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研究成果の概要（和文）：

ラットの耳介軟骨細胞およびATDC5細胞には脂質性二次メッセンジャー代謝酵素ジアシルグリセ

ロールキナーゼ（DGK）アイソザイムのうちDGKが高い発現を認めた。ATDC5細胞の分化過程に

おけるDGKの mRNA およびタンパク発現は分化の進行に従って減少した。また、ラット耳介軟

骨細胞の脱分化過程におけるDGK の発現は増加することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In diacylglycerol kinase (DGK) isozymes, DGK is substantially 

expressed in rat auricular cartilage cells and ATDC5 cells. DGK expression in rat 

auricular cartilage cells and ATDC5 cells were temporary examined using Western blot and 

RT-PCR. Results indicated that DGK expression of mRNA level and protein level 

decreased with differentiation of ATDC5 cells. They increased with dedifferentiation of rat 

auricular cartilage cells.
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１．研究開始当初の背景

近年顎骨再生医療（再建治療）は長足の

進歩を遂げ、以前は困難とされていた下

顎においてかなり大きな骨欠損でも本

来の形態に近似した骨を再建すること

が可能となっている。しかし、関節軟骨

を再生する手法が確立されていないた

め、顎関節を含む下顎頭欠損例の再建治

療は極めて困難である。つまり、顎関節

の再建方法を確立すれば、骨の再建と組

み合わせることによって下顎骨全体を

再建することも夢ではなくなる。関節軟

骨の再生医療は整形外科分野を中心に

実際の臨床応用が行われているが、その

適応範囲は関節軟骨の小欠損に限られ

ており、現時点では広範囲の軟骨欠損を

再生可能なレベルには達していない。ま

た、現在行われている顎関節疾患の治療

法にもいくつかの問題点が指摘される。

これらの問題を解決するためには顎関

節の機能を再現できる顎関節の再生医

療の実現が必要である。ところで我々は

脂質性二次メッセンジャー代謝酵素ジアシル

グリセロールキナーゼ（DGK）が細胞内の様々

な現象に関与することに着目した。我々はす

でにいくつかの組織において細胞の増殖と分

化に DGK が関与していることを確認してい

る。軟骨細胞における DGK の機能を理解し、

その発現を制御することにより、より効率的

で安全な関節軟骨の再生医療が期待される。

２．研究の目的

本研究では、耳介軟骨細胞が軟骨としての性

質を保ちながら効率よく細胞を増殖しうる細

胞培養法と、脱分化により部分的に失われた

軟骨形態を回復する再分化誘導法の開発を試

みる。加えて、科学的根拠に裏付けられた軟

骨再生医療の実現のためには、軟骨生物学の

基礎的理解も必要である。細胞内におけるイ

ノシトールリン脂質代謝回転においてジアシ

ルグリセロールを制御し、プロテインキナー

ゼ C (PKC) の活性化調節を担う DGK の機能

解析を行い、軟骨再生医療への有用性を検討

する。

３．研究の方法

(1）ラット耳介軟骨細胞およびATDC5 細胞に

おける DGK アイソザイムの発現解析

ラットマウスの耳介軟骨細胞は組織を細切後、

コラゲナーゼタイプ2(Worthington)にて処理

し、細胞を分取した。細胞懸濁液はナイロン

メッシュ(BD Biosciences) で濾過し、37℃、

CO2 5% に設定したインキュベータで 10% 

fetal bovine serum (JRScientific,Inc.)、

penicillin(100units/ml)-streptmycin(100

g/ml;Wako) を含有する DMEM/Ham’s F12 

medium (Wako)により培養を行った。ATDC5 細

胞も同様の条件で培養を行った。コンフルエ

ントに達した段階でRNA を抽出し、RT-PCR 法

で DGKアイソザイムの mRNA 発現を確認した。

(2）ATDC5細胞の分化過程における DGKの発

現解析

ATDC5 細胞を Insulin-transferrin-Serenium    

(ITS;GIBCO) を添加した分化誘導培地を用い

て 28 日間培養を行った。分化誘導開始後１日、

7 日、14 日、21 日および 28 日目に RNA を抽

出し、RT-PCR 法で DGK mRNA の経時的な変

化を解析した。また、同様の方法で培養を行

った ATDC5 細胞からタンパク抽出を行い、

Western blot 法で DGKタンパクの発現変化

を解析した。分化の指標として、Type I 

collagen, Type II collagen, aggrecan の

mRNAの発現解析およびアルシアンブルー染色

を行った。


(3)ラット 耳介軟骨細胞の脱分化過程におけ

る DGKの発現解析

と同様にして得たラット耳介軟骨細胞の

単層培養を行い、コンフルエントに達するま

で培養し、その後 1：4の比で継代を繰りかえ



して脱分化の過程を観察した。継代ごとにタ

ンパクを抽出し、Western blot 法で DGKタ

ンパクの発現変化を解析した。

４．研究成果

(1）ラット耳介軟骨細胞および ATDC5 細胞に

おける DGK アイソザイムの発現解析

ラット耳介軟骨細胞および ATDC5 細胞には

DGK アイソザイムのうち、DGKの発現が最も

高く、その他 , , の発現が認められた。

(2）ATDC5細胞の分化過程における DGKの発

現解析

ATDC5細胞をインスリン添加培地で 28日間培

養し、DGKを RT-PCR で検討した結果、DGK

の mRNA 発現は経時的に減少することが明ら

かとなった。さらに Western Blot で検討し

た結果 DGKタンパクは分化刺激後７日目に

最も高い発現を認め、その後減少することが

明らかとなった。

図１ATDC5 の軟骨分化過程における DGK

mRNA の発現

図２ ATDC5 の軟骨分化過程における DGK

タンパクの発現

(3)ラット 耳介軟骨細胞の脱分化過程におけ

る DGKの発現解析

ラット耳介軟骨細胞を継代ごとにタンパクを

抽出し、Western blot 法で解析した結果、

DGK タンパクは次第に増加した。この時Type 

I collagen の mRNA 発現は増加し, Type II 

collagen、aggrecan の mRNA 発現は減少した

ことからラット耳介軟骨細胞が脱分化する過

程において DGK タンパクは増加することが

明らかとなった。

以上の結果より、DGKが耳介軟骨細胞の分化

を制御している可能性が示唆された。
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