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骨粗転化ラ ットの骨組織およびラット骨肉腫由来細胞株 (ROSl7/ 

2.8) における活性型 vitaminD3による ostecalcinmRN Aの発現

西 村 藤 夫
愛媛大学医学部主主形外科'宇:

The expression 0/ osteocα比例 mRNAin bones 0/ osteopeηic ratsαηd 

Tαt osteosarcomαcells(ROS17/2.8) by trea抑制 withactive vitαmine D・1
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Detαrtment 01 Orthotaedic Surgery， School 01 Medicine， Ehime University 

Summary 

lt has been reported that a new synthetic vitamin D1 analogue， 2・(3-hydroxypropoxy)-1，25-

dihydroxyvitamin 03 [EO-71]， has a stimulative effect on bone formation in vivo， and it is expected to 

be a therapeutic drug for osteoporosis. It has also been reported that active vitamin 03 prevents bone 

loss by reducing bone turnover in osteoporotic animals. To c1arify the functional differences between 

active vitamin 03 and EO-71， levels of osteocalcin mRNA which mean osteoblastic function were ex-

amined by northern blot hybridization in vitro and in vivo. 

ln the first experiment， rat osteosarcoma cells (ROS 17/2.8) were exposed to vehicle or to various 

concentrations of 1，25(OH)203 and EO-71 (10-11M-1O制)for 24 hours. Osteocalcin mRNA levels in-

creased i n a dose四 dependentmanner when either 1，25(OH)203 or EO-71 was added to the medium. 

In the second experiment， the effects of 1，25(OH)203 and EO-71 on experimentaJ osteoporosis in rats 

induced by a combination of ovariectomy and immobilization were evaluated. Rats were given orally 

1，25(OH)20J or EO-71 using medium chain trigJyceride as a vehicle twice a week and sacrificed at 1， 2， 

4 and 8 weeks after the operations. Bone mineral content was preserved in the EO・710.2μg/kg trea ted 

group. Serum osteoca1cin levels increased in the 1，25(OH)203 0.2μg/kg and EO-71 0.2μg/kg treated 

groups at 4 and 8 weeks. Osteocalcin mRNA levels in the bones of rat hind limbs increased consistently 

in the EO-71 0.2μg/kg treated group. 

These findings suggest that EO・71may prevent the osteoporotic decrease of bone mass not onJy by 

normalizing bone resorption but also by stimulating osteoblasts. 
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[緒 言l

t1'組織は絶えず代謝回転を続けており，既存骨の一部

は破甘細胞により l吸収され，それに続いて，骨芽細胞に

よる骨形成が行われている。骨の形態と骨量は，この骨

代謝Illl凶凶11伝1伝式 ('，'竹"

