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Toxic doses of vitamin D induce bone resorption both in vivo and in vitro,whereas
 

pharmacologic doses have bone-protective effect in vivo.To investigate the dose-dependent
 

differences in the effects of vitamin D on bone resorption,I examined the in vivo effects of 1,
25-dihydroxyvitamin D (1,25(OH)D)on the expression of the receptor activator of nuclear

 
factor-κB ligand(RANKL)and osteoprotegerin(OPG)mRNAs in the bone of rats that had

 
undergone thyroparathyroidectomy(TPTX)and were receiving or not receiving infusions of

 
parathyroid hormone(PTH).Continuous infusion of 50 ng/h of PTH greatly increased

 
expression in bone of RANKL mRNA but not of OPG mRNA.When graded oral doses of

 
1,25(OH)D were administered daily for 14 days to normocalcemic TPTX rats receiving

 
continuous infusions of PTH,PTH-induced RANKL mRNA expression was inhibited by 0.01

 
and 0.1μg/kg of 1,25(OH)D but not by 0.5μg/kg of 1,25(OH)D.Regulator of G protein

 
signaling-2 gene expression was suppressed by 1,25(OH)D dose-dependently,but PTH/
PTH-related protein(PTHrP)receptor mRNA expression was not altered.Morphometric

 
analyses revealed that 1,25(OH)D suppressed PTH-induced osteoclast number in vivo.
These results suggest that toxic doses of 1,25(OH)D stimulate bone resorption by inducing

 
RANKL but pharmacologic doses of 1,25(OH)D within a certain range inhibit PTH-induced

 
bone resorption.This inhibition appears to be mediated by suppression of PTH/PTHrP

 
receptor-mediated signaling.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2004;119:1-12)
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I. 緒 言

骨組織は，生涯を通じて代謝を続ける器官であ

り，骨量の維持は骨形成を担当する骨芽細胞と骨

吸収を担当する破骨細胞の機能のバランスの上に

成りたっている ．すなわち，骨形成に比較して骨

吸収が優位になれば骨量は減少し，逆に骨吸収と

比較して骨形成が優位となれば骨量は増加するた

め，骨形成と骨吸収のアンバランスは様々な骨代

謝疾患を惹起する．したがって，生体における骨

芽細胞と破骨細胞の形成ならびに機能の調節機序

を明らかにすることは極めて重要である．こうし

た骨の代謝は様々なホルモンならびに局所因子に

より調節されているが，その中でも最も重要な因

子はビタミンD，副甲状腺ホルモン（parathyroid
 

hormone:PTH）ならびにカルシトニン(cal-

citonin)と考えられる．とくに，抗くる病因子とし

て発見されたビタミンD の活性型代謝産物であ

る活性型ビタミンD(1,25-dihydroxyvitamin
 

D :1,25(OH)D）は，in vitro において骨吸収
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を司る破骨細胞の形成ならびに活性を促進するこ

とが広く知られている．

骨吸収を司る破骨細胞は多数の核とruffled
 

border membraneと呼ばれる特殊な膜を有する

巨細胞で，単球・マクロファージ系の細胞が骨髄

の環境下において分化・融合することにより形成

される ．近年，破骨細胞の分化を調節する因子

が同定され骨代謝を分子レベルで説明することが

可能となった．単球系細胞から破骨細胞への分化

は，骨芽細胞ならびに骨髄間質細胞の膜状に発現

しているtumor necrosis factor(TNF)ファミ

リーに属する蛋白である破骨細胞分化因子（rece-

ptor activator of nuclear factorκB ligand;

