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論文内容の要旨

(目的)

レチノイン酸 (RA) は，胎生期ラットの長管骨において骨吸収を促進し，マウスやニワトリの頭蓋冠でコラーゲ

ン合成を減少させるなど骨組織の分化や代謝に影響を与える因子として知られているO しかし，その作用機序は未

だ不明である。正常骨由来の細胞は不均一で様々な分化段階における細胞が混在し，実験系として必ずしも適当でな

いため，さらに単純化された条件下で RA の影響をみる必要がある O 当教室では， in vitro で Bone Morphogenetic 

Protein (BMP) 産生その他の骨芽細胞の形質を有するマウス骨肉腫細胞株 BFO 細胞を樹立維持している。本研究

では，この BFO 細胞を用いて， RA による骨芽細胞に特異的な形質発現の変化を検討したO さらに，骨芽細胞の機能

に関与していると思われるエストロゲンレセプター (ER) ，グルココルチコイドレセプター (GR) 及びビタミンD3

レセプター (VDR) に対する RA の影響について検討したO

(方法ならびに成績)

骨芽細胞形質発現に対する RA の影響; 1. RA は 0.1 % BSA 添加 MEM 培地下にて作用させた o RA (10-7M) 

の細胞増殖に対する時間依存性及び，用量依存性 (RA10- 12 """' 1O- 6M) を検討した o RAは時間，用量に依らず BFO

細胞の増殖に影響を与えなかったo 2. 骨芽細胞の産生物質である osteocalcin ， type 1 collagen , BMP 4 の cDNA

を probe として northen blot をおこなった結果，各 mRNA ともに，基礎発現量が非常に多く見られたが， RA 

(10-7M) 24 時間作用後の発現量の変化は見られなかった。 3. アルカリフォスファターゼ (ALP) 活性は，ヤトロ

ン社製 ALP 活性測定キットを用いて細胞抽出液より測定した。

ALP 活性は RA により時間依存性及び用量依存性 (96 時間にてコントロール比 300 %)に，活性が増加したO

ステロイドホルモンレセプターに対する RA の影響; BFO 細胞のステロイドホルモンレセプターを検定するため

[3HJ -estradiol , [3HJ ぺriamcinolon acetonide , [3HJ ー 1 ， 25-(OH) 2 vitamin D3 を用いて single point saturation 

assay を行なった。その結果， BFO 細胞では， ER , GR , VDR が認められた (ER : 1.0x10 3, GR:3.7x10 4, VDR : 6.6 

x104 sites/ cell) 0 RA 前処置により，用量依存性に ER と VDR の specific binding の増加 (ER : 2.0 倍， VDR : 2.1 

倍)が認められたが， GR は変化しなかったo ER は， 24 時間後に1O-7M の RA により specific binding が最高となっ

たo Scatchard 解析により細胞あたりの ERの数が RA 処理により 2000 から 4000 に増加していたが，解離定数は

Kd= 5 x10- lOM と変化しなかった。 RA およびその analogue (retinal , retinol acetate , retinol)による処理では，
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RA , retinal , retinol acetate の順で， ER 量を増加させたが， retinol にその効果はなかった。これは， RAレセプター

(RAR) への親和性と一致した。 Dexamethasone ， testosterone , 1 , 25-(OH) 2 Vitamin D3 , R5020 (合成proges­

terone) , triiodothyronine では， ER は増加せず RA に特異的作用であった。 northern blot では， RA 刺激により

ER mRNA は 3 倍に増加した。また， RAR-α および-rmRNA が確認されたが RAR-βmRNA が確認されなかっ

た。 RAR-α は-r より 10倍の親和性を持っと言われており， BFO 細胞は比較的低濃度のRAに反応していることか

ら， ER 及び VDR の増加は，主として RAR-α を介した RA の作用によるものと考えられた。

(総括)

1. BFO 細胞において，骨芽細胞に特異的な osteocalcin ， type 1 collagen , BMP 4 の mRNA の発現が northern

blot にて認められた。

2. RA 刺激により BFO 細胞の ER は affinity には変化なしにレセプター数が二倍に増加した。 BFO 細胞は RAR

α および-r を有しており， RA は主として RAR-α を介して BFO 細胞の ALP 活性を増加させると共に， ER と VD

R 数を増加させると考えられた。

論文審査の結果の要旨

レチノイン酸は，胎生期の骨格形成に深く関与する分化誘導因子であるが，その作用機序は未だ解明されていない。

本論文では，近年精製された骨形成因子 (BMP) を産生する特異的作用をもった骨芽細胞を用い，この細胞の形質発

現について詳細に検討すると共に レチノイン酸が及ぼす影響について明らかにした。レチノイン酸は BMP の産生

に影響を与えなかったが，エストロゲンレセプター制御に関わっていることが明らかとなった。これらは，レチノイ

ン酸の骨芽細胞に対する作用の全く新しい重要な知見である。すなわち，レチノイン酸がエストロゲンレセプター制

御を介して骨芽細胞に作用していることを示唆し，レチノイン酸作用機序解明に重要であるのみならず，内因性エス

トロゲン減少後に生じる閉経骨粗しょう症とも関連する臨床的にも意味のある発見である。以上より，学位論文とし

ての価値を有すると認められた。
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