粗f綜柔t起I記=は， 破竹細胞による骨吸収量が骨芽細胞による骨

形成日より慢n的に過大となり，結果として全体の骨量

が減少した状態と考えられ 骨脆弱性が増加して骨折を

きたす全身的竹疾忠である。それ放に骨粗転症は，社会

の高齢化に作い軍要な疾患であり，その治療法の開発が

望まれている。しかしながら，治療薬の一つである活性

J~~ vitamin 0， (l，25(OH)zD3あるいは lα(OH)zD3) の

骨粗絃出に片する効果は，Jc進した廿吸収の抑制による

竹代謝1111似の1!/1制の結果で、あることが動物実験に より報

;17されており削).14)，20) 吐減少 した骨量を増加させる

ことは |村矧ー である 。 活性~t!! vitamin D3の新規誘導体の

ーつである 2sべ3-hydroxypropoxy)-l，25(OH)203(ED-

71)は，動物実験において骨形成を増収出せて骨量を増

加させることが報;ltされており9)，22)，31) 廿粗穏症に対す

る?fì煉張 として J~J1;F さ れている 。 しかし ED-71 の遣

い{-レベルでの作mメカニズムはまだ不明である。一方，

到来Il織である什組織においては軟部組織に比べて核酸の

411 11' 1'1 が1-N~\fI:であったために 実際の'，i・組織内における遺

伝r党JJLに附する研F究は最近になってようやく可能と

なってきた。

本研究では， まずI庁長細胞を附いた invitroにおける

件付竹山辿蛍1'11'1の mRNA の発 刻 をiJllJi.とし て，

lユ5(OH)、()，と EO-71の遭い rレベルでの作肘を明ら

かにした)~"IC\' 、て卵1 1如IE栄巣t長則J向削|除t徐主およびび、λぺ|そヤ什"什i

た廿竹.午判机Ilf綜柔剣J刊仏Aん二モデルラ .ツy トにおいて 1，ヱ25只(OH)20，と ED-

7引lが竹j出弘;川1止iに』及tぽす効果を検オ泌;した。さらにその骨粗

是札モデルラ y トの後JJ支骨よ りtotalmRNAを抽出 し

て竹組織内での ostcocalcinmRNAの変動を測定し tn

vivo における i ，~nl~~! vitamin 0，の遺伝 子レベルでの作

川を検Jした。

[対象および方法]

1 )ラット竹内)JIF山米細胞株 (ROS17/2.8)における

各科竹|叫辿蛍['J貨の mRNAの発現

付月三車!II)胞の特代を イiするラ y ト竹内腕山 米細胞株

ROSl7/2.8 (J~Hf ヒ ''[:M究J好)を竹牙細胞係細胞として用

いた。 まず ROS17/2.8細胞を 100mmculturc dish 

(Corning) 卜に 1.6 X IO~ / dis h の il!Jえで揃柑し char

coal処即を胞した 5% fetal calf serum (FCS) (Filton) 

添加 Ham、sF・12.l;~':ì~i夜 (Sigma ) をJH¥'、て府主主した。
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CH， 

卜を作成した21)0 12匹に対して皮切および筋膜切離のみ の総 BMC を什体肢 で除した怖を竹塩武/骨体制

CH， を施し sham群とした。手術後 ラッ卜は白山に行動さ

せて標準の食餌と飲水を自由に摂取させた。実験開始時

に base-linecontrol群として 6匹のラットを， pento・

barbital麻酔下に心臓採血にて屠殺した。なお，この実

験は愛媛大学医学部動物実験指針に従い，愛媛大学医学

部附属動物実験施設を利用して行った。

3 )薬剤の投与および実験群

以下の様に 6群の実験併を作製 した。l，25(OH)zD3お

よび ED-71投与群には それぞれの薬剤を vehicle

(medium chain triglyceride)に溶解し，それぞれを

0.1μg/kg， 0.2μg1kgの投与量で週 2回経口ゾンデにて

確実に胃膝内に投与した。コントロールの vehicle群と

sham群には vehicleを週 2回同様に投与した。また，

すべてのラットについて一週ごとに体重測定を行った。

4 )血清中 Ca，P， ALP， TRAP値の測定

手術後 1，2，4，8週目の午前10時に薬剤の最終投

手を行い， 6時間後の午後 4時に各群 3匹ずつ体重測定

を行った後， pentobarbital 麻酔下に心臓採血にて屠殺

し，血清は分離採取して-80
0

Cで保存した。Ca値はカ

ルシウ ムーHRキット(和光純薬)で， P値は無機リンー

HR IIキ y ト (和|光純薬)でiJ1lJi.じした。Alkalincphos-

phatase (ALP)活性はP-ニ トロフ ェノール法にて，

tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) 両性は

Bessay-Lowry法に準じてそれぞれ測定した。

5) Radio-immunoassay法による血清中 osteocalcin

値の測定

Osteoca1cin 値は radio-immunoassay(RIA)法24)によ

りosteocalcindiagnostic kit (Biomedical Technologies) 

を使用してiWJ5.iごした。まず， f備的実験として概処ii'i:の

ラットより採取したIflldrを 1/50，1/20， 1/10， 1/5に

希釈し RIAによ り標準曲線を作製L1/20希釈I血清が最

適であることを確認した後，実験群の血清を triplicate

で測定した。

6 )骨塩量お よび骨体積の測定

左大腿骨 を筋組織をつけて摘出し70%エタノールに

て同定した後，軟音1)組織を丁寧に剥離し，骨塩量 (Bone

Mineral Content: BMC)を dualenergy x-ray absorp-

tiometry (DXA) (OCS-600，アロカ(樹)にて測定した。

測定に際し大腿骨を長軸方向に10等分間隔で前後fj向に

スキャンし，遠位の 1-3スキャン部位の骨塩量を遠位

BMC， 4 - 7スキャン部位を中位 BMC，近位の 8-

10スキャン部位を近位 BMCとして算出した刷。また，

1 -10スキャン部位の骨塩量を総 BMCとした。骨塩量

の測定の後に，微量秤量器 (AE200，Mettler)を用い

て左大腿骨の骨体積 (bonevolume)を測定し，大腿骨

HO・' トω・

CH2 
CH2 

。"

1，25(OHhD3 2s・(3・Hydroxypropoxy)・1，25(0町2D3

匹D・71)

Fig. 1 Chemical structures of 1，25(OH)2D3 and 
ED-71. 