RANKL）によって調節され ，ビタミンD，

PTH，インターロイキン11などの骨吸収因子が

骨芽細胞のRANKL遺伝子の発現を増加させる

ことも報告されている．一方，破骨細胞前駆細胞

にはRANKLの受容体として働く膜蛋白質であ

るreceptor activator of nuclear factorκB

(RANK)が発現しており，RANKLからのシグ

ナルが伝達され破骨細胞へと分化することが明ら

かになっている ．さらに，Kitazawaら は，マ

ウスのRANKL遺伝子の上流に，1,25(OH)D

を結合したビタミンD受容体が結合する配列で

あるビタミンD応答配列が存在することを報告

している．

一方，1,25(OH)D は，骨の器官培養系におい

て骨吸収活性を示すほかに，in vitro の共存培養

系でも破骨細胞形成を促進することから，強力な

骨吸収因子の一つと考えられてきた．しかし，in
 

vivo では，中毒量のビタミンDあるいは過剰量の

1,25(OH)D を投与しない限り骨吸収は促進せ

ず，高カルシウム血症を生じることもない．逆に，

薬理量の1,25(OH)D 誘導体は，その骨量維持・

増加の目的で代謝性骨疾患の治療薬として臨床上

広く用いられている．こうした矛盾，すなわち，投

与量によるビタミンDの骨代謝への作用の違い

が，いかなる機序によるものであるかを明らかに

するためには，1,25(OH)D の in vivo における

骨への直接作用の詳細を解明することが重要と考

える．

そこで著者は，甲状腺・副甲状腺を摘出した

（thyroparathyroidectomy:TPTX）ラットに

1,25(OH)D を投与し，骨組織における骨吸収の

主役を演ずる破骨細胞の分化・活性化に直接関与

するRANKL，破骨細胞形成抑制因子（osteo-

protegerin:OPG）などの発現量の変化について

分子細胞学的に分析した．

II. 対 象 と 方 法

1. 動物

8週間齢の雄性Sprague-Dawleyラットを

1.2%のカルシウムと0.9%のリンを含んだ飼料

で飼育し実験に用いた．エーテル麻酔下にTPTX

を施行し，施行後はL-サイロキシン（Sigma,St.

Louis,MO）4 mgを1日おきに経口投与した．手

術後2日目に血清カルシウムを測定し，低カルシ

ウム血症を呈していることを確認後実験に供し

た．ラットPTH（1-34）（Peninsula Laboratories
 

Inc.,Belmont，CA）は，infusionポンプ（model
 

2002;Alza Corporation,Palo Alto,CA）を皮下

に植え込むことにより，時間当たり50 ngで2週

間持続注入した．1,25(OH)D (和光純薬，大阪）

は，体重1 kgあたり0.01μg,0.1μg,0.5μgを2

週間連日経口投与した．すべての手順は，昭和大

学の動物実験委員会のガイドラインに従って行っ

た．

2. 血中カルシウム，リン，PTH,1,25(OH)D 濃

度と尿中デオキシピリジノリンの測定

血清カルシウムとリン値は，自動分析装置

（model AU-550;オリンパス，東京）を用いて測

定した．PTHの血中濃度は，ラットPTH IRMA

キット（Immutopics,Ins.,San Clemente,CA）を

用いてradioimmuno assay法により測定した．

1,25(OH)Dの血中濃度は，仔牛胸腺ビタミンD

受容体（ヤマサ醤油，千葉）を用いたradiorece-

ptor assay法 により，尿中のクレアチニン

（creatinin（Cr)）は，自動分析装置で測定した．骨

吸収マーカーである尿中のデオキシピリジノリン

（deoxypyridinoline（D-pyr)）は，PYRILINKS-

D分析評価キット（Metra Biosystems,Mountain
 

View,CA）を用いて測定し，尿中Cr値にて補正

した ．

3. Reverse transcription-polymerase chain
 

reactionとsouthern blotting
 

RNAは，繊維組織，骨髄，海綿骨を完全に除去
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したラット大腿骨の皮質部からTRIzol（GIBCO-

BRL,Rockville,MD）を用いたAGPC法によっ

て抽出した．各サンプルから得られた5μgの

total RNAに逆転写酵素（Superscript II RT;

Life Technologies,東京）とrandom hexamerを

加えて逆転写反応を行い，cDNAを作製した．得

られたcDNAを鋳型として，遺伝子特異的な

primerを用い（Table 1)，polymerase chain reac-

tion(PCR)反応を行った．PCR法用のprimerの

配列はGenome Database(http://www.gdb.

