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学位論文内容の要旨

  閉経後骨粗鬆症は、高齢女性における重要な疾患のひとっとして広く認識されている。閉経後のエスト

ロゲン欠乏状態は骨代謝を高回転状態へ導くことで骨代謝バランスを骨吸収へと傾け、その結果骨粗鬆化

にっながる。骨粗鬆症に伴う脆弱性骨折は患者のQOLを著しく低下させ、さらに医療費の増大にもっなが

る重要な問題として注目が高まっている。

  エストロゲン欠乏による骨粗鬆症の発症においては、interleukin（IL)-1、IL-6、tumor necrosis factor

（TNF）‐aなどの炎症性サイトカインの産生が増大し、これらが破骨細胞の分化や活性化を促すことで骨吸

収をもたらすことが、近年報告されている。加えて動物実験ではこれらサイトカインのうちのいずれかの

欠損または阻害によって、卵巣摘出術(OVX）後の骨量低下を防ぐことが可能であることが明らかにされ

ている。

    マクロファージ遊走阻止因子（Macrophage migration inhibitory factor; MIFHま活性化T-cellの培

養上清から分離同定された最初のサイトカインであり、その機能は長く不明なままとされていたが、近年

MIF cDNAのクローニングがなされて以来機能解明が進んできた。MIFは様々な炎症刺激によって放出さ

れ、ステロイトゴ拮抗作用を有する。詳細なメカニズムは不明であるが、MIFはエストロゲンとの間に相互

作用を有することも明らかにされている。OVXによるエストロゲン欠乏状態のマウスでは、創傷治癒過程

において創傷部位のMIFの発現上昇が認められたり、また血・vitroではエストロゲンがマクロファージに

よるMIFの産生を抑制することが報告されている。

  本研究の目的は、OVXマウスを閉経後骨粗鬆症のモデルとして用い、野生型マウス（WT）とMIFノッ

クアウトマウス（MIF KO）におけるOVXによる骨粗鬆症の発症効果を比較することで、閉経後骨粗鬆症

の発症におけるMIFの役割を検討することである。

  本実験ではBalb/cマウスの8週齢・雌のMIF KOおよびWTを、各群N=5でOVXまたはsham手術

し、これを4週後に評価した。各群についてマウスの大腿骨の遠位海綿骨におけるbone volume/tissue

volume（BV/TV）、骨梁数、骨梁間の平均距離をHCTにて算出し、比較した。また組織学的評価として、

マウスの脛骨近位においてhematoxylin/eosin（HE）染色およびtartarate-resistant acid phosphatase

（TRAP）染色を施行した。骨梁表面のTRAP-positiveの多核細胞を破骨細胞とし、骨形態計測を行った。

マウス血清中のIL-1ロ、IL-6、TNF-nおよびMIF濃度をELISAにて測定した。統計学的処理はone-way

ANOVAでFisher’8 testをpost hoc testとし、有意差5％未満を統計学的有意差ありとした。

  大腿骨遠位の海綿骨では、WTマウスではOVXによる明らかな減少が認められたが、MIF KOマウスで
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はOVXによる骨粗鬆症性変化は全く観察されなかった。BWI‾V値の比較では、WT群ではBV/TV値は

