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はし が き

平成16年8月ギリシヤで行われた第64回アテネオリンピックにおいて金メダル16個、

銀メダル9個、銅メダル12個で合計37個のメダル獲得をした日本人選手の大活躍の感動と

ともに、ハンマー投げの室伏選手が銀から金にメダル変更になったドーピング事件も記憶に

生々しい。正々堂々と戦うことを旨とするスポーツで、なぜドーピング問題が発生するの

か？それは常に「成功」の光と影の部分として話題になる。治療目的の薬物が、いつのまに

か競技選手の記録向上を目的に闇に流れる。また、ドーピング目的に開発されたデザイナー

ドラッグの普及。更に、食肉改善用の薬物の人への利用と国による規制の違いによる輸入肉

に混在する薬物の影響。高齢者用の薬物を子供が摂取することの影響。ドーピング問題がか

かえる課題は多い。しかし、これらの薬物の作用が提供する身体トレーニングの効果のメカ

ニズムに関する情報は適正なスポーツ科学の発展にとって貴重なものが多い。従って、本研

究ではアテネオリンピックでもその使用によって2名の選手が失格となったドーピング規

制指定薬のアドレナリン受容体作動薬等を用いてトレーニングにおいて生じる様々な現象

を解析した。特にこの薬物を利用してトレーニングによる骨格筋における解糖系代謝の充進

と筋肥大にアドレナリンを介したcAMPのメカニズムがどのように関わっているのかを遺伝

子とタンパク質レベルで明らかにする目的で研究を実施し､脂質代謝を冗進するUCP3のInRNA

や核内調節因子であるMyoDのInRNAの顕著な増加を遅筋（ヒラメ筋）で認めた。これはこの

薬物の筋の分化におけるマスター遺伝子のMyoDの形成促進作用が特に大きく関与している

ことを示す重要な知見をもたらした。さらにすでに我々が明らかにしたこの薬物による骨の

長軸方向への成長抑制の発生の分子メカニズムを明らかにすることを目的に研究を実施し

た結果、この薬物は破骨細胞のみならず骨芽細胞にも作用し、骨形成促進作用もあることを

認め、この薬物の成長抑制作用が骨芽細胞と破骨細胞間の相互作用を強めながらも、破骨細

胞の分化を強力に誘導する一方、骨芽細胞の分化への影響は比較的小さいことが原因である

ことが示唆され、本研究で得られた成果は薬物作用の複雑さから、安易な薬物使用に警告を

発する重要な知見をもたらすものである。以上の結果から、さらなる詳細なメカニズムの探

求を必要とする新しい課題の発生は有るものの、当初の目的は十分に達成され、スポーツ界

における適切な薬物使用の普及の参考になることが期待される。
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第1章はじめに

オリンピックではいつもドーピング問題が話題となり、国際オリンピック委員会(IOc)

はドーピング禁止薬物として、興奮薬、麻薬性鎮痛剤、蛋白同化剤などを指定している。近

年、ドーピングの世界にも変化が表れている。2000年に行われたシドニーオリンピックなど

で見られたように以前は患者の治療用に供されている薬が使用され、それらは骨格筋の肥大

を誘発させ、運動のパフォーマンスを増強させることを目的に使用されてきた。しかし、最

近話題になっているものはこれまで以上に運動能力を高め、筋肉を急速に増加させる目的で

使用されるアナボリックステロイドである。特に米国、カリフォルニア州にあるサプリメン

ト製造会社バルコ社(BALCO)が開発したTHG(テトラヒドロゲストリノン）のようなデザイ

ナードラッグ（ステロイド）が出現してきたことである。デザイナードラッグとは、元々持

っている筋肥大作用などのドーピング作用を増強させるために薬の構造を変化させて作ら

れたピッグピジネス社会といわれるスポーツ界におけるF－ピングのための薬物であり、検

査方法の改善と深く関わっている。

さて近年、喘息患者が増加傾向にあるが、ひとえに喘息といっても一般的な喘息の他に、

一流運動選手にも見られる運動誘発性喘息もある4')。β2アゴニストであるクレンブテロー

ルは平滑筋弛緩作用を有していることから気管支喘息治療薬として使用されているが、また

朕一ピング禁止薬物にも指定されている。β2アゴニストは骨格筋の肥大以外にマイナスの

作用として心筋の肥大や骨の成長抑制への影響も懸念されている。また、スポーツ界だけで

なく、より肉付きの良い家畜を得ようとする食肉改善の目的のために使用されたり、ラット

においてこれら薬物投与により脂肪の減少が起きるということで64）ヒトでダイエットを目

的として使用される可能性があり48)、医薬品の適正使用ならびに薬物に関する作用や副作

用に関する正しい情報が求められている。従って、本研究では対象臓器を二つに分け、前半

は横紋筋である心筋と骨格筋、後半は骨組織に区分して詳細な検討を行った。
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第2章心筋と骨格筋組 織での検討