org)より入手した．PCRは，サーマルサイクラー

（GeneAmp PCR System 9700;Perkin-Elmer
 

Corp.）を用い行った．各遺伝子のPCR条件は

Table 2に示した．PCR産物は2%のアガロース

ゲルの上で電気泳動によって分離し，アルカリ溶

液で変性後，ナイロンメンブラン (Hybond N

membrane;Amersham International plc,

Bucks,U.K.)へ転写した．southern-hybridiza-

tionは各遺伝子特異的なオリゴヌクレオチド

（Table 3）を［γ-P］-ATP（Du Pont-New-Eng-

land Nuclear，Boston,MA）の存在下にT-

Polynucleotideキナーゼ(Life Technologies，東

京)によりエンドラベリングして，Iidaらの方法

に従って行った ．遺伝子の発現の定量は，Bio-

ImageアナライザーBAS2000（富士フィルム，東

京）を用いて行い，各遺伝子の発現量はβ-actinの

発現量を用いて補正した．

4. 骨形態計測

骨の形態観察のため，屠殺の2,5日前にカルセ

イン(同仁，熊本)（8 mg/kg.bw）を全てのラット

に皮下注射し標識を行った．大腿骨を摘出後，

Villanueva法によって染色し，非脱灰の状態で

methylmethacrylateに包埋した．形態計測は包

埋した標本を20μmで薄切後，イメージ-分析コ

ンピュータ(Osteoplan II,Carl Zeiss,Thorn-

wood,NY)を用い顕微鏡下に行った．形態計測の

各パラメータは，アメリカ骨代謝学会の定義 に

従って，計測した．

5. 統計の分析

各種実験間の有意差検定は，Student’s-t 法を用
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Table 1.Sequence of PCR primers used for mRNA phenotyping analysis
 

Target mRNA  Primer sequences  Nucleotide
 

RANKL  S-cgctctgttcctgtactttcgagcg  195-783
 

A-tcgtgctccctcctttcatcaggtt
 

OPG  S-agtttatttaacagactgccaccag  1955-2220
 

A-gtaataagagggcgcatagtcagta
 

cathepsin-K  S-tgtctgaaaagagcatagacaacag  3-567
 

A-atagttctcagacacacagtccaca
 

PTH/PTHrP receptor  S-gatgtctttaccaaagaggaacaga  133-463
 

A-gattgaagtcataaatgtaatcggg
 

RGS-2  S-aaagcaaggaaaatctataccgact  411-794
 

A-atcaatagttctgagcgatgttttc

β-actin  S-tcctagcaccatgaagatc  2845-3158
 

A-aaacgcagctcagtaacag

 

Table 2.The conditions of PCR for each gene
 

Gene  Denaturation  Annealing  Elongation  Cycles
 

RANKL  94℃ 30 sec  58℃ 45 sec 72℃ 1 min  30
 

OPG  94℃ 30 sec  58℃ 45 sec 72℃ 1 min  24
 

cathepsin-K  94℃ 30 sec  58℃ 45 sec 72℃ 1 min  20
 

PTH/PTHrP receptor  94℃ 30 sec  58℃ 45 sec 72℃ 1 min  24
 

RGS-2  94℃ 30 sec  58℃ 45 sec 72℃ 1 min  24

β-actin  94℃ 30 sec  58℃ 45 sec 72℃ 1 min  20



いて行い，p＜0.01を有意差ありとした．

III. 結 果

1. 血中カルシウム，リン，PTH，1,25(OH)D 濃

度と尿中D-Pyr濃度

PTHならびに1,25(OH)D 投与後の血清カ

ルシウム，リン，PTH，1,25(OH)D 濃度と尿中

D-Pyr濃度は，Table 4に示した．TPTXにより，

血清カルシウムと1,25(OH)D 濃度は減少した

のに対し，リン濃度は上昇した．TPTXラットに

1,25(OH)D を投与すると，血清カルシウム濃度

は濃度依存的に上昇し，0.5μgの1,25(OH)D

の連日投与により正常範囲に回復した．

TPTXラットにPTHを持続投与すると，血清

カルシウム濃度は正常範囲にまで回復した．これ

らのラットに2週間，薬理量の1,25(OH)D

(0.01または0.1μg/kg)を投与したところ，血中

カルシウム濃度には変化が生じなかった．これに

対して，中毒量の1,25(OH)D (0.5μg/kg)を投

与したラットでは，高カルシウム血症が生じ，血

中1,25(OH)D 濃度も高値を呈した．

骨吸収マーカーであるD-Pyrの尿中排泄量に

ついてみると，TPTXラットでは著しく減少した

が，このラットに薬理量の1,25(OH)D(0.01ま

たは0.1μg/kg)を投与してもその値には変化が

みられなかった．しかし，中毒量(0.5μg/kg)の

1,25(OH)D を投与したラットでは，著しくD-

Pyrの排泄が増加した．一方，TPTXラットに

PTHを持続注入することにより，D-Pyrの尿中

排泄は正常ラットのレベルにまで回復したが，さ

らに，薬理量の1,25(OH)D(0.01または0.1μg/

kg)を投与することにより，PTHによるD-Pyr
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Table 4.Serum levels of calcium,phosphorus,and 1,25-(OH)D and urinary deoxypyridinoline
 

excretion in TPTX rats
 

Operation  Treatment  Serum levels  Urinary level
 

PTH
(ng/h)

