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本研 究は ､ 骨代謝に お い て重 要な役割を果たして いることが以前より知られ て い る

p r o st agl a n di n E 2 ( P G E 2) の産 生過 程にお ける最終段 階で作用する酵素, pr o st agla n di n

E 2 Sy nth a s e ( P G E S) の骨にお ける発現及 び役割に つ い て研究を行 い
､ 骨代謝疾患治

磨 - の 可能性 に つ い て検討したo

もともとプロ ス タノイドは 多岐にわたる生 理活性を有しており､ 発熱や捧 痛､ 炎症 ､ 腫蕩
形成 ､ 胃腸保護 ､ 脈管循 熟 そして骨代謝にお い て重要な役割を演じて い る｡ この プ
ロ スタノイドの中で ､ P G E 2 , P G F 2 a ,

P G I 2 が ､ 骨芽細胞系細胞 から産生され ､ 骨に蓄積し
て い ることが知られ て いるo そして ､ これらの プ ロ スタノイドは骨形成と骨吸収 にお い て
さまざまな役割を担 っ て い る｡ しか し､ プ ロ スタノイドの 主な役割 臥 P G E 2 が c y clic

A M P を増加させ
､ r at の長管骨 の培養にお い て骨吸収を促進することが3 0 年以上前

に証 明されて から､ 骨吸収因子として認琴されてきた｡ 骨吸収 に関与するサイトカイン

や全身性ホ ル モ ン はまた､ 骨にお い てこのプ ロ スタノイドの 産生 を調節して いる｡ サイト
カインやホ ル モ ン による骨吸収反応がしばしばプ ロ スタノイド産 生をブ ロ ックする非ステ
ロ イド抗炎症薬により抑制されることから､ 少なくとも部分的に プ ロ スタノイドと関係して
いると考えられるo 動物や人 間で の i n vi v o の 研究から､ 閉経後の 骨粗紫症や､ 悪性度
療の 高 か レ シウム血症 ､ 歯周病で の 炎症性骨減少 ､ 人 工 関節の ゆるみ ､ 関節リウ マ チ
で の 関節破壊の 骨吸収性病態はプ ロ スタノイドに関連することが示されて いる｡

P G E 2 は プロ スタノイドの なか で骨に最も豊富に含まれ ､ そして最も強 い骨吸収因子と
信じられ てきたo p G E 2 は a ut o c ri n e/p a r a c ri n e メカ ニ ズムを介して r e c ept o r a cd v at o r o f

n u cl e a r f a ct o r K B lig a n d ( R A N K L) を誘導することで骨吸収を先進させ ､ また血球系
幹細胞から破骨細胞 の分化を引き起こすo p G I2 は 次に多く骨に含まれるが

､ 骨吸収
反応に は重要な絢子とは考えられて い ない

o 骨細胞 から少 量 の P G F 2 α
が産 生され て

おり､ 外 因性 p G F 2 α が骨吸収を促進するが ､ この 反応 は内因性 p G E 2 産 生増加 による

ものと考えられて いるo この研究から､ 2 つ の マ ウス の アッ セイシ ス テム を使 っ て包 括的
比較実験を行 い

､ 骨 に蓄積するプ ロ スタノイドの 中で P G E 2 の みが破骨細胞 形成と骨
吸収を促進 することを確か めた｡

この プロ スタノイドはアラキドン 酸カスケ ←

ドにより産生される. まず ､ p h o sp h olip a s e A 2



により､ 膜 ル 脂質からアラ 耶 ン酸が産生されるo この アラキドン酸から p G E 2 が 産生さ
れ るが ､ こ の 際 ､ さらに 2 つ の 酵 素反応 に より調 節され て い る ｡ 最 初 の 反 応 は
cy cl o o x y g e n a s e ( c o x) によっ て引き起こされるが

､ これ はアラキドン酸を中間産物であ
る P G H 2 に変えるo 今までに2 つ の C O X の is ofb r m が 同定されて いるo それらは恒常
的に発 現して いる C O X - 1 t ､ サイトカインやホ ル モ ン

