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論文内容の要旨

加齢や糖尿病では骨減少症がみられるが，その分子機構は不明である。最近，老齢ラットや糖尿病ラットのコラー

ゲンにグリケーション最終産物 (AGE) が生成することが報告された。したがって， AGE は老人性骨組蕗症や糖尿病

性骨減少症の成因となる可能性が想定される。一方，種々の骨減少性疾患の発症において骨吸収性サイトカインの関

与が明らかにされつつある。今回，培養ヒト骨芽細胞を用いて AGE の骨芽細胞における骨吸収性サイトカインの産生

とその分子機構についての解析を行った。

(方法ならびに成績)

1 . AGE-BSA は BSA を 8 週間 G-6-P とインキュベー卜することにより作成した。骨芽細胞は 4 例の患者より手

術時に採取したヒト海綿骨より既報の方法(J. Bone Mineral Res 6 : 45 , 1991)を用いて培養した。培養骨芽細胞を

0.1% FCS を含む DMEM 培地下に AGE-BSA を添加し， 2 日後の培養液中の各サイトカイン濃度を ELISA 法によ

り測定した。その結果 AGE-BSA 刺激により細胞培養液中の IL-6 活性の上昇が認められた。また，この IL-6 活性お

よび細胞中 IL-6 mRNA 量(ノーザンプロット法)は AGE-BSA の濃度依存性に増加した。一方， AGE-BSA は細胞

惰養液中の IL-ll濃度には影響を与えず，また IL-1a ， IL-1β 濃度はいずれも感度以下(< 1. 0 pg/ml)であった。 AGE

-BSA は細胞中のアルカリフォスファターゼ活性 (Bessey-Lowry 法により測定)や DNA 含量(フルオロメトリー法

により測定)には影響を与えなかった。

2. 培養骨芽細胞より RNA を抽出し，これを用いてヒト RAGE(AGE 受容体)に特異的なプライマーを用いた RT

-PCR を行った。その結果，ヒト骨芽細胞において RAGE mRNA が発現することが判明した。

3. マウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 を AGE-BSA 刺激したところ，培養液中 IL-6 活性の増加を認めたo

MC3T3-E1 細胞を AGE-BSA で刺激後核蛋白を抽出し， [32PJATP で標識した NF-}(B 結合配列を含むオリゴヌクレ

オチド()(B オリゴ)をプロープとしたゲルシフト法による解析を行った。その結果， AGE-BSA 添加により xB オリ
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ゴと結合するバンドの増加を認め，これは添加後 4 から 6 時間で最大であった。このバンドは過剰の非標識 xB オリゴ

により抑制されたが，無関係のオリゴヌクレオチドによっては抑制されなかった。また核蛋白を p50 または p65に対す

る抗体と反応させて行ったゲルシフト法では，このバンドのスーパーシフトを認めた。

(総括)

培養ヒト骨芽細胞において RAGE の発現をはじめて証明した。また培養骨芽細胞において， AGE は転写因子 NF

xB の活性化を促進し，骨吸収サイトカインのうち IL-6 の産生のみを促進することをはじめて明らかにした。

論文審査の結果の要旨

加齢による老人性骨粗懸症や糖尿病性骨粗緊症の原因は未だ明らかにされていない。この論文は，これらの病態で

体内に増加するグリケーション最終産物 (AGE) がその原因の一つではないかという新しい視点にたった独創的なも

のである。すなわち，かねてより IL-6 が強力な骨吸収サイトカインとして報告されていたが， AGE が NF-xB の活性

化をとおして骨における IL-6 の産生を誘導し，骨粗懸症を引き起こすという可能性を初めて指摘したきわめて興味深

い論文であり，学位に値すると考える。

201-




