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【緒言】

  エストロゲンは骨代謝機能において重要な役割 を演じているが，マクロファージにお

い ても 炎症 性サ イト カイ ン産 生に 関与 し てい る． その 受容体には核内受容体であるER

と Gタンパク質共役型 のGPR30が存在する．前者は 遺伝子転写を介したゲノム的な作用，

後 者は 非ゲ ノム 的な 速い 作用 に関与するとされる．一方，Na,K-ATP譌eは細胞の形質膜

に 存 在 し て 細 胞 の 容 積 の 維 持 な ど 基 本 的 な 細 胞 機 能 を 担 う 酵 素 で あ る ． 最 近 ，

Na，K‐ATP謎eが破骨細胞形成において細胞融合 に関与するという報告もなされている．

RAW264．7細 胞は ，マ クロ ファ ージ 様細 胞で あり ，RANKL作用により破骨細胞に分化す

る 破骨 細胞 前駆 細胞 でも ある ．本 研究 は ，RAW264．7細胞のN亀K珱rPaSe活性に対する

17p．cstr．a出olの作用を明らかにすることを目的に行った．

【材料と方法】

1．細胞の培養ならびに細胞回収

  マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW細 胞 あ る い は J774細 胞 を 10％ 牛胎 仔血 清を 加え たフ ェノ ー

ル レッ ド不 含の DMEM（Dulbcccomodi6edl洫lemcdium）を用いて培養し，んlvcSt瑠nt，

G15あ るい は genisteinの 存在 下／ 非存 在 下で ，101～ 10・5Mの17p．cstramol及びGlを

作用させたのちに細胞を回収した．

2．Na，K‐ATP舗c活性の測定

  細胞は0．25nMsucroseにて回収し，超音波破砕を行い，試料とした．Na，K一Aロ謎e活

性 は ， ATPを 基 質 と し て ， 酵素 によ る加 水分 解の 結果 生成 され た 無機 リン 量を Cmmet

法を用いて測定して，決定した．

3．  ウエスタンブロッティング

  細胞はLysisbu母もrく1001nMKCl，0．1％NP‐40，lmnMHEPES‐KOH，pH7．5）にて回収し，

試料とした．試料を通法に従い電気泳動し，electroblot法によりPVDF膜に転写した後に，

特異的抗体を用いて 反応させた．バンドの検出はECL（Enhancedchemiluminescnce）法を

用いた．
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【結果と考察】

1．マクロ ファー ジ様細胞 に対す る17p-estradiol短時間作用によるNa,K-ATPaseの変化

  マク ロ フ ァー ジ 様 細胞 の RAW264.7細 胞 なら ぴ に J774細胞 に は GPR30タン パク質 の

発現 が認め られた． これらの細胞に対して17f3-estradiolを1時間作用させると10-9Mを

ピ ー ク と し た Na,K-ATIke活 性 の 増 加 が 認 め ら れ た． さ ら に ，RAW細胞 に お いて は

17p唱stI伽mol作用によりNa，K‐A1` PasealならびにDlサブユニットタンパク質の発現とm

サ ブ ユニ ッ ト のチ ロ シンリ ン酸化も 同様に 増加した ．一方， これら の増加は GPlUOの

孤tagoniStであるG15を併 用するこ とにより 濃度依 存的に抑 制され ，lO．9MG15では対

照 群 と同 程 度 にな っ た．さ らに，RAW細胞 をGPR30の 昭0nistであるGlで 刺激す ると，

17p‐eStr．amolの 場合と 同様に1019Mをピ ークとし たNa，KlATP鵠c活性，mならびにpl

サ ブ ユニ ッ ト タン パ ク質の 発現とmサブュ ニット のチロシ ンリン 酸化の増 加が認 めら

れ た ．ま た ， これ ら の増加 はG15に より濃 度依存的 に抑制さ れた， 以上の結 果から ，

マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 に 17D・ cStI弸 iolを 1時 間 作 用 さ せ る と （ 泪 R30を 介 し て