1,25-(OH)D
(μg/kg bw)

Ca
(mg/dl)

P
(pg/dl)

1,25-(OH)D
(pg/ml)

D-Pyr/Cr
(nM/mM)

Sham  0  0  9.6±0.3 7.5±0.2 67.6±7.9 75.1±2.2
 

0  5.1±0.2 10.5±0.4 29.8±2.3 54.2±3.0

0.01  6.9±0.5 10.0±0.5 42.5±5.7  59.8±2.7

TPTX  0  0.1  7.9±0.8 9.2±0.6  45.1±8.6  59.6±3.3

0.5  10.3±0.7 6.9±0.6 105.9±11.5  91.7±4.9

0  10.4±1.1b  6.8±1.2  79.4±16.5  84.8±2.2

0.01  11.1±0.9b  7.4±1.0  73.4±15.3  71.8±1.2

TPTX  50  0.1  11.2±0.6 6.5±0.8 84.2±9.8  66.5±1.8

0.5  14.6±1.2 3.5±0.4 133.5±21.3  110.2±3.7

Eight-week-old rats were either sham-operated or TPTX under light ether anesthesia.Either PTH
(50 ng/h)or vehicle was infused at a flow rate of 0.5μl/h for 2 weeks.1,25-(OH)D was orally

 
administered for 2 weeks.Rats were killed 12 h after the final administration of 1,25-(OH)D.
Values are expressed as the means±SE of at least 5 rats.a;p＜0.01(significantly different from

 
sham rats),b;p＜0.01(significantly different from TPTX rats administered the vehicle),c;p＜0.01
(significantly different from TPTX rats treated with PTH).

Table 3.Sequence of oligonucleotides used for Southern blot hybridization
 

Gene  Sequences
 

RANKL  5′-gagcctcaggcttgccccgccgggccacatcgagccacgaaccttccatcatagctggaa-3′

OPG  5′-agcccagtgtttcttgttcctctgtagttgtacctaagctgactccaagtacatttagta-3′

cathepsin-K  5′-ttgctgctacccgtggtgagctttgctctatccccggaggaaacgctggacacgcagtgg-3′

PTH/PTHrP receptor  5′-aaagttctaccctgagtctaaagagaacaaggacgcgcccaccggcagcaggcgcagagg-3′

RGS-2  5′-cgaaatctctgattgcccaaaatatccaagaggctacaagtggctgcttcaccacagctc-3′

β-actin  5′-ctcactgtccaccttccagcagatgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggccc-3′



の増加は著しく阻害された．しかし，中毒量の

1,25(OH)D (0.5μg/kg)の投与はD-Pyrの尿

中排出を更に増加させることが確認された．

2. RANKL,OPGならびにカテプシンK mRNA

の発現に対する1,25(OH)Dの作用

TPTXラットでは，皮質骨のRANKLならび

にカテプシンK mRNAの発現は著しく低下した

が，OPG mRNAの発現には変化が認められな

かった（Fig.1A,B)．また，2週間連日薬理量の

1,25(OH)D を投与したTPTXラットの皮質

骨では，測定したすべての遺伝子の発現量に変化

はなかった．しかし，中毒量である0.5μgの1,25

(OH)D を 投 与 し た TPTXラット で は，

RANKLならびにカテプシンK mRNAの発現

は著しく増加し，shamラットと同等の発現に回

復した(Fig.1A,B)．

3. RANKL，OPGならびにカテプシンK mRNA

の発現に対するPTHと1,25(OH)D の相互

作用

1,25(OH)D の骨作用には，直接作用とPTH

の産生抑制を介した間接作用の存在が報告されて

いる．そこで，TPTXラットにPTHを持続注入

しPTHの分泌抑制による間接作用を排除できる

実験系を用いることにより，1,25(OH)D の骨へ

の直接作用を分子レベルで検討した．すなわち，

TPTXラットにPTHを持続注入することによ

り，PTH濃度を正常範囲(20.1±2.3 pg/ml)に維

持し，血清カルシウム値を正常化させた．こうし

たラットに1,25(OH)D を投与し，PTHにより

亢進したRANKLならびにカテプ シ ン K
 

mRNAの発現に対する1,25(OH)D の効果を検

討したところ，薬理量の1,25(OH)D(0.01,0.1

μg/kg)はPTHにより亢進したRANKLならび

にカテプシンK mRNAの発現を著しく抑制し

た．一方，中毒量の1,25(OH)D はこれらの遺伝

5ビタミンDの骨への直接作用

Fig.1.Effect of 1,25-(OH)D on the expression of RANKL,cathepsin K and OPG mRNAs in the
 