次に，細胞が semi-confluentになるまで C025 %， 

37
0

Cの条件下で培養した後， 0.1% エタノールで、溶解

した 10"M -lO-~M の濃度の 1 ，25(OH ) 2D3 (中外製

柴)あるいは 2s -(3-hydroxypropoxy)-1 a ，25-dihydroxy 

vitamin 03 (EO-71) (中タ4製薬)(Fig. 1)を添加した

1 % FCS 添加 Ham'sF-12培養液に交換した。また，

コントロールの dishは，溶解液の0.1%エタノールの

みを添加した培養液に交換した。24時間後に acid

guanidinium phenol-chloroform法2)(AGPC法)に準じ

て totalRNAを抽出した。20μgの RNAを1% agar-

ose gelにて電気泳動し， nylon membrane (Hybond N¥ 

Amersham)にblottingした。続いて osteoclicinに対す

る oligonucleotideprobe (42-mer corresponding to the 

Cys江Ile36region of rat osteocalcin cDNA) ， alkaline 

phos叩phataseに対する oligonucleotideprobe (σ50ひ-me町r 

corresponding to the 1日le14吐a

phosphatase cDNA)およぴび、os幻teopon川1此tinに対する oli-

gonucleotide probe (4佑5-mer corresponding to the 

Serド刊112_Th加1['団2玲6region of rat osteopontin cDNA) 18)を用いて

hybridizationおよび autoradiographyを行な った。実験

をtriplicateで行い，NIH-image (for Macintosh)画像

解析プログラムによってそれぞれの mRNA発刻(止を

internal controlである s-actin mRNA発現量で補正し

た。そして，コントロールの発現量を 1とした比率にて

比較検討した。

2 )竹本Tl綜症モデルラットの作製

実験動物として数~lJ の ，'Hlì仰がのある体重230-250 gの

成熟耐の Wistal・系ラット (7-8ヶJJ齢)7811~ を)jJし、た 。

6011日にlJして pentobarbital40 mglkgの!医院内花射によ

る桝酔ドに， r町側卵巣を摘出する卵巣摘出術 (OVX)

と|山j側の引骨神経を約 lcmにわたって切除する坐骨神

経切除術 (NX)の併用手術を施し，骨粗穏症モデルラ y

(BMC / volume)としてti:，'11，したに

7)甘粗特化ラットの甘組織における osteoca1cin

mRNAの発脱

Vehicle Ity:.， l，25(OH)2D，O.2μg/kg群およ び EO-71

0.2μg/kg昨に付して， riij i&の心臓保IflLによる悩殺後，

It( ちに|刈ド腿什およ びれよ腿竹を摘IU した。 竹).';j IJ~ の I1止

部組織を竹!肢を合めて除去し，11式竹中IL織の附ぷーする1'1'y;MIXJ 

節部を切除した。下腿骨と大腿廿の!J奈側より竹髄組織を

注射針を用いて機械的に除去し 30mlの，t食で髄院内

を洗浄後，骨組織を直ちに液体望点にて凍結保存した。

粉砕した両下腿甘・と前大腿骨を氷冷した solution0 消

波 (4M GTC / 25mM sodium citrate (pH 7) / 0.5%削ト

cosyl / 0，1 M 2-mcrcaptoethanol) 6 ml '11で，ポリトロ

ン (Kinematica)を用いて30秒間 21111ホモジナイズし

た。次に， solution 0 溶液を 4ml }JIIえてIllfく1M世撹作

した後，12000 cpm， 2 min迫ー沈にて硬キ!日J占を|仕Lし，

上j青を保取した6)。その後は， AGPC it2
)に恥じて total

RNAを1IJI出し invitroの実験とIriJ械に20μgの RNA

を用いてosteocalcinmRNAの発現記'を比較した。

8)統計処理

1n vitroの実験ではコントロールとの比蚊を un-

paired-T testにて検定した。

ln vivoの実験では Fischer、sprotcctcd LSO testを附

いて多電比較検定を行った。

[結果1

1 )ラット 什肉Jl重山米細胞株 (ROS17/2，8)における

各種関連蛋白質の mRNAの発現

Ostcocalcin mRNAの発JJLは0，6kbのbandとして，

ALP mRNAは2.6kbの bandとし て ostcopontin

mRNAは，1. 6 kbのbandとして検Ulされた (Fig.2)