Na，K・ATPasc活性を増加することが明らかになった．続いて，10・9M17pIeStr・amolとと

もに チロシ ンキナー ゼ阻害薬 である gcniStcmを併用 して，凡 ｀w細胞に1時間作用させ

ると，17D・eS1二ramolによるNa，K．A1聡se活性の増加はg面stcm濃度依存的に抑制され，

Na，K．ATP謎eタンパク質のチロシンリン酸化が，酵素活性の増加に関与していることが

明ら かにな った．さ らに，17p・cSt耐ioll時間作用によるN亀K―A1Pase活性の増加のメ

カニ ズムを 明らかに するため に， m` w細胞を種 々の濃度の17p一cStramolで処理し，そ

れら のNも K． ATP認e活性に 対する Nr濃度依存 性につ いて検討 した． その結果 ，珊ll係

数な らびに 50％活性化 濃度は 17pIcs1二ramol濃度 依存的に減少し，1019M17D電刪iolに

おい てそれ ぞれO．24mMなら びに2．11nlMと 最低と なり，酵素のNa十親和性が亢進する

ことが明らかになり，17D・cStr翻mol作用によるNr親和性の亢進もNもK．A1ヤasc活性増

加に 関与し ているこ とが示さ れた． さらに， lO．9M17p℃刪iolとともにgeniStein併用

する と，17p・cstramolに よるmll係数ならびに50％活性化濃度の減少は，gcniStem濃度

依存的に抑制され，Na十親和性の亢進は回復傾向を示した．以上の結果から，17D電stra血ol

は NもKI灯 P鄒 eタ ンパ ク 質 の 発現 を 増 加さ せ ると ともに， mサ ブュニッ トをチ ロシン

リン 酸化さ せること により酵素に対するNa十親和性が亢進して，酵素活性が増加するこ

とが明らかになった．

2．マクロファージ様細胞に対する17p一cStra出ol長時間作用によるNもK‐ATP箚eの変化

  RAW264． 7細胞 に17p‐ cStr硼olを24時 間作用 させると 濃度依 存的にNa， K一ATP譌cm

な ら び に plサ ブ ュ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 酵 素 活 性 が 増 加 し た ， 一 方，

17p‐cStram0124時間 刺激に よりRAW細胞の Na’K． ATP譌emサブュニ ットのチ ロシンリ
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ン 酸 化 は 変 化 し な か っ た ． さ ら に ， 17p-estramolと と も に ERの 卸 tag曲 iStで あ る

血 lvestrantを作 用させ ると濃 度依存 的にこ れらの 増加が 抑制され た．一 方，17pIcs1二ramol

と と も に G15を 併 用 し て も こ れ ら の 増 加 は 抑 制 さ れ な か っ た ． 以 上 の 結 果 か ら RAW細

胞 に 17p・ eStramolを 24時 間 作 用 さ せ る と ERを 介 し た N亀 K‐ ATP譌 cタ ン パ ク 質 発 現 の

増 加によ り，酵 素活性 が増加 するこ とが示 された．

【 結諭】

  RAW細 胞 に お い て 17pestramolは そ の 作 用 時 間 に よ り く mR30な ら び に ERと い う 異

な っ た 受 容 体 を 介 し て Na， K・ ATP譌 e活 性 を 増 加 さ せ る こ と が 明 ら か に な っ た ，
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学位論文審査の要旨
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エストロゲンによる異なった受容体を介するマクロファージ