､
1ip o p oly s a c ch a rid e などのさまざ

まな刺激により誘導される C O X - 2 であるo 次の 反応 は最終段階となる P G H 2 を p G E 2
に変える P G E 2 S y nth a s e (P G E S) により引き起こされるo 近年 ､ 2 つ の P G E S ､ c yt o s oii c

p G E S と m e m b r a n e - a s s o ci at ed P G E S が同定されたo h e at sh o c k p r o tei n 9 0 - a s s o ci at e d

p r ot ei n p 2 3 と同
一

の cyt o s oli c P G E S ( C P G E S) は普遍的に発現しており､ さまざまな種
類 の細胞や組織で炎症性刺激による発 現 の変化 は見られず ､ c o x - 1 を介した p G E 2
の 急性産 生に 関与 して いるo この C O X - 1 と c p G E S の カップ ル グは組織の 恒常性を
保 つ た め の P G E 2 産 生 に 関与 し て い るもの と思 われる ｡

一 方 ､ 本来 mi cr o s o m al

gl ut athi o n e S -t r a n s f e r a s e 1 -lik e 1( M G S T l - L l) と呼 ばれて い た m e m b r a n e
-

a s s o ci at ed
P G E S ( m P G E S) は誘導される酵素で

､ 核膜周 辺 に C O X -2 とともに誘導され ､ m p G E S
は C O X -1 よりもc o x -2 と強く機能連関して い るo m P G E S は様 々 な組織や細胞 で前炎
症性刺激によりC O X -2 やそれに続くp G E 摘 生 に伴 っ て発現誘導され ､ デキサメタゾ
ン で抑制されたo ゆえに C O X 1 2 とm p G E S は炎症や発熱､ ガンなどの病的状態にお け
る P G E 2 産生と関連して い ると考えられる｡

C o 光 - 2 は 骨芽細胞 に豊富に発 現しており､ さまざまな骨吸収刺激 に反 応して産生さ
れる P G E 2 に重要な役割を担 っ て いると報告されて いるo

マウス の c o - c ult u r e にお い て ､

破骨細胞形成は C O X - 2 ノックアウトマ ウスで は wi ld t yp e と比 較して抑制されており､

外 因性 p G E 2 によりこ の 抑制 は解除された o i nt e rl e u kin - 1 α (Ⅰし1 α) ､ t u m o r n e c r o si s

f a c t o r -

α ( T N T - α) ､ flb r o bl a st g r o w th fa ct o r -2 (F G F - 2) などの サイトカインや ､ 閉経後骨
粗素症 ､ 関節リウ マ チなどにより C O X - 2 が誘導され ､ それ に続き p G E 2 が産生されるこ

とも示されて い るo
この 研究で ､ これらの骨吸 収性サイトカインによる m P G E S の 発現調

紫をi n v i v o l i n v it r o で調 べ たo 他の組織のホメオ スタシ ス - の悪影響が少ない
､ 骨吸

収 性 病態 - の 高度 選択 的薬剤として の 可 能性 を調 べ るため ､ m p G E S に 対 す る
a n ti s e n s e oli g o n u cl e otid e を使 い 内因性 m p G E S と骨吸収との 関係を調 べ たo

まず初め に ､ どの プ ロ ス タノ イ ドが破骨細胞形成と骨吸収 を起 こ すか を ､
マ ウ

ス 骨芽細胞 と骨髄細胞 に よる共存培養下で の T R A P 陽性多核破骨細胞数を計数
す る こ とと ､ d e nti n e sli c e 上 で の骨吸収 窟の 面積 を計測す る こ と で検討 した｡ p G E 2

は 用量依存的に破骨細胞形成 を起 こ し､ 1
,
2 5( 0 =) 2 D 3 と同程度 の 作用 とな っ た｡

一 方､ 骨に存在する他 の プ ロ ス タノイ ド P G F 2 α ､ P G I2 はほ とん ど影響 を及 ぼさ
なか っ たo 共存培養 に より 形成 され た破骨細胞 をd e nti n e slic e 上 に移 しこ れ ら の

プ ロ ス タノ イ ドとさらに培養 した と こ ろ､ P G E 2 の みが吸収窟形成能 を示 した｡

P G F 2 α も わずか な破骨細胞形成能と吸収窟形成能を示 した が ､ 有意なも の で は な
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か っ たo こ れ らの 結果か ら ､ 骨に存在する プ ロ ス タノ イ ドの 中 で ､ P G E 2 の みが
破骨細胞性骨吸収 を促す こ とが示 され た｡