1 ，25(OH )~O ， i:r: }JII により osteoca l cin mRNAの党現は，

10 "Mの添加lてコントロールに比へてイ(.立にW:}JIIしはし

め，10 '"M -10 xMの添加lでコントロールに比べて 6

-7 i白にイI.むにI枠}JIIした (Fig.3)，こjしに比し， EO・71

添加により ostc民 alcinmRNAの光収は， 10 J1Mの添

加ではコントロールに比べてイj.色、な卜ー舛はutめられす，

10 1恥1-10 RMの添加でコントロールに比べて濃度依

存性に増加し， 10 xM の添加では 9怖のイi立の増加を

示した。ALPmRNA量は， l，25(OH)20i添加lにより

]0 ，oMから漉度依イ什企に増力日したが， EO-71添加では，

]0 8M においてイi立の増加が必められた Osteopontin 

mRNA :I~' は， 1 ，25(OH)2D' I{~ JJn' : より 10 "M からil!t文
依存性にイj立に増加したか， ED-71 添加ては， 109M 

から濃度依存性にイTEに増加し， 10 xM ては 4惜の増

f定 1[;; 1'1.:. ']: Vol.l-1 N仏 2

-58 
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3 )血清中 Ca，P， ALP， TRAP仰の変動

血清 Ca値は， 1 ， 25(OH)~D1投与併においてはイi立な

変動は認めなかったが ED・71投与群では vehicle昨に

対して有立な k舛を認めた (Table.1) (4， 8週日の

dataをノ示す)0 JITL1庁Pfjo:は， 1，25(OH)2D11立'j-1洋および

ED・71投与併において vehiclc昨に対して有志:な上舛を

認めた。血消 ALP値は，各昨ともにイfE:な変動は認め

なかったが， しだいに上昇する傾向を認めた。胤出

骨中日格化ラ ッ トの骨組織およびラ ッ ト廿肉腕山米最111 胞が~ (ROS 17，2.δ)におけ る川'I1:'I，'J
vitamin D3による ostecalcinmRNAの発現
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加が認められた。

2 )体重の変動

骨粗軽症モデルラットにおいて，実験開始時の体重を

100としその後の体重の変動を%で示した (Fig.4)。

Sham群は実験期間を通じて体重に大きな変動を認めな

かった。Vehicle群は他の薬剤投与群と共に手術直後に

約 7%の体重減少を来したが 3週目に手術時の体重に

回復し，その後除々に増加し 8週目には約10%の体重

増加を認めた。これに比し， ED-71 0.2μg 投与昨では，

体重の回復に遅延を認め 4週， 8週の時点で vehicle群

と比べて有意な低下を認めた。
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Fig. 5 Serum osteocalcin level at 0， 1， 2， 4 and 
8 weeks. 
(ロ)represent base-linc control (0 w) 
group， 
(-0ー)vehicle， (-Lト)1，25(OHhD3 0.1μg， 

(ー&ー)1，25(OHhD3 0.2μg， (一口一)ED・71
0.1μg and (一昨)ED・710.2μg respec・
tively. 
Vertical bars mean standard deviation. 
料 p< 0.01， significantly different from 
vehicle group. 

(week) 

2 4 

Time after operation 

。

(week) 

Percent change of body weight. 
Vertical bars mean standard deviation. 
(N = 12 at 1， 9 at 2， 6 at 3， 4 and 3 at 5， 

6， 7， 8 week.) 
* p < 0.05， ** p < 0.01， significantly 
different from vehicle group. 

2 3 4 

Time after operation 

95 

L 

I 

Fig.4 

lりど句 M

Fig. 2 Northern-blot analysis of osteocalcin， alkaline phosphatase and osteopontin mRNA 
in ROS 17/2.8 cells treated with 1，25(OH)2D:1 and ED-71. 
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Results of serum analysis. 

8 w. 

