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249　　　 骨芽細胞機能 の IGFBP −4 に よ る調節

とそ の 内分泌制御 ； 閉経 後骨粗鬆症の発症病態に

おけ る IGF 　 IGFBP 系 の 関与

250　　　　 内部標準 を用 い た定量 的PCR に よ る

　PTH 　recep ｛or 　lr1RNA 量：の 微量測定法の 確 、1
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L目的］イ ン ス リ ン 様成長因子 （IGF ）は 骨芽細胞

で産生さ れ る局所 の 調節因子 で あ り，
IGF に 特異的

な結合蛋白 （IGFBP ）の ひ とつ で あ る IGFBP 　 4は ，

骨芽細胞 で の IGF の 作用 を抑制 する とされ て い る．

また骨芽細胞は IGFBP −4 を分解す る protease も

産生する．そ こ で 閉経後骨粗鬆症発症の 機序解明 の

ため，ヒ ト骨肉腫由来培養細胞 の SaOS −2を用 い て

E2
， 副甲状腺 ホ ル モ ン （PTH ）の 骨芽細胞に お け る

protease を介 す る IGFBP −4 結合活性 の 調節機 構

に つ い て 検討 した ，［方法］SaOS −2 は Ez，　PTH 存

在お よ び 非存在 の 無血清培養液中 で 培養 した ．培養

液中の IGFBP −4結合活性は Western 　ligand　blot

に よ り ，
IGFBP −4protease 活性は　［

m51
］IGFBP

−4 の 分解能を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ーに よ り解析

した．骨芽細胞機能 と して DNA 合成活性 を ［
a’
　｝｛］

thymidine の DNA へ の 取 り込み を測定する こ とに

よ り求めた，L成績］培養液 中 の IGFBP −4結合 活

性は PTH に よ り2 倍に 上昇 した が，　 E 、 の同時添加

に よ り コ ン ト ロ ール レ ベ ル まで低下 した．培養液中

に は IGFBP −4 に 特異的 な protease が存在 し，そ の

活性 は PTH に よ り抑制 さ れ た が ，　E 、 の 同時添加 に

よ り コ ン ト ロ ール レ ベ ル ま で 回 復 し た ．さ ら に

protease に よ り分解 さ れた IGFBP −4 に は，　IGF ．．

1に よ る DNA 合成促進 を抑制す る作用が低下 した．

［結論コE 、 は PTH に よ る IGFBP −4結合活性の 上 昇

を抑制す る こ と に よ り骨芽細胞機能低下 を抑制 し

て い る．すなわ ち，閉経後は 血中 E 、が減少 し，それ

まで は E、に よ り抑制され て い た PTH に よ る IGFBP

−4protease 活性低下が増強す るた め に IGFBP ．．

4 の 結合活性 が上昇 し，骨芽細胞機能が 抑制さ れ る

こ とが閉経後骨粗鬆症 の 発症に関与 して い る可 能

性が 示唆され る．

目的 ：閉経後骨粗 鬆症の 発症には エ ス トロ ゲ ン （E）

及び骨吸収促進ホ ル モ ン で あ るPTH の関 与が知 ら

れ て い る．今回我 々 は ，  競合的PCR 法を用 い た

PTH 　recept ・r（PTHR ）mRNA の微量定量法を確立 し，

  ヒ ト骨肉腫細胞（HOS ）株で の PTHRmRNA を定量

し，  又，ラ ッ トに お ける PTIIR 　mRNA の 体内定量

的分布 とそ の 発現 に 対 す る E の影響を検討 した、

方法：  組織 よ りt・tal・RNA を抽 出し，　
一・
定量 を逆転

写 反応 させ cDN 八 を得，約 440bp を挟 むプ ラ イマ
ー

を用 い る PCR を行 っ た ．こ の 際，プ ラ イ マ
ーを共有

す る濃度既知の DNA 断片であ る内部標準 を同
一

の

チ ュ
ー

ブ内に加 え，同時に増幅 した 　サ ン プ ル と

内部標準 の 塩基数の 違 い に より増幅産物 は電気泳

動 E2つ の バ ン ド と して 認め られ る ．・1　：pPTHR プ

ロ
ーブ を用い たサ ザ ン ・プ ロ ッ ト後 バ ン ドの 放

射活性 を Fujl　BAS 　2000 で 測定 し，標準曲線 を作成

し mRNA 量を測定 した，  8週齢ラ ッ トに卵摘 を施

行 し、17 β estrkdiol 投与群 （E群，　N ＝4）及び非投与群

（C群．N ＝4）とに分 け，4週間経過後腎臓，頭蓋骨．子

宮 を取 り出 しPTHR 　mRNA を測定 した．尚，PTHR

mRNA は lgの tot乏11RNA 当た りの m 。1数で表 した（×

10
’1anloL

，

・

g　RNA ）．結果 ：  本法に よ りHOS の PTHR

mRNA 量 は 10，1で あ っ た 、  腎臓，骨，子宮の PTHR

mRNA 量 は，そ れぞ れ腎臓 E群212 ± 18 ．8（mean ± SE），

C群 192 ± 71 ．1，骨E 群0．674 ± 0、175 ，C群 0．498 ± 0．

05g ，子宮E群3、17 ± O．　08，　C 群2．06 士 0，332で あ り，

臓器 に よ り特徴的な分布が見 られ た，又，各臓器に

お ける PTHR 　mRNA 量 は ，E処理 に よ り有意 の 変化

を示 さな か っ た 結語 ：我 々 は PCR を用 い た PTIIR

mRNA の 微 量定量 法を確 立 した．又 子宮 に お い て

もPTHR 　mRNA が 定量 で き，こ の 臓器に おける

PTIIR の 生 理学的関与の 可 能性 が示唆 され た、
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