cortical bone of TPTX rats.Eight-week-old rats were either sham operated or TPTX under light
 

ether anesthesia.Two days after the operation,either 1,25-(OH)D or vehicle was daily ad-
ministered orally for 2 weeks at a dose of 0.01,0.1,or 0.5μg/kg bw.Twelve hours after the final

 
administration of 1,25-(OH)D,total RNA was prepared from the cortical bone of each rat.A:
Southern blots of RANKL,cathepsin K and OPG mRNAs in the cortical bone of TPTX rats.B:
Relative expression of RANKL,cathepsin K,and OPG.For relative quantification,the value

 
from the cortical bone of sham rats administered the vehicle was used as the standard(ratio 1).
Values are expressed as the means±SE of 4 rats.a;p＜0.01(significantly different from sham

 
rats).b;p＜0.01(significantly different from TPTX rats given vehicle).



子発現を抑制せず，さらに増強させることがわ

かった（Fig.2A,B)．

4. 1,25(OH)D による骨吸収関連遺伝子の発現

抑制メカニズム

次に，1,25(OH)D によるRANKLおよびカテ

プシンK mRNAの発現抑制が，PTHのシグナ

ル伝達系の阻害によるか否かを明らかにする目的

で，骨組織のPTH/PTH related protein受容体

(PTH/PTHrP-R)ならびにPTHによりその発

現が制御されている初期応答遺伝子であるregu-

lators G-protein signaling-2(RGS-2) の

mRNA発現の変化について検討した．TPTXに

より，PTH/PTHrP-R mRNAの発現は影響を受

けなかったが，RGS-2 mRNAの発現量は減少し

た．また，TPTXラットにPTHを持続注入した

場合にも，骨組織のPTH/PTHrP-R mRNAの

発現に変化は認めないもののRGS-2 mRNAの

発現は増加した．一方，1,25(OH)D を連日投与

した場合にも，PTH/PTHrP-R mRNAの発現に

は変化が認められなかったが，PTHによって増

加したRGS-2 mRNAの発現が濃度依存的に減

少することが観察された（Fig.3A,B)．

5. 骨形態計測

カルセインでラベルした大腿骨を用いて，石灰

化速度（mineral apposition rate:MAR)，石灰

化面積（mineralizing surface/bone surface:

MS/BS)，骨形成率（bone formation rate/BS:

BFR/BS)，破骨細胞数（Osteoclast number/bone
 

perimeter:N.Oc/B.Pm）の測定を行った．こ

れらすべてのパラメータはTPTXにより減少し
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Fig.2. In vivo effects of PTH and 1,25-(OH)D on the expression of RANKL,cathepsin K and OPG
 

mRNAs in the cortical bone of TPTX rats.Eight-week-old rats were either sham operated or
 

TPTX under light ether anesthesia.Two days after the operation,either vehicle(2% cysteine-
HCl in 0.9% saline)or rat PTH (1-34)at 50 ng/h(flow rate,0.5μl/h)was infused for 2 weeks

 
using an osmotic mini-pump.1,25-(OH)D was daily administered orally for 2 weeks at a dose

 
of 0.01,0.1 or 0.5μg/kg bw.Twelve hours after the final administration of 1,25-(OH)D,total

 
RNA was prepared from cortical bone of each rat.A:Southern blots of RANKL,cathepsin K

 
and OPG mRNAs in the cortical bone of TPTX rats.B:Relative expression of RANKL,
cathepsin K,and OPG.For relative quantification,the value from the cortical bone of sham rats

 
administered the vehicle was used as the standard(ratio 1).Values are expressed as the means±
SE of 4 rats.a;p＜0.01(significantly different from sham rats).b;p＜0.01(significantly

 
different from TPTX rats given vehicle).c;p＜0.01(significantly different from TPTX rats

 
treated with PTH).
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Table 5.Morphometric parameters of cortical bone of the femur
 

MAR
(μm/day)

