腫瘍切除によって欠損した骨
の修復に用いられるが，自家骨移植のみでは十分では
ない症例が多数存在する．さらに，高齢化社会の進展
とともに患者数が増加している変形性関節症や骨粗鬆
症による骨折の治療にも骨・軟骨再生医療の応用が期
待される．骨・軟骨の再生には，細胞源の他，これら
細胞の足場と分化および機能を促進する刺激因子が重
要である．私共はこれまでに新規骨形成因子とその調
節機構を明らかにしてきた1,2）．また，骨・軟骨再生に
は血管や細胞外基質などで構築される微小環境の重要
性も指摘されており，軟骨内骨化では血管内皮増殖因
子（VEGF）を介した軟骨への血管の浸入が骨化に寄
与する3）．
　線溶系は，フィブリン血栓溶解の主要酵素であるプ
ラスミンを生成するタンパク分解系であり，プラスミ
ンは前駆体であるプラスミノゲンがプラスミノゲンア
クチベーターによって活性化される．近年，組織線溶
系が細胞外基質分解，マトリックスメタロプロテアー
ゼ活性化，皮膚や肝臓の修復に寄与することが指摘さ
れている4）．これらの知見より，組織線溶系は組織修
復に適した微小環境の構築に重要な役割を果たすこと
が示唆される．しかしながら，組織線溶系の骨修復お
よび再生過程における役割は不明であった．本研究で
はプラスミノゲンの骨修復過程における役割を検討し
た．

方　法
実験動物
　雄性および雌性の７－10週齢プラスミノゲン欠損マ
ウスとその野生型マウスを使用した．

	

大腿骨骨欠損モデルにおける骨修復の検討
　マウス大腿骨骨幹部に直径0.9mm の円形の骨欠損
を作製した．骨欠損部の修復を実験動物用Ｘ線 CT 装
置（Latheta LCT-200，日立アロカメディカル株式会
社）を用いて検討した．骨芽細胞のマーカーであるア
ルカリフォスファターゼ（ALP）および Osterix の免
疫染色を行い，骨欠損部位における ALP および
Osterix 陽性細胞数を測定した．酒石酸抵抗性酸フォ
スファターゼ（TRAP）染色を行い，TRAP 陽性多核
細胞数を検討した．トルイジンブルー染色後，骨欠損
部位において異染色性を示した面積を軟骨基質として
測定した．

骨修復過程における血管形成の検討
　血管内皮細胞のマーカーである CD31の免疫染色を
行い，骨欠損部位における血管数および血管面積を測
定した．骨欠損側および反対健常側の大腿骨における
VEGF，トランスフォーミング増殖因子-β（TGF-β），
リン酸化 Smad2/3，Smad2，Smad3，低酸素誘導因
子1α（HIF-1α）の発現をウェスタンブロット法に
よって検討した．

結　果
プラスミノゲン欠損による骨修復の遅延
　プラスミノゲン欠損マウスでは野生型マウスと比較
して４，７，14日後において大腿骨の修復が有意に遅
延した（図１Ａ，Ｂ）．

プラスミノゲン欠損による骨修復過程における骨芽細
胞形成および軟骨形成の減少
　プラスミノゲン欠損によって大腿骨骨欠損部位にお
ける ALP および Osterix 陽性細胞数が有意に減少し
た（図２Ａ，Ｂ）．一方，骨欠損部位における TRAP
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陽性多核細胞数はプラスミノゲン欠損によって変化し
なかった．骨欠損部位における軟骨基質はプラスミノ
ゲン欠損によって有意に減少した．

骨修復過程の血管形成に対するプラスミノゲン欠損の
影響
　プラスミノゲン欠損によって大腿骨骨欠損部位にお
ける血管数および血管面積は有意に減少した（図２
Ｃ）．野生型マウスの骨欠損側の大腿骨では VEGF 発
現が増加したが，プラスミノゲン欠損マウスではこの
VEGF 発現増加が見られなかった．次に VEGF 発現
を誘導することが報告されている TGF-βシグナル経
路と HIF-1α発現を検討した．野生型マウスでは骨欠
損側の大腿骨において TGF-βの発現増加と TGF-β
シグナルの下流因子である Smad2/3のリン酸化が見
られたが，これらはプラスミノゲン欠損によって抑制

された．一方，プラスミノゲン欠損は骨欠損による
HIF-1α発現に影響を及ぼさなかった．

考　察
　生体内の骨化には膜性骨化と軟骨内骨化の２つの機
構が存在するが，損傷を受けた大腿骨は軟骨内骨化に
よって修復する5）．プラスミノゲンは組織線溶系にお
いて中心的な因子であり，組織タンパク分解系の活性
化や細胞外基質の分解を引き起こす6）．また，プラス
ミノゲンは皮膚や肝臓の修復に寄与することが報告さ
れている4,6）．今回，プラスミノゲン欠損によって大腿
骨骨欠損部位の骨・軟骨形成が減少したことから，骨
修復過程においてプラスミノゲンが重要な役割をはた
すことが明らかになった．
　骨損傷部位に新たに形成された血管は骨修復に寄与
する細胞の増殖や分化を誘導する5）．さらに，軟骨内
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図１　�（Ａ）野生型マウス（Plg+/+）およびプラスミノゲン欠損マウス（Plg-/-）
の大腿骨骨欠損部位の解析．（Ｂ）骨欠損面積の定量．*p ＜0.05. **p
＜0.01. n.s.: not significant.
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図２　�（Ａ , Ｂ）野生型マウス（Plg+/+）およびプラスミノ
ゲン欠損マウス（Plg-/-）の骨欠損部位におけるアル
カリフォスファターゼ（ALP）および Osterix 陽性細
胞数．

　　　（Ｃ）骨欠損部位における血管面積．**p ＜0.01.
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骨化では軟骨への血管侵入が骨化に重要である．プラ
スミノゲン欠損マウスでは骨欠損部位における骨芽細
胞形成と血管形成が減少した．これらより，プラスミ
ノゲン欠損による骨修復の遅延は血管形成の減少が原
因であることが示唆された．さらに，骨欠損部位での
VEGF 発現の増加がプラスミノゲン欠損によって抑
制されたことから，骨修復過程において VEGF がプ
ラスミノゲン依存性に誘導されることが示唆された．
VEGF 発現は TGF-βや HIF-1αなど様々な因子に
よって調節されている．プラスミノゲン欠損は骨欠損
による TGF-β発現増加と Smad2/3のリン酸化を抑制
したが，HIF-1α発現には影響を与えなかった．これ
より，骨修復過程においてプラスミノゲンは HIF-1α
ではなく TGF-βを介して VEGF 発現を亢進すること
が示唆された．
　以上より，プラスミノゲンが骨軟骨再生に必要な微
小環境の構築に重要であることが考えられ，組織線溶
系の調節によって骨・軟骨再生を誘導できる可能性が
示唆された．
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