OVXによりsham群の53％と著明な低下（尸く0.05)を示したが、MIF KO群では両群間で有意差はなか

った。骨梁数、骨梁間の平均距離についても同様の結果が得られた。組織学的評価においても、H-E染色

ではWTマウスにOVXを行うと明らかに海綿骨量が減少したが、MIF KOマウスではこのような変化は

観察されなかった。TRAP染色による骨梁表面積当たりの破骨細胞数（N.Oc／BS）の比較では、WTマウ

スのOVX群ではsham群より有意に増加しており、骨吸収の亢進を示すものと考えられた。これに対して

MIFKOマウスのOVX群では、N．O佃Sの増加は認めず、骨代謝の高回転化は起きないことを示唆する

ものと考えられた。血清サイトカインの比較では、WTマウスではOVX後4週の時点においてIL．1ロ濃

度のsham群比96％の増加が認められたが（PくO．05）、MIFWTマウスではこのような有意差は認めなか

った。エストロゲン減少がMIF産生におよぼす影響を調べるため、WTマウスをOVXし経時的に血中

MIF濃度を測定したところ、0VX後24時間ではMIF濃度は有意に上昇していたが（j）＜0．05）、このよ

うな変化は1週の時点では消失していた。

  MIFの骨代謝領域における役割にっいては、骨芽細胞のマトリックスメタルプロテアーゼ産生を促すな

どの報告がある。本研究において我々は、閉経後骨粗鬆症のモデルとしてMIFK0マウスの0VXモデル

を用い、本症の発症においてMIFが必須であることを初めて示した。閉経後のエストロゲン欠乏状態にお

いては骨代謝が高回転にシフトして、バランスが骨吸収へと傾いた結果骨粗鬆症化にいたることが広く知

られている。本研究でもWTマウスのOVXによる骨吸収は骨代謝の高回転化に伴うものであることが示

されたが、MIFKOマウスではOVXしても骨代謝の高回転化は起きず、この結果骨吸収が亢進しないこ

とが明らかになった。

  我々はまたOVXにより血清MIFが早期に上昇することを示したが、何らかの刺激に対して早期にMIF

上昇が起こることは文献的にも多数報告されている。MIFそのものが骨吸収因子として作用するという報

告はないが、TNFなど他の骨吸収因子の上流に存在し、これらの産生を調節するという報告は多数ある。

サイトカイン・カスケードにおけるMIFの役割は、免疫や炎症反応における‘セットポイント’やこの大

きさをコントロールしている可能性が示唆されているが、OVX後におこる骨吸収因子の上昇は、血清MIF

の急激な増加によって誘発されているという可能性がある。

  転写調節因子のnuclear血ctor．kappaB（NF．にB）は核内に移行した後骨吸収性サイトカインの各遺伝

子のプロモーター領域にあるNF．だBbinmngsiteに結合することでそれらサイトカインの転写を亢進さ

せる。エストロゲンレセプターとサイ卜カインの‘クロストーク’については多くの研究がなされている

が、MIF遺伝子の5’領域にもNF．だB結合領域が存在することが明らかにされ、またMIFの転写はNF．

にBinhibitorにより抑制されることも報告された。これらの報告より、MIFは他の炎症性サイトカイン同

様、エストロゲンによるNF・だBを介したne呂ativere醫ulationを受けており、エストロゲン欠乏に続発す

るNF．にBの活性化により転写が亢進することが推測される。

  閉経後骨粗鬆症の発症におけるMIFの真の役割はいまだ解明されていないが、本研究の結果よりMIF

は本症の発症において重要な位置を占めることが明らかになり、今後MIFは本症の治療における新たなタ

ーゲットになりうるものと考えられる。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

閉経後骨粗鬆症発症における

マクロファージ遊走阻止因子の役割

  閉経後骨粗鬆症は，高齢女性における重要な疾患のひとっとして広く認識されている．
閉経後のエスト口ゲン欠乏状態は骨代謝を高回転状態ヘ導くことで骨代謝バランスを骨吸
収へと傾け，その結果骨粗鬆化にっながる．骨粗鬆症に伴う脆弱性骨折は患者のQOLを著
しく低下させ，さらに医療費の増大にもっながる重要な問題として注目が高まっている．
  エスト口ゲン欠乏による骨粗鬆症の発症においては，interleukin（11)-1，IL-6，tumor
necrosis factor（TNF)-aなどの炎症性サイトカインの産生が増大し，これらが破骨細胞の
分化や活性化を促すことで骨吸収をもたらすことが，近年報告されている．加えて動物実
験ではこれらサイトカインのうちのいずれかの欠損または阻害によっで，卵巣摘出術
(OVX） 後 の 骨量 低 下を 防 ぐこ と が 可能 で ある こ とが 明 らか に され て いる ．
    マクロファージ遊走阻止因子（Macrophage mlダationinhibitoryfactor；MIF）は活性化T‐
ceHの培養上清から分離同定された最初のサイトカインである．MIFは様々な炎症刺激によ
って放出され，ステロイド拮抗作用を有する．詳細なメカニズムは不明であるが，MIFは