MS/BS
(%)

BFR
(μm/cm.y)

N.Oc/B.Pm
(Number/10 mm)

Sham  4.70±0.49 25.53±2.50 40.55±6.61 196.0±10.5

TPTX  1.84±0.31  5.88±2.49  5.51±1.03  79.7±13.8
 

TPTX＋PTH  4.73±0.74 25.53±2.53 26.20±4.43 233.0±22.6

TPTX＋PTH＋
1,25-(OH)D

2.09±0.28 18.21±4.05 14.71±1.86 138.5±16.7

Rats were constantly infused for 2 weeks with either vehicle(2%cysteine-HCl in
 

0.9% saline)or rat PTH (1-34)at 50 ng/h(flow rate;0.5μl/h)using an os-
motic mini-pump.1,25-(OH)D,(0.1μg/kg bw)dissolved in PBS containing

 
0.2% ethanol and 0.01% Tween 20,was daily administered orally for 2 weeks.
Mineral apposition rate(MAR),mineralizing surface(MS/BS),bone formation

 
rate(BFR/BS),and number of osteoclasts(N.Oc/B.Pm)were measured by the

 
methods of Parfitt et al..Values are expressed as the means±SE of 4 rats.
Significantly different from TPTX rats administered the vehicle,p＜0.001;
Significantly different from TPTX rats treated with PTH, p＜0.001;
Significantly different from TPTX rats treated with PTH, p＜0.01;
Significantly different from TPTX rats administered the vehicle,p＜0.01.

Fig.3. In vivo effects of PTH and 1,25-(OH)D on the expression of PTH/PTHrP-receptors
(PTH/PTHrP-R)and regulators of G protein signaling(RGS-2)mRNAs in the cortical bone of

 
TPTX rats.Eight-week-old rats were either sham operated or TPTX under light ether anesthe-
sia.Two days after the operation,either vehicle or PTH (50 ng/h)was infused at a flow rate of

 
0.5μl/h for 2 weeks.1,25-(OH)D was daily administered orally for 2 weeks at a dose of 0.01,
0.1,or 0.5μg/kg.A:Southern blots of PTH/PTHrP-R and RGS-2 mRNAs in the cortical bone

 
of TPTX rats.B:Relative expression of PTH/PTHrP-R,and RGS-2.For relative quantifica-
tion,the value from the cortical bone of sham rats administered the vehicle was used as the

 
standard(ratio 1).Values are expressed as the means±SE of 4 rats.a;p＜0.01(significantly

 
different from sham rats).b;p＜0.01(significantly different from TPTX rats given vehicle).c;
p＜0.01(significantly different from TPTX rats treated with PTH).