TRAP{IU/I) 

17.9{3.6) 

16.7{3.3) 

18.3{1.7) 

19.0{4.2) 

15.4(1.8) 

14.6(2.2) 

18.2(2.0)* 

13.8(1.0) 

16.0(1.7) 

13.8(1.6) 

12.5(2.9) 

12.0(1.5) 

A卜P(IU/ 1) 

250(43) 

297( 2) 

291(31) 

394(75) 

250(14) 

261 (97) 

260(53) 

315(45) 

335(104) 

350( 5) 

322(95) 

278(119) 

treatment Ca(mg/dl) 

sham 10.2(0.6) 

vehicle 10.0(0.1) 

1 ，25(OH)2D3 0.1附 10.2(0.2)

1，25(OH)2印 0.2附 10.5(0.3)

EO-71 0.1μ9 10.6(0.2)* 

E0-71 0.2μ9 11.4(0.2)村

sham 10.4(0.1) 

vehicle 10.2(0.3) 

1 ，25(OH)2D3 0.1μ9 10.3(0.1) 

1，25(OH)2印 0.2μ9 10.2(0.1) 

EO・710.1μ9 10.6(0.2) 

E0・710.2μ9 11.4(0.7)村

Values are means :t: SO ( n = 3 ). 

* p<0.05， ** Pく0.01，significantly different from vehicle group. 
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mRNAの発現

骨粗u化ラットの骨組織内の細胞レベルでの

osteocalcin mRNAの発現を調べた (Fig.8) 0 s -actin 

量で補正した osteocalcinmRNAのレベルは vchiclc

群において 2週， 4週と増加し， 8週で plateauとなっ

17/2.8)における7，fj性'[o'.!骨粗穏化ラ ットの骨組織およびラ ット廿|勾脆山米細胞株 (RO
vitamin D3による os te c a 1 c i n m R N Aの発現

ロ base-Iineωntrol 
-0- vehicle 
--Aー 1，25(OH12D30.2同

一・-ED・710.2μg

8 

Effects of 1，25(OHhD3 and ED・71 on 
osteocalcin mRNA levels in vivo. 
Vertical bars mean standard deviation. 

** p < 0.01， significantly different from 
vehicle group. 
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昨聞に遠位 BMCと同様の傾向を認め，ED-71 0.1μg 

投与群は vehicle群に比し有意の高値を示した (p< 

0.05) (Fig.6c)。大腿骨の総 BMCは各群問に遠位骨塩

量と同様の変化を認め， 8週で ED-710.2μg投与群が

vehicle群に比し有意の高値を示した (Fig.6d)。

ラットの体重差による個体差を排除するために大腿骨

の総 BMCを骨体積で除した値を骨塩量/骨体積 (BMC

/ volume) として示すと この傾向はより顕著と なり，

4週で ED-710.2μg投与群が vehicle群に比べて有意

の高値を示し (p<0.05)， 8週で sham群と ED-71投

与群が vehicle群に比し有意の高値を示した (p<0.05， 

P <0.01) (Fig.7)。また vehicle群は 1週ですでに急

激な減少をきたし，その後，漸減した。1，25(OH)2D3

0.2μg投与群と ED-71投与群は， 2週までは sham群

のレベルを維持していたが，その後，両薬剤問に大きな

違いがみられ， 1，25(OH)2D30.2μg投与群は急激な減

少をきたしたが，ED-71 0.2μg投与群は sham群のレ

ベルを維持していた。

6 )骨組穏化 ラッ トの骨組織における osteocalcin

夫Ji事村川
叶

8 

Fig. 7 BMC / volume of whole femur at 0， 1， 2， 

4 and 8 weeks. 
(図)represent base-line control (0 w) 
group， (劃)sham operation， (口)vehic1e， 

(白)1，25(OH)2D3 0.1μg， (匿)1，25(OH)2D3 
0.2μg， (圏)ED・710.1μg and (.) ED・71
0.2μg respectively. 
Vertical bars mean standard deviation. 
* p < 0.05，料 p< 0.01， significantly 
different from vehic1e group. 