    様細胞のNa，K-ATPase活性促進作用

  審査は審査担当者が一同に会して約1時間半をかけて行った，まず申請者に

本論文の概要の説明を求め，口頭試問形式で提出論文の内容及ぴ関連分野につ

い て 試 問 し た ． 申 請 者 は 論 文 の 概 要 を 以 下 の よ う に 説 明 し た ．

【緒言】エストロゲンは骨代謝機能に韜いて重婁な役割を演じているが，マク
ロファージにおいても炎症性サイトカイン産生に関与している．その受容体に
は核内受容体であるERとGタンパク質共役型のGPR30が存在する．前者は遺伝
子転写を介したゲノム的な作用，後者は非ゲノム的な速い作用に関与するとさ
れる．一方，Na，K－ATPaseは動物細胞の形質膜に存在して細胞の基本的な機能を
担う酵素であり，破骨細胞形成において細胞融合に関与すると報告されている，
本研究は，マクロファージ様細胞であるRAW264．7細胞のNa，K-ATPase活性に対
する17ローエストラジオール(E2)の作用を明らかにすることを目的に行った．
【材料と方法】RAW264．7細胞を通法に従って培養し，ERのアンタゴニストであ
るfulvestrant，GPR30のアシタゴニストであるG15，チロシンキナーゼ阻害薬
であるgenisteinの存在下あるいは非存在下で，10-11～10-5MのE2及びGPR30
のアゴニストであるG1を作用させたのちに細胞を回収し、Na，K－ATPase活性と
ai及ぴロ1サブユニットの発現ならぴにaiサブュニットのチロシンリン酸化レ
ベルを検討した．
【結果及び考察lE2作用1時間においては，10-gMをピークとした濃度依存的な
Na，K－ATPase活性の増加が認められ，ai及ぴロュサブュニットの発現とaiサブ
ユニットのチロシンリン酸化も同様に増加した．Glを用いた場合も同様の結果
が得られた．これらの増加はG15存在下では濃度依存的に抑制された‐また，
E2の濃度に依存した作用により，Na，K―ATPasb活性は対照群と比較して低濃度
のNa十存在下で最大活性を示しNオに対する親和性の増加が観察された．しかし、
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genistein存在下でE2を作用させた場合はNa゙ に対する親和性の増加は消失した。
一方，24時間E2を作用させると、Na，K一ATPase活性ならびにai及ぴロ1サブ
ユニットの発現はE2濃度依存的に増加し10-fiMで最大となったが、aiサブユ
ニットのチロシンリン酸化レベルの変化は観察されなかった。また、活性及び
タンパク質発現の増加はfulvestrantにより抑制された．以上の結果から、1
時間のE2作用においては，GPR30を介したNa，K－ATPaseタンパク質発現め増加
とaiサブュニットのチロシンリン酸化による酵素のNa゙ 親和性の増加により酵
素活性が増加することが示された．また、24時間のE2作用においては、ERを
介したNa，K―ATPaseタンパク質発現の増加により酵素活性が増加することが示
された．E2はその作用時間によりGPR30ならびにERという異なった受容体を介
し て Na， K一 ATPase活 性 を 増 加 す る こ と が 明 ら か に な っ た ．

  以上の説明に対して、各審査委員が行った主な質問は、以下の通りである。

1）受容体の検出方法

2）アゴニスト及びアンタゴニストの臨床応用の可能性について、

3） J774細胞も破骨細胞に誘導されうるのか、

4） GPR経由なのにタンパク質量が1時間で増加する機構をどのように考えるか、

5） Na，K―‘ATPaseのりン酸化によってNがに対する親和性は増加するのか、

6） genistein以 外 の Kinaseの 阻 害 剤 の 効 果 を 確 認 し た か 、

7）24時間経過すると1時間でのチロシンリン酸化レベルは低下するのか、
8） エ スト ロゲ ン とNa，K―ATPaseが関 連す る疾患 はあるのか、

  これらの質問に対して，学位申請者から適切かつ明確な回答船よび説明が得

られ，申請者が本研究の一連の実験および分析を主体的に遂行し，得られた結

果について科学的考察を行い，それらを論理的に表現し他者に伝達する能カを

有することが確認された・

  本論文は，エストロゲンがマクロファージ様細胞に対して作用時間によって

異なった受容体を介して作用を発揮し，その際の濃度依存性も異なることを明

らかにした論文である．研究成果には新規性があり，得られた結果はこの分野

の今後の研究と発展に大いに貢献するものであることについて，審査委員全員

の賛同が得られた．以上より，申請者の学位論文について，北海道大学の博士
（歯学）の学位授与に値するものと認めた．
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