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    学位論文題名

Effect of Interleukin lr8 0n clonal osteoblast-like cell

  ．  （骨芽細胞様細胞株に対するインターロイキンlr8の作用）

学位論文内容の要旨

【背景と目的】

  生体に対する傷害性の刺激や細菌感染などに対する防御反応である炎症にお

いて、種々のケミカルヌディエータが産生される。IL―1ロは骨芽細胞に作用し

てRANKL (receptor activator of NF-だBligand)の発現を促すことにより破骨細

胞の形成を促進するという報告や、直接破骨細胞の分化や機能を制御するとい

う報告から骨吸収に深く関連していると推測されるが、骨形成に対する作用に

ついての報告は少ない。そこでIL―1ロの石灰化への作用の一端を明らかにする

ために骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1細胞(El細胞）を用いて、硬組織石灰化

マーカーであるアルカリ性ホスファターゼ(ALP)活性ならびにmRNA発現を

指標として石灰化への影響を検討した。

【材料と方法】  ．

細胞培養：マウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞株MC3T3・El細胞(El細胞）

は10％FCS含有a-MEMを用い、37℃、5％C02の気相下で通法に従い培養

した。コンフルエンス後14日目に、種々濃度のIL-1ロにて所定時間、処理を

行った。

蛋白質定量：Lowry法に従い測定した。

ALP活性測定：IL-1ロO、50、100、200、400 (unit/ml)にて3日あるしゝは6

日問処理を行い、p-nitrophenylphosphate (p-NPP)を基質としたBessay法に従

亠ゝ測定した。

ALP mRNAの発現：El細胞をIL－1ロO、25、50、75、100 (unit/ml)で6時

間処理し、total RNAを抽出てRT一PCR法により検出した。

オステオカルシンの産生量測定：培養液をBiomedical Technologies社の抗体と

1251標識オステオカルシンを用い、Radioimmunoassay (RIA法）により測定した。

IL-6及びPGEz産生量測定：IL-6はマウスIL―1ロO、50、100、200、400 (unit/ml)

で3日及び6日問処理を行った。PGEz測定では0、1000 (unit/ml)で3日及び6



日間処理を行った後に培養上清を回収し、Mouse IL-6およびPGEz ELISAIくjt

(BioSource)を用いELISA法により行った。

COX－ 1及 びCOX― 2の発 現：El細胞 をIL-1ロ0、25、50、75、100(unit/ml)

