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Figure l. Histological scores of medial tibial plateau Figure 2. Chromatograms of PA-N-glycans obtained from

              rabbit cartilage glycoproteins on an ODS column.

             Figure 3. The ratio in the peak area of                   Figure 4. Structure of N-glycans A and C.

                        N-glycans related to OA.

Discussion: This study showed that the cartilage N-glycans significantly altered from the time

before the appearance of apparent histological changes. This indicates that such alteration in

cartilage N-glycans occurs from very early phase of OA aggravation. In addition, we succeeded in

identifying the N-glycans, including lAl-210.4b and 210.41b, which responded to osteoarthritic

changes of cartilage.  Although the functional roles of these N-glycans remain unclear, they may

play a crucial role in the chondrocytes or/and ECM responses to the changes in mechanical

environment of cartilage responsible for the pathogenesis of OA initiation or aggravation. To our

knowledge, this is the first study to determine the structure of cartilage N-glycans and to show the

alterations in this structure with OA aggravation. This novel analysis and the obtained results may be

useful diagnostically and also provide an insight to OA pathogenesis. We believe that our

understanding of glycobiology broadens analytical approach to various joint diseases.

Conclusion: These results indicate that changes in the expression of N-glycans are correlated with

OA in an animal model. Understanding mechanisms underlying changes in N-glycans seen in OA

may be of therapeutic value in treating cartilage deterioration.

FIGURE LEGENDS

Figure l. Histological scores of medial tibial plateau.

Values are means士 SD. Shown are scores for histological parameters with comparisons between groups.

Histological analysis revealed that slightly degenerative changes in cartilage occurred in all cases starting

 10 days afier ACLT. * denotes statistical significance (P<0.05) vs sham group. # denotes statistical

significance (P<0.05) vs control.

Figure 2. Chromatograms of PA-N-glycans obtained from rabbit cartilage glycoproteins on an ODS

column.

Two peaks (solid arrow) in the chart of day o and the sham-operated group were seen as one peak (empty

arrow) lfi:om day 7 after ACLT. Those peaks included three peaks on an amide column, referred to as

N-glycan A (a), B (b), and C (c), in order of separation time (* ).

Figure 3. The ratio in the peak area of N-glycans related to OA.

Values are means士 SD. The mean ratio of N-glycan A decreased significantly from 7 days in the OA

group. The mean ratio of N-glycan C increased significantly from 7 days in the OA group. The mean ratio

of N-glycan A to N-glycan C increased significantly from 7 days in the OA group. * denotes statistical

significance (P<0.05) vs sham group. # denotes statistical significance (P<0.05) vs control.

Figure 4. Structure of N-glycans A and C.
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Indicated are structures of N-glycans related to OA.
Mannose,〇； Fuc,△； GaINAc, l; GlcNAc, E]; NANA,~; PA噐



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    Alteration ofN－ glycans related to
    articular cartilage deterioration
    ●  ●
after anterior cruclateliganlenttranSeCtionlnrabbitS

（軟骨組織におけるN―型糖鎖構造と軟骨変性に伴う構造変化）

  翻訳後修飾、なかでも、ヒ卜における50%以上のタンパク質が修飾を受けその働きを決

定している糖鎖修飾は非常に注目されている。糖鎖はタンパクや脂質に接着して細胞の表

面や細胞外基質、血清中に豊富に存在し、細胞接着や細胞間のシグナル伝達に重要な働き

をする。

  近年の研究においてN型糖鎖と疾患との直接的な関与が示されており、本研究において

も関節軟骨の変性に伴いN型糖鎖が変化すると仮定し、日本白色家兎を用いて前十字靭帯

を切断し変形性関節症(OA)を誘発させ、N型糖鎖との関係を明らかにした。実験群は手術

しないコント口ール群、関節切開のみのsham群、前十字靭帯切断のOA群の3群に分けた。

  関節軟骨の組織学的評価では、OA群で術後10日から関節軟骨の変性を認め、経時的に

増悪傾向を認めた。高速液体ク口マトグラフイー(HPLC)の解析では血清において明らかな

変化を認めなかったが、関節軟骨では、術後7日より明らかなピークバターンの変化を認

め、糖鎖の変化が示唆された。このピークを分取し、種類の違うカラムを使用し分析した

ところ、3つのピークを含んでおり、各ピークを析出時間順にN型糖鎖A-B-Cとした。

このピークの面積比を計算したところ、OA群において、糖鎖Aは術後7日より有意に低下

を認めたが、糖鎖Bは差を認めなかった。一方、糖鎖CはOA群において有意な増加を認

め、糖鎖AとCは軟骨の変性に関連していることが示唆された。また、質量分析では、糖

鎖Aと糖鎖Cのおおまかな構造が示唆され、詳細構造を決定するために部分酵素消化を行

い、HPLC分析を繰り返すことによって最終的に構造が決定された。本研究において、N型

糖鎖の変化は組織の変化に先行し生じており、N型糖鎖の変化は変形性関節症の超早期に

生じている。もしくは、発症そのものに関与している可能性が示唆された。関節軟骨N型

糖鎖の変化は、過去の報告から考えて、軟骨細胞のアポトーシスやフプ口テオグリカンの変

性よって生じていると推測され、その結果としてN型糖鎖の変化は変形性関節症のマーカ

― 417―

則
省
男

和
  明

田
堂
浪

安
藤
三

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



ーや 進行 予防の ための治療夕ーゲットとなる可能性があると報告された。

  審査にあたり、副査の藤堂省教授からOAの遺伝的な素因について検討しているかどうか、

またノックアウトを作成した際に他の成分が代償的に働いてしまう可能性についての質問

があった。副査の三浪明男教授から、OAと糖鎖の関係で、マーカー等の将来への展望につ

いての質問があった。主査の安田和則教授からは、ヒトの関節軟骨の研究は行っているか、

また、その結果は本研究で変化のあったものと一致するか等の質問があり、これらの質問

に 対 し て今 回行 った実 験結 果と過 去の 報告を 引用 し、適 切に 回答し た。

  この論文はウサギの関節軟骨の変性とN型糖鎖の変化について報告されたものであり、

今後、ヒト軟骨やノックアウ卜などのコンディショナルモデル動物を使用し軟骨変性に関

与する糖鎖の機能解析をする必要があり、これが変形性関節症に対する新しい治療につな

がると期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。
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