たが，PTHを持続注入することによりいずれの

パラメータも著しく増加した．一方，さらに，薬

理量の1,25(OH)D (0.1μg/kg)を投与した

ラットでは，PTHにより亢進したMAR，BFR/

BSならびにN.Oc/B.Pmのパラメータは，いず

れも著しく抑制された（Table 5,Fig.4)．

IV. 考 察

ビタミンDは，小腸，骨，腎臓，副甲状腺 な

どの標的器官の核内に存在するビタミンD受容

体（VDR）との結合を介し，生体のカルシウムと

骨代謝を調節する遺伝子の発現を制御してするこ

とが明らかにされている．ビタミンDが欠乏した

場合，クル病あるいは骨軟化症が発症することか

らも，1,25(OH)D が骨同化作用を有することに

は異論がないところである ．こうしたビタミ

ンDの骨代謝の作用は，1,25(OH)D が腸管に

作用してカルシウムとリンの吸収を促進すること

により，血清カルシウムとリンのレベルが上昇し，

骨形成が促進されるといった間接作用と考えられ

る ．また，血清カルシウムの上昇はcalcium-

sensing受容体を介して PTH合成を抑制する

とともに，1,25(OH)D は，直接副甲状腺のVDR

にも結合し，PTH合成を抑制する．このような作

用を有することから，1,25(OH)D とその合成の

アナログであるアルファカルシドール［1α-

(OH)D］は，くる病/osteomalasia，腎骨異栄養

症，骨粗鬆症などの多くの代謝性骨疾患の治療薬

として用いられている ．しかし，骨粗鬆症患者

のように，ビタミンDが充足された状態において

1,25(OH)Dを投与した場合，骨にどのような効

果を示すかについては，これまでに明確にされて

いない．

Endoら は，副甲状腺を摘出したラットに副

甲状腺関連ペプチドを持続投与することにより，

骨吸収亢進のモデルラットを作製し，薬理量の

1,25(OH)D (0.01μgまたは0.1μg/kg)を投与

したところ，これが骨吸収の抑制を介して高カル

シウム血症を是正したと報告している．また，

Shiraishiら は，副甲状腺を摘出したラットに

PTHを持続投与し，血中カルシウム濃度を正常

範囲に維持したモデル動物を使用した実験におい

て，1α-(OH)D 投与が骨吸収のマーカーである

尿中D-Pyrの排泄を減少させたと報告している．

これらの結果は，ビタミンDの充足状態での

1,25(OH)D の投与は，PTH合成の抑制を介す

ることなく，別の機序により骨吸収を抑制する可

能性を示唆するものである．そこで，著者は，こ

うした1,25(OH)D の骨への直接作用について

より詳細な分子レベルで検討を行った．その結果，
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A  B  C  D

 

Fig.4.Photomicrographs of bone sections from rats treated with the vehicle alone(A),and from
 

TPTX rats treated with the vehicle(B),PTH (C),and PTH plus 1,25(OH)D (D).Eight-
week-old rats were either sham operated or TPTX under light ether anesthesia.Two days after

 
the operation,either PTH (50 ng/h)or vehicle was infused at a flow rate of 0.5μl/h for 2 weeks.
1,25(OH)D was daily administered orally for 2 weeks at a dose of 0.1μg/kg bw.All rats were

 
subcutaneously injected with calcein(8μg/kg bw)on the fifth and second days before sacrifice.
Scale bar,20μm.