4 

(week) 

2 

Time after operation 

。

350 

TRAP 1，liはしだいに下降する傾向を認め， 8週にて

sham 計-は vehicJe群に対して布意の差を認めた。

4) JfrLi，'f中 osteocalcin債の変動

十l'代謝的性の指標となる血清中 osteocalcin値は， 1 

迎の vehicle群が薬剤投与群よりも有意の高値を示した

(p < 0.01) (Fig. 5)。 その後 vehicJe 群，

1，25(OH)2Dl 0.1μg投与群および ED-710.1μg投与群

のIf川市中 osteocalcin1@はしだいに減少する傾向を示し

た。 これに比し， 1，25(OH)2D3 0.2μg投与群および

D-710.2μg投5・昨の血清中 osteocalcin値はしだいに

増加する傾li'Jをぷし， 4週と 8週で， vehic1e群よりも

イ[立の 1'，~ 1， 1[ を示した (p <0.01)。

5 )竹I民主の変動

!J:大!凶'tl"の述位，中位，近位の 3つの部位の BMCを

DXAにて測定した。遠位 BMCは 4週で有意の差を

ntめなかったが， 8週では sham群および ED・71投与

昨が vehicle併に比して有意の高値を示した (pく0.05，

P <0.01) (Fig.6a)。中枕 BMCは，各群聞に有意の差

をlIZめなかった (Fig.6b)。近位 BMCは， 4週では各
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8w. 

BMC of distal， middle， proximal and total femur measured by DXA at 4 and 8 weeks. 
(画) represent sham operation group， (口) vehic1e， (四) 1，25(OH)2D3 0.1μg， (図)

1，25(OHhD3 0.2μg， (園)ED・710.1μg and (園)ED・710.2μg respectively. 
Vertical bars mean standard deviation. 
* p < 0.05.材 p< 0.01， significantly different from vehicle group. 
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た (Fig.9) 0 1，25(OH)201 0.2μg投う群においては，

4週ま で vehicle群と同 じ増加を示したが， 8週で veh卜

c1e群に比しイT意の低値を示した。 EO-710.2μg投与群

においては， ~週ま で vehicle 群に比し有意の低値を示

したが， 8週で vehicle群のレベルに増加した。また，

4週ま では 1，25(OH)2030.2μg投与群の方が EO-71

0.2μg投与群よ りも高値を示したが 8週には逆転し

ていた。

[考 察 ]

同性 j~~! vitarnin 0，は， Caの homeostasisに重要な役

割をuriじているだけでなくinvitroあるいは invivoに

おいて細胞の分化誘導能1)や免疫系の調節30)等の種々の

西村藤 件相穏化ラ ッ トの骨組織およびラ ッ ト甘・ |勾 1]1[11 1 米中111 胞がI~ (ROS 17/2.引における j円門:1¥1)
vitamin D3による ostcca¥cinmRNAの発収
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ラーゲン性骨基質蛋白であり骨代謝活性の指標と考えら