で2、4、6時間処理した後、Lysis Bufferにて回収した。COX―1の発現は20ル

gの 全 蛋 白 質 を SDS-PAGE電 気 泳 動 し 、 PVDF膜 に転 写し た後 、anti-mouse

monoclonal COX-1 antibodyを用いてウエスタンブロッティング法により検出し

た。COX-2の発現は前述した細胞抽出物を用いてアガロース結合antiーgoat

polyclonalく:OX-2 antibodyで免疫沈降した後、antiーgoat polyclonal COX-2 antibody

を用いてウエスタンプロッティングを行い、検出した。

細胞の形態学的所見：El細胞をコンフルェンス時まで通法に従い培養、種々

濃度のIL-1Bを添加後、30日間培養を行い、von Kossa染色によりEl細胞の石

灰化状態を観察した。

【結果】

  El細胞の総蛋白量は対照群との有意な差は認められなかった。骨芽細胞の分

化および石灰化のマーカー酵素であるALP活性はIL―1ロ処理により3日問処理

では100 unit/mlより、6日問処理では200 unit/mlより濃度依存的な低下を示し

た。また、3日問より6日間での減少量が大きく、経時的な低下も示した。ALP

mRNAの発 現は IL-1B処 理に より 濃度依 存的 に減 少した 。さ らに ALPと同 様

    一

に骨芽細胞のマーカーであるオステオカルシン産生量はIL―1ロ処理により濃度

依存的、経時的な低下を示した。

FeGEz産生量はIL-1ロ処理により顕著な増加を示した。IL―1ロ処理によりcox－

2は2時間後より誘導され、4時間で最大となった。さらにこの発現は濃度に

依存して増加し、75 unit/ml処理で最大となった。一方、COX―1の発現はIL-1

ロ処理により変化は認められなかった。

El細胞にIL-1ロをコンフルェンス後より30日間作用させ、von Kossa染色す

るとIL－1ロ無添加ではコンフルエンス後14日より石灰化結節を形成し、培養

継続により結節数は増加した。一方、IL・1ロ処理群では結節数は濃度依存的に

減少した。Iし6産生量はIし1ロ処理により0～ 400 unit/mlで濃度依存的に増加

した。また、処理後3日間、6日間で経時的な増加を示した。

【考察】

  IL-1ロをEl細胞に作用させても総蛋白質量に影響を与えなかった。このこと

はIL-1ロが細胞の増殖や細胞外基質蛋白に影響を与えないことを示唆する。ま

た 、 本研 究に おい てIL-1ロに より El細 胞のALP活性が 低下 し、 さら にALP

mRNA発現 量が 減少 した。 この 結果 はIL―1ロが ALP蛋白 質合 成過程 のmRNA

発現までの段階で抑制し、結果としてALP蛋白質量が低下して見かけの活性も
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低下しことを示唆する。PGE2はオートクライン的に作用しALP活性を低下さ