TPTXラットにおいて薬理量の1,25(OH)D

はPTHによって骨組織に誘発されたRANKL
 

mRNAの発現の抑制を介して骨吸収を抑制する

ことが明らかになった．これらの事実から，ビタ

ミンD誘導体の種々の骨代謝疾患への有用性は，

従来考えられてきた腸管や副甲状腺などの他臓器

を介した骨組織への間接的な作用のみならず，他

臓器を介さない骨組織への直接作用にも起因する

と考えられる．しかしながら，これらの in vivo で

の知見は，1,25(OH)D が破骨細胞の形成と活性

を促進することや，器官培養の実験で骨吸収を促

進するという in vitro での報告 と矛盾してい

る．こうした矛盾，すなわち，1,25(OH)D の in
 

vitro と in vivo での骨吸収への作用の違いはい

かなる機序によるものであろうか．in vitro にお

いて破骨細胞形成を促進するのに必要な

1,25(OH)D の濃度は10 Mであり，これは健

常人の血清1,25(OH)D 濃度の100～1,000倍の

高濃度である．こうした事実は，in vitro と in
 

vivo での1,25(OH)D の作用の違いが，投与量

または血中濃度に起因する可能性を示唆するもの

である．そこで，著者は，1,25(OH)D の濃度に

よる骨への直接作用についての検討を行った．そ

の結果，中毒量(0.5μg/kg)の1,25(OH)D を連

日 投 与 し た TPTXラット の 骨 組 織 で は，

RANKLとカテプシンK mRNAの発現の増加

が生じるのに対し，薬理量の1,25(OH)D (0.1

または0.01μg/kg)の投与を行ったラットでは，

これらの遺伝子の発現に変化は認められなかっ

た．すなわち，中毒量の1,25(OH)D は，骨組織

に対してRANKLの発現を介して骨吸収を促進

するが，薬理量の投与では骨吸収を抑制する作用

を発揮すると考えられる．

PTHは，1,25(OH)D と同様に，osteoblasts/

stromal細胞に作用し，RANKLの発現を介して

破骨細胞の分化ならびに活性を促進することが明

らかになっている ．また，Maら は，副甲状腺

を摘出したラットにPTHを持続注入するか，ま

たは，腹腔内に1回投与（1μg/kg）すると，骨組

織におけるRANKL mRNA発現の増加と，OPG
 

mRNA発現減少が生じることを報告している．

本研究においても，TPTXラットに2週間50
 

ng/hの流速でPTHを持続注入したところ，皮質

骨のRANKLとカテプシンK mRNAの発現は

増加した．こうした事実は，PTHによるこれらの

遺伝子の発現促進が，in vivo においても破骨細胞

の形成と活性制御の本体となっていることを示唆

するものと考える．PTHは，2つの主要な標的器

官である腎臓と骨において，PTH/PTHrP-Rに

結合することで，細胞の分化と機能を調節してい

る ．PTHが細胞膜のPTH/PTHrP-Rに結

合すると，アデニレートシクラーゼとホスホリ

パーゼC経路の活性化が生じ，cAMP，イノシ

トール三リン酸，細胞内のカルシウムなどの蓄積

が生じ，プロテインキナーゼA（PKA）とC（PKC）

が活性される ．一方，RGSタンパク質は，

GTPaseを活性化するタンパク質で，Gαによる

GTPの加水分解を促進することによりGタンパ

ク質のシグナリングを制限している．最近，RGS

遺伝子ファミリーのRGS-2の発現が，PTHに反

応して早期にそして選択的に骨において増加する

ことが明らかとなり，RGS-2発現の増加がPTH

のシグナルに対して最も早期に生じる細胞内変化

の一つであることが報告された ．RGS-2の発現

は，細胞内のcAMPにより制御されていると考え

られている．Pepperlら は，phenochromo-

cytoma細胞において，RGS-2のmRNA発現が

cAMPによって強く上昇したことを報告してい

る．また，Tsengら は，細胞内のcAMPレベル

を上昇させるinsulinotropicペプチド（GIP）で

PTC3細胞を処理すると，RGS-2 mRNAの増加

が生じることを報告している．これらの結果から，

RGS-2遺伝子の発現は，細胞内のcAMPレベル

の変化によって制御されていることが示唆され

る．そこで著者は，これまでに明らかとなった

1,25(OH)D の骨への作用がPTHシグナル伝

達系を介するものであるかを明らかにするため

に，RGS-2ならびにPTH/PTHrP-Rの発現量

についての検討を行った．その結果，TPTXラッ

トへのPTHの持続注入により骨組織における

RGS-2の発現は上昇したが，その発現は1,25

(OH)D の投与によってdose-dependentlyに抑

制されることが明らかになった．一方，1,25

(OH)D の投与によって，PTH/PTHrP-R
 

mRNAの発現に変化が見られなかったことか

ら，1,25(OH)D は骨組織においてPTHによっ
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て媒介されるG-タンパク質シグナリングを抑制

する作用を有すると考えられた．

Kondoら は，PTHは，PTH/PTHrP-Rを通

してcAMP/PKAを活性化することにより

RANKL遺伝子の発現を増加させ破骨細胞形成

を促進していることを報告している．PTHに対

するcAMPの反応性は，グルココルチコイドや

1,25(OH)D などによって修飾されることが明

らかにされている．Wongら は，骨芽細胞にお

いて，細胞内のcAMPはPTHに反応し上昇する

が，1,25(OH)D で処理するとこの上昇が抑制さ

れることを報告している．また，Catherwood

は，ROS 17/2.8細胞を用いて，1,25(OH)D が

PTHレセプターとGタンパク質の間のシグナル

伝達を抑制することを明らかにしている．さらに，

Kubotaら は，UMR106-06細 胞 を 1,25

(OH)D で処理すると，PTHに反応して上昇す

る細胞内cAMPの生産が抑制されることを報告

している．これらの事実は，骨芽細胞においても，

そのPTHに対する反応性がビタミンDの代謝

産物によって抑制的に制御される可能性を示唆す

るものである．こうした知見は，本研究での1,25

(OH)D の骨への直接作用の分子レベルでの分

析結果と一致するものであり，1,25(OH)D の投

与は，PTHによって誘発されるGタンパク質を

介したシグナリングを抑制し，その結果として骨

吸収を抑制する可能性を支持するものと考える．

以上，in vivo におけるビタミンDの骨への直

接作用について述べたが，このような作用が，近

年，骨代謝疾患に汎用されつつあるビスホスフォ

ネート製剤などによってどのように修飾され得る

ものであるかについて，さらなる検討を行う必要

がある．

V. 結 語

TPTXラットを用いて，PTHならびに1,25

(OH)Dの骨作用を in vivo で解析し以下の結果

を得た．

1.薬理量の1,25(OH)D 投与は，PTHによ

る骨吸収を阻害し，中毒量ではRANKLの発現上

昇を介して骨吸収を促進した．

2.1,25(OH)D の骨吸収抑制作用は，G-タン

パク質シグナリングの抑制を介して発現されると

考えられた．

稿を終えるに臨み，終始懇切なるご指導とご校閲を
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