れている23)。本研究の invitroの実験において， lO-loM 

-10-8M の生理的濃度の ED・71の添加でコン トロ ール

に比べて OCmRNAの発現を，濃度依存性に増加させ，

1O-8M 濃度の添加では 9倍に増加させることが示され

た。 すなわち， EO・71は， OC mRNAの発現を，

1，25(OH)203と同等あるいはそれ以上に増加させる初め

ての活性型 vitamin03アナログであることが明らかと

なった。 さらに EO-71は ALPmRNAとosteopon-

tin mRNAの発現も増加させることが明らかとなり骨芽

細胞を l直接刺激することにより骨芽細胞の機能を活性化

すると考えられた。

卵巣摘除 (OVX)した骨粗軽症モデル動物では，骨

a. Vehicle 

州 OCmRNA
osteoid イ言語災直D

一.... 炉 ιラoララク弘F駒 i器包坑るタラララづ4

b. 1，25(OH)zD3 

件。CmRNA F-OC仲村OCmRNA

-→ 動

作用を持つことが知られている。 しかし，耐性型 vlta- 吸収および骨形成能がともに上昇し，いわゆる高代謝回

min 03の廿細胞に対する作用では invitroと mVIVO 

の実験結果が必ずしも一致していなし、。骨芽細胞様細胞

では， osteocalcin (OC)産生を上昇し29) 石灰化を促

進する l列。骨髄細胞25) 牌細胞10)の培養に添加すると破

竹細胞および破骨細胞機細胞の分化を促進する。一方，

'fi-組軽症モデル動物における活性耳~I vitamin 03の投与

は，什l吸収を抑制して骨註減少を抑制するとの意見で一

致している4)5).14)・20)。さらに 樟々の vitamin03誘導体

は vitarnin01の光μしたitjtラット六兎17)およびマウ

ス2K)において骨形成を促進して骨量 を上げるが，卵巣

摘|除後のエス トロゲンの不足した状態では骨形成を増加

させることは出来ない11).1針。16)との報告がある。

Vitamin 0，の新 規誘導体の 一つで ある 2s -(3-

hydroxypropoxy )-1 ，25( OH)203(EO-71)は，既存の活性

別 vitamin0，が有する骨吸収抑制作用のみならず骨形成

促進作用を合わせ持ち，骨粗f~症モデル動物に対して骨

11tの維持あるいは骨量の増加をもたらすという事実が蓄

秘されつつある9>'22)川。また， EO・71は invivoにおい

て脇竹の vitamin0，レセプターとの親和性は

l、25(OH}03のが)1/8と少ないが，血中の vitamin03結

合蛍山賀との純平"性は約 2f討の強さを有し，その作用持

続1I，~;11¥]を非常に長く 保ちうる新規の vitamin03誘導体で、

あると与えられているlへさらに，EO-71による待行Ii.f

去を系における骨吸収活性は， 10 10M， lO-YM では，

1，25(OH)201の作用より有意に弱いが，10-sM では，

1.25(OH)201とIriJ等の効}Jをぷすとの報告がある2710し

かしながら， EO-71の遺伝子レベルでの作用メカニズ

ムはイリ円である。

ラット竹内腕111米細胞株 ROSI7/2.8は. Majeskaら叫

によってクローン化された細胞株であり骨芽細胞の特性

をポし，廿牙細胞の研究には;く利用されている。 -H.
OCは. 'l 'l' ;Y 刺111胞により ~ .l ~\~ (10にj)('jうされる主変なJドコ

転Z1の骨量減少が認められる山。また， λ|そ骨神経切除

(NX)による不動化 を OVXと併用すると， OVX後

の骨吸収を著しく増大させ，短期間に骨量を不可逆的レ

ベルに減少させる3.1)0OVXによる竹粗穏症モデルラ y

卜は過食症状態となり体重が増加することはよく知られ

ており，本研究においても vehicle群は 8週間で約10%

の体重増加を示したが ED-710.2μg投与群では体重

回復の遅延を認めた。また 高 Ca血症および高 P血症

が見られた群があり ，特に EO-710.2μg投与群は投与

量がやや高濃度の薬理量であ った と考えられる。

骨塩量の変動の検討で， EO-71は，濃度依存的に骨塩

量の減少を抑制し，骨塩量を維持させる効果を持つこと

が判明した。さらに，この骨塩量の維持作用は骨吸収の

影響を受けやすい海綿骨の豊富な大腿骨の骨幹端部に強

く作用し，骨幹部の皮質骨への作用は少ないことが解っ

た。 また， 1，25(OH)2D30.2μg投与群では 2週 まで骨

塩量をsham群のレベルに維持するが，その後急激に骨

塩量は減少した。 このことにより， 1，25(OH)203と

ED-71の骨代謝過粍における作用メカニズムは，異な

ることが示唆された。

本研究において， OC mRNAの発現レベルは，必ず

しも血清中 OC値および骨塩量と 相関しないという興

味深い知見が得られた。OCが骨芽細胞により特異的に

産生される ことは疑いのない事実であるが，その役割は

だ不明であり，破骨細胞前駆細胞を骨吸収を行う局所

へ引き寄せる定化性 (chemotaxis)を介して，むしろ骨

吸収との関連が示唆されている3)。また，骨組織より血

清中に流出した OCの意義 も未だ不明であり，骨基質

に取り込まれた OCの余剰分であるのかもしれない。

さらに，血清中 OCには，完全分子型の intactOC (I-OC) 

と破骨細胞に よる骨吸収過程で骨基質中の OCが分解

されて生じる fragmentOC (F-OC)が認められ， J-OC 

c. ED-71 

1-2 w. 

+件。CmRNA

4-8w. 

Fig. 10 Scheme of presumed mechanism on bone remodeling in this study. 