エストロゲンとの間に相互作用を有することも明らかにされている．OVXによるエストロ
ゲン欠乏状態のマウスでは，創傷治癒過程において創傷部位のMロの発現上昇が認めら
れたり，まため‐vffrロではエストロゲンがマクロファージによるMIFの産生を抑制するこ
とが報告されている．
  本研究の目的は，0VXマウスを閉経後骨粗鬆症のモデルとして用い，野生型マウス
（WT）とM頂ノックアウトマウス（MIFKO）におけるOVXによる骨粗鬆症の発症効果を
比較することで，閉経後骨粗鬆症の発症におけるMIFの役割を検討することである，
  本実験ではBalb/cマウスの8週齢・雌のMIFKOおよびWTを，各群N＝5でOVXまた
はsham手術し，これを4週後に評価した．各群についてマウスの大腿骨の遠位海綿骨を肛
CTにて比較した．また組織学的評価は，マウスの脛骨近位におけるhematoxylin/eosin
（HE）染色およびtartarate．resistantacidphosphatase（T馳廿）染色を施行した．骨梁表面の
T貽P‐positiveの多核細胞を破骨細胞とし，骨形態計測を行った，マウス血清中のIL118，
凡－6，TNF‐QおよびMIF濃度をELISAにて測定した．
  大腿骨遠位では，WTマウスではOVXによる明らかな骨梁の減少が認められたが，MIF
KOマウスではoVXによる骨粗鬆症性変化は全く観察されなかった．bonevolme／tissue
volume（BVパV）値の比較では，Wr群ではOVXにより著明な低下やくo．05）を示したが，
MIFK0群では両群間で有意差はなかった．骨梁数，骨梁問の平均距離についても同様の結
果が得られた，組織学的評価においても，H‐E染色ではWTマウスにOVXを行うと明らか
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に海綿骨量が減少したが，MIF KOマウスではこのような変化は観察されなかった．TRAP
染色による骨梁表面積当たりの破骨細胞数（N.Oc侶S）は，WrマウスのOVX群で有意に
増加しており，骨吸収の亢進を示すものと考えられた．これに対してMIFKOマウスの
OVX群では，N．0佃Sの増加は認めず，骨代謝の高回転化は起きないことを示唆するも
のであった．血清サイトカインの比較では，WTマウスではOVX後4週の時点において
凡．1ロ濃度の増加が認められたがpくO．05），MIFKOマウスではこのような有意差は認
めなかった．エストロゲン減少がMIF産生におよぼす影響を調べるため，WTマウスを
OVXし血中MIF濃度を測定したところ，OVX後24時間ではMIF濃度は有意に上昇して
いた がpく o．05）， このよ うな 変化は 1週の 時点 では消失してしゝた．
  今回の実験結果により申請者は，閉経後骨粗鬆症のモデルとしてMIFKOマウスの
OVXモデルを用い，本症の発症においてMIFが必須であることを初めて示した．閉経後の
エスト口ゲン欠乏状態においては骨代謝が高回転にシフトして，バランスが骨吸収へと傾
いた結果骨粗鬆症化にいたることが広く知られている．本研究でもWTマウスのOVXによ
る骨吸収は骨代謝の高回転化に伴うものであることが示されたが，MIFKOマウスでは
OVXしても骨代謝の高回転化は起きず，この結果骨吸収が亢進しないことが明らかにな
った．申請者はまたOVXにより血清MIFが早期に上昇することを示したが，何らかの刺
激に対して早期にMIF上昇が起こることは文献的にも多数報告されている．MIFそのもの
が骨吸収因子として作用するという報告はないが，冊拒など他の骨吸収因子の上流に存在
し，これらの産生を調節するという報告は多数ある．サイトカイン・カスケードにおける
MIFの役割は，免疫や炎症反応における‘セットポイント’やこの大きさをコント口ール
している可能性が示唆されているが，0VX後におこる骨吸収因子の上昇は，血清MIFの
急激な増加によって誘発されているという可能性があることが申請者より発表があった．
  審査にあたり，副査畠山鎮次教授よルエストロゲンによる骨吸収性サイトカインの抑制
のメカニズムに関して，副査櫻木範明教授よりOVXによる骨代謝マーカーの変化につい
て，および主査三浪明男教授から臨床的見地からの本研究結果の骨粗鬆症治療への応用の
可能性についての質問があり，申請者からはこれらの質問に対して文献的報告および実験
結果から適切に回答がなされた．
  この論文は，MIFKOマウスのOVXモデルを用いて，閉経後骨粗鬆症の発症にはMIF
が必須であることに関して述べた独創的な研究であり，今後の骨粗鬆症発症のヌカニズム
の 解 明 お よ び 新 規 治 療 法 の 開 発 に も 貢 献 す る こ と が 期 待 さ れ る ．
  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院博士課程における研鑚や取得単位な
ども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した．
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