マ ウス骨芽細胞様細胞 M C 3 T 3 - E l - の IL -1 α
､ T N F -

α ､ F G F -2 などの骨吸収性 サイト
カイン刺激による m P G E S の R N A 発現を調 べ たところ ､ I L - 1 α ､ T N F 一 蛇 より m p G E S
が刺激3 時間後から発現誘導され ､ F G F - 2 により刺激6 時間後から発 現誘導されたo

C O X - 2 に 関 して も 同様な発現 パ タ ー

ン を示 した
o

マ ウス初代骨芽細胞 - の 王L - 1 α ､ T N F -

α ､ F G F - 2 による m p G E S と c p G E S の発 現誘導
を調 べ たところ､ I L 一 枚 T N F - 蛇 よる m p G E S の m R N A 発 現誘導は 卜 2 時間後に見
られ ､ 3 時間後に ピ ー

クに達し､ その後減少 したo F G F -2 による m P G E S の m R 触 発
現誘 郎 3 - 6 時間後に見 られ ､ 4 8 時間まで増加 した. こ の m P G E S の タイ ム
コ ー ス は C O X -2 の 発現誘導と同様で あ っ たo m p G E S の タ ン パ ク は 骨吸収性サイ
トカ イ ン によ り ､ 6

-

1 2 時間後に 発現誘導が見 られ ､ 4 8 時間まで増加 した .

m p G E S とは 対照的に ､ c p G E S の m R N A とタ ン パ ク は これ らの 刺激によ り影響
を受 けず ､ 恒常的に発 現 して い たo

一

方 ､ c o x - 2 の タ ン パ ク レ ベ ル は 3 時間後
に増加 し､ 1 2 時間後か ら減少 した

｡

マ ウス に L P S を腹腔内注射 し ､ 3 時間後と 6 時間後に腰 骨と大腿骨を採取 して
骨髄と残り の 骨に分離 した

o R T - P C R け ザン ブ ロ ッ テ ィ ン グに より観察 を行 っ た
とこ ろ ､ m p G E S の m R N A は用 量依存的に骨髄で も残り の 骨で も発現誘導が見 ら
れた o

- 方 ､ R T I P C R に よる c P G E S の m R N A レ ベ ル は ､ 骨髄で も残り の 骨で も
L P S 腹腔内注射に より影響を受 けな か っ た o

骨吸収 に対 す る m P G E S の 関与 を調 べ るた 捌 こ､ m P G E S に 対するチオジ ン酸化
した ア ン チ セ ン ス オジ ゴヌ ク レ オチ ド (以 下 ア ン チ セ ン ス) を合成 した

｡ こ の
m p G E S ア ン チセ ン ス と コ ン トロ ー ル オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの IL - 1 α刺 激 に よ る
p G E 2 レ ベ ル と R A N K L の m R N A レ ベ ル - の 影響 を調 べ たと こ ろ ､ m p G E S ア ン
チセ ン ス に よ り両者とも抑制され た｡

次に､ 破骨細胞性骨攻収にお けるアン チセ ン ス の 効果を調 べ るために ､ 培養初代骨
芽細胞 に 郎 ゴヌ クレ オチドを加 え ､ そ の 後骨髄細胞との 共 存培養を行い

､ Ⅰし l α ､

p G E 2 で刺激したo アンチ セ ン ス は I L - 1 α による破骨細胞形成と骨吸収窟形成を 獅u L
たが ､

コ ントロ
ー ル 郎 ゴヌクレ オチドは影響を及 ぼさなか っ た. m p G E S ア ンチ セ ン スは

外因性 p G E 2 による破骨細胞形成 ､ 骨吸収寓形成を抑制しなか っ た｡ この ことより､

m p G E S は P G E 2 産生を伴うサイトカインによる骨吸収 の重要なメディ ェ 一 夕 -

であるこ

とが示された ｡

本研 究で得られた知 見から､ m p G E S は骨吸収 性病態にお い て重要な役割を持 っ て
おり､ 現在開発中である m P G E S の抑制剤は骨代謝改善薬として の 可能性 が期待され
る｡
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