せることが報告されている。本研究においてIし1ロ処理によりPGEz産生量が

増加した。さらにPGEz合成酵素であるCOX―2の発現も誘導された。以上より、

Iし1ロはCOX―2を誘導することでPGEz産生量を増加させ、ALP活性を低下さ

せることが示唆された。さらにIL-1ロはその濃度に依存してEl細胞が形成す

る石灰化結節量を減少させた。またIL-1ロはALPと同じく骨芽細胞のマーカー

とされるオステオカルシン産生量も低下させた。

Iし1ロによる石灰化抑制にはCOX―2誘導によりPGEz産生量が増加し、オー卜

クライン的に作用することでALP mRNAの合成を低下させ、ALP蛋白質合成

が低下する。その結果としてALP活性の低下、オステオカルシン合成の低下が

一因となっていることが以上の結果から示唆された。炎症性サイトカインであ

るIL-6は破骨細胞の活性化に関与し骨吸収を促進することで知られている。本

研究においても1しiB添加によりIL-6産生が増大した。この結果はIL-1ロ処理

によりEl細胞から産生されたIL-6により破骨細胞が活性化され骨吸収が促進

する経路も成立することを示唆する。

    ′

【結諭】

本研究において、IL―1ロは骨芽細胞様細胞であるMC3T3―El細胞の石灰化を抑

制することをvon Kossa染色の結果から明確に示した。これに伴い、骨芽細胞

のマーカーとされるALP活性が低下し、オステオカルシン量も減少した。ALP

活性の低下はCOX－2の誘導によるPGEz産生の増加とALP mRNA合成低下に

よるALP蛋白合成の低下が原因である可能性が示唆された。一方で11-1,ロはEl

細胞のIL-6産生量を増加させた。これらの結果からIL-1ロは従来知られている

破骨細胞活性化因子の産生促進のみではなく、直接骨芽細胞の石灰化能を抑制

す る こ と に よ っ て も 骨 吸 収 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。



学位論文審査の要旨

    学 {tL

Effect of Interleukin lr8

論文題名
on clonal osteoblast-like cell

（骨芽細胞様細胞株に対するインターロイキンlrBの作用）

審査は審査委員が一同に会し、申請者から論文についての概要を説明させた後、

各審査委員から口頭試問の形式で行われた。以下に、提出論文の要旨と審査の内容

を述べる。

【目的】  インター口イキン(IL)－1ロは炎症時に発現レベルが上昇し、その作用

は炎症・免疫反応をはじめとして広範囲にわたり多様な生理活性を有するサイトカ

インとして知られている。IL-1ロは骨代謝機構において重要な役割を演じていること

が知られており、骨吸収に深く関連していると考えられているが、骨形成に対する

作用についての報告は少ない。そこでIL-1ロの石灰化への作用の一端を明らかにす

ることを目的として、骨形成機能を反映すると考えられるアルカリ性ホスファター

ゼ(ALP)活性およびオステオカルシン(OC)産生量、破骨細胞の活性化を促進す

るIし6やプロスタグランジンR (PGE2)の産生、について検討、解析を行った。

【材料と方法】骨芽細胞様細胞株MC3T3ーEl (El)細胞は10，％牛胎児血清(FBS)

含有a MEM培地を用いて通法に従いコンフルエンス後14日目まで培養し、1％F13S

含有の培地と交換してさらに24時間培養した後に種々の濃度のIL-1ロで処理した。

一定時間経過後、細胞および培養液を回収し、蛋白質量、ALP活性とそのmRNA発

現量、OC産生量、PGEz産生量、IL-6産生量、さらにシクロオキシゲナーゼ1(COX－1）

および2 (COX―2）産生量を測定した。

【結果および考察】IL-1ロ処理によりEl細胞の総蛋白質量には変化が認められ

なかった。ALP活性はIL-1ロ処理3、6臼後と経時的に減少するとともに、処理し

た濃度にも依存して減少した。ALP mRNA発現は200 unit/mlまで濃度依存的に減少

した。QC量はIL-1ロ処理後6日目において有意な減少が認められた。また石灰化結
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節をvon Kossa染色により観察したところIL-1ロ処理濃度に依存した石灰化結節形成

の減少が観察された。PGEz量はIL-1ロ処理により3日後には顕著な増加を示した。IL-6

量はIL－1ロ処理により濃度依存的かつ経時的に増加した。COX-2の発現は濃度依存

的増加を示し、75 unit/mlで最大に達した。さらに、その発現は50 uniUmlのIL-1ロ

処理により経時的に増加し、処理後4時間で最大となった。一方、Iし1ロはCOX-1

の発現には影響を与えなかった。以上の結果から、IL-1ロはEl細胞に作用し石灰化

を抑制することが示唆され、またALP活性の低下はCOX－2の誘導によるPGEz産生

の増加と、ALP mRNA発現低下によるALP夕ンバク合成の低下が原因である可能性

が示唆された。一方で、IL-1ロはIL-6などの炎症性サイトカインの放出を促して硬

組織吸収促進に作用することが示唆された。

【結論】Iし1ロは従来知られている破骨細胞活性化因子の産生促進のみだけではな

く、直接骨芽細胞の石灰化能を抑制することによっても骨吸収を促進することが示

唆された。

各審査委員が行った主な質問事項は以下の通りである。
    ́
1）Iし6とPGE2を測定した理由について
2） ALP活性に対するIし1ロの作用において3日間処理と6日間処理では活性
  減少の濃度が異なる理由について
    t
3） ALP活性の低下とALP mRNA発現減少の時間経過が異なっていることについて
4） 11-1ロ処理時間及び処理濃度が実験によって異なった理由について
5） 細 胞 で は な く 培 養 液 中 の オ ス テ オ カ ル シ ン を 測 定 し た 理 由
6） COX-1の生理的な意義について
7）  COX-2の 誘 導 が 確 認 され た が COX-2の 活 性 と 相関 関係に ついて
8） 11-1ロと骨粗鬆症の関係について
9）顎関節症における炎症のIし1ロの関与について
10)本研究の結果が今後どのように臨床に反映されるか

これらの質問に対して、論文申請者からの明解な回答ならびに説明が得られ、さら

に 今後 の 研 究 に おい て も 明 確 な 方向 性 を も っ てい る と 判 断 した 。

  審査委員は全員、本研究が学位論文に十分値し、申請者が博士（歯学）の学位を

授与される資格を有するものと認めた。