は骨芽細胞機能 (骨形成能)を F-OCは破骨細胞ijl;-↑生

(骨吸収能)を反映しているとも考えられているヘ

最近，池田らは，活性型ビタミン D3投与後の正常ラッ

トの腔骨における OCmRNAの発現は薬剤投与後 6時

間後にピークに達すること6) OVXによる骨粗f毒症モ

デルラットの腔骨における OCmRNAの発現は 2週目

より増加し 4週で ピークに達した後 plateauとなるこ

と7)を初めて報告した。本研究においても vehicle群の

OC mRNAの発現は 4週固まではしだいに増加して，

その後に plateauとなった。 また， vehicle群の血清中

OC値は， 1週目に急激に上昇した後に減少した。骨リ

モデリングは骨形成と骨吸収のカップリングによって行

われ，骨形成と骨吸収を切り離して考えることは出来な

い。すなわち，破骨細胞による骨吸収|百iに汁して骨茅細

胞によって新生骨が添加される。従って，vehicle Mに

おける OCrnRNAの発現の増加は， OVXとNXによ

り異常に克進した高代謝回転剖の骨粗粍症に よる骨芽細

胞総数の増加あるいは骨芽細胞個々の機能が高まったこ

とを反映 しているものと推察される。 しかし，骨吸収活

性が骨形成活性よりも温かに優位なために骨塩量が減少

してしまう 。さらに，本研究で用いた血清中 OC値の

測定方法は OCの C末端を測定しており I-OCとF-OC

の両方を測定しているため，血清中の OC偵の上昇は，

骨組織より分解された F-OCによるものと考えられる

(Fig. 10a)。 また， 1，25(OH)2030.2μg投チ群では，

愛媛医学 Vo1.l4 No.2 

-64-

骨代謝回転の非IllljlJによる BMCの維持は 2週円までしか

持続せず，その後に骨吸収泊代が ['.H したれ'j~~， IIll泊中

の F-OC値を上昇させたものと 45-えられる (Fig.lOb) 0 

一方， EO-71 0.2μg 投与昨では，八;進した竹代謝l'II~.c;

を正常化したために OCmRNA発現は 4週まで vehicle

t下よりも↑民wとなり， 8 j担では''(fJ杉J必がiJtittされて，

l-OCの増加によってrfili背中の OC怖を k丹させたと考

えられる。すなわち， 1，25(OH)201は比較的知11-;'1'1111に代

謝されるのに対し EO-71は長い半減期により長時間

にわたりその作用を持続することから，竹吸収を

1，25(OH)203に比して強く抑制して竹代謝凶転を正常化

させるとともに什非車IH胞の機能を活仕化して竹塩祉を維

持したと推察された (Fig.lOc) '" 

以上の結果により EO-71 は.廿羽U~杭に対する新

しい治療薬として今後期待されるものと考えられた Q

[結論]

ラ y ト什肉腫Hl~毛細胞株 ( ROS17/2.8) および竹相l 転

化モデルラノトにおける活性別 vitarnin03の作用効果を

比較検討して，以下の結論を伴た。

1. 2，ヲー(3・hydroxypropoxy)-J a ，25・dihydroxy vita-

min 01(ED・71)は，ラ ノト廿肉腕山米細胞株 (ROS17/

2.8) における osteocaJcin. ALP， osteopontinの

mRNAの発現を用加させ特に osteocaJcinmRNAの

発現を 1，25(OH)201とlii]等あるし、はそれ以 j'ーに増加さ

愛岐 l欠'f: ¥'01.14 I¥fJ.ど

「

3円。
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せる初めての活性引 vitaminD3アナログであることが

明らかとな った。このことから， ED-71は，骨芽細胞

をl直接刺激することにより骨芽細胞の機能を活性化する

と考えられた。

2. ED・71は，卵巣摘出術と世骨神経切除術の併用

手術による骨粗f毒症モデルラ ットにおける急激な骨塩量

の減少を，濃度依存的に抑制 して骨塩量を維持させ，そ

れはifif:綿骨の豊宮な大腿骨の廿幹端部に強 く作用 してい

ることが判明した。

3. 1，25(OH)2D3とED-71は， 0.2μg/kg投与群にお

いて什粗転出モデルラ ットの血清中 osteocalcin値を高

めた。

4. 甘・粗 転化 ラ y トの骨組織に おけ る osteocalcin

mRNAの発現は， 1，25(OH)2D3によ り， 4週で vehicle

と差がなかったが， 8週では有意に低下 した。一方，

ED司71により 2週から4週で vehicleに比 し有意に低

かったが， 8週ではvehicleのレベルに増加 した。

5. 本研究の結果により ED-71は， 1，25(OH)2D3tこ

比 して竹吸収を強 く抑制 して骨代謝回転を正常化させる

とともに竹茅細胞の機能を活性化 して骨粗穏化を抑制す

ると与えられた。
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