I序論

β2アゴニストはβ2レセプターを介し細胞内cAMP濃度を上昇し、Aキナーゼ(PKA)を活性

化させ、その結果、解糖系の冗進、FFA(遊離脂肪酸）やエピネフリンの動員、核内の転写調

節因子であるmyogeninやMyoDなどに影響するなどさまざまな体内動態に関与している’6，

43)。またこの類の薬物により骨格筋において筋線維タイプ移行が起きるとも示唆されてい

る’9)。常川らはβ2アゴニストのクレンブテロールについて筋肥大や筋の解糖系代謝の冗進

や筋線維タイプの速筋化や骨組織への成長抑制の影響などについて報告した58,60)◎

骨格筋は収縮運動を担うために特殊に分化した器官であり、多数の筋芽細胞が集合した多

核細胞であるが、それらは分化する能力を持たない。筋肉の発生は、多能性中胚葉細胞が筋

形成体へと決定づけられ筋芽細胞になり、一定の細胞数に達すると互いに融合して多核の筋

管細胞になり、成熟後筋線維になる。これらの過程を制御する因子としてMyoDファミリー

がある。MyoDファミリーには、筋肉内で特異的に発現するMyoD、myogenin、Myf-5、MRF4

があり、MyoDは速筋に、myogeninは遅筋に多く発現している事が知られている43)。また、

MyoDは筋発達過程に関与しているだけではなく、線維芽細胞や脂肪細胞などで発現すると、

それらの細胞を筋肉細胞へと分化させる機能を持っていると言われている16,43)。さらに骨

格筋は、多種類の機能的に様々な線維タイプから構成されており様々な条件下で筋線維タイ

プを変化させる。常川は筋線維の収縮特性の決定因子としてミオシン重鎖(Myosinheavy

chain;MHC)を用いて、蛋白レベルでクレンブテロールによる速筋化を報告した58)。その

過程における遺伝子レベルでのMyoDの関与は否めないが、詳細は不明であり早急に解析が

求められている。

代謝特性に関しては何年もの間乳酸の動態は拡散によって細胞膜を通過していると考え

られてきた。この仮説では、乳酸の低い肋値から考えると乳酸は生理的条件下では乳酸イ

オンに解離して存在しゆっくりと細胞膜を通過することになり、細胞外からの拡散による乳

酸の動態では多量な乳酸をエネルギー源とする場合の骨格筋においてはエネルギー不足状

3



態になってしまい筋は正常に機能できないことになる。一般に乳酸の代謝にはLDH(乳酸脱

水素酵素）とMCTs(monocarboxylatetransporter;モノカルボン酸輸送体)が関与してい

る。LDHには心筋と骨格筋において5つのアイソザイムがあり、遅筋にはLDH-H(心臓型）

が多く、速筋にはLDH-M(筋肉型）が多く発現していて、主としてLDH-Hは乳酸の酸化に、

LDH一Mは細胞内のプロトンを減少させ乳酸への還元に関与している。また、乳酸はpHに依

存したモノカルボン酸輸送体(MCTs)経由で、プロトンと共に心筋や骨格筋を含めた多くの

組織の細胞膜を通過することが知られている8，38，39)｡MCTsは今までにMCT1～8までのア

イソフオームの存在が明らかにされている24，49，66)が、そのうちのMCT1は速筋に比べて

酸化系代謝の発達した遅筋などに豊富で、特に心臓において多く発現し、乳酸の細胞内への

取り込みに関与していると言われている。またMCT4は速筋に多く発現しており細胞内から

の乳酸の排泄に関与していると言われている63)｡MCTlは494個のアミノ酸によって構成さ

れており細胞膜を12回貫通しN末端、C末端部分ともに膜の内側にある。このような特徴

はグルコース輸送担体(GLUT)をはじめ多くの輸送担体に見られる特徴であるがMCT1では

特にc末端部分のアミノ酸配列に特異性が高い。北浦らは雄ラットにおいてドーピング禁止

薬物に指定されているβ2アゴニストのクレンブテロールの4週間投与によりヒラメ筋

(SOL)と長指伸筋(EDL)ともにMCT1蛋白発現が有意に減少すること59)や、雌ラットではSOL

においては減少傾向を、EDLにおいては有意に減少することを報告した60)。また近年、MCT1

は細胞膜に存在しているが、その膜移行に関与していると示唆されているCD147(別称

EMMPRIN)と呼ばれる膜蛋白質が発見されている32)｡CD147はMCT1と組織局在性が類似する

ことが示唆され､ラットの心臓においてMCT1と同じ局在を示していると報告されており32)、

MCT1の動態と同じ挙動を示す可能性がある｡小林らはクレンブテロール投与で､MCT1とCD147

が共に減少することを報告した34)がそれらの発現制御機構は不明である。

クレンブテロールのようなβアゴニストは脂質代謝冗進作用があり、脂質代謝冗進時に熱

産生を伴うことが知られている。体内の熱産生に関与する脱共役蛋白質(Uncoupling
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protein:UCP)はミトコンFリア内膜に存在する蛋白質である33)｡UCPにはいくつかのアイ

ソフオームがありUCP1は褐色脂肪細胞に特異的に発現10)し、UCP2は幅広くさまざまな組

織で発現していて糖尿病や肥満に関与し22)、UCP3は骨格筋特異的9)にUCP4は脳特異的36)

に発現し、熱調整に関わっている。UCPsは呼吸によって生じた内膜のプロトン濃度勾配を

ATPを合成することなく解消し、熱を発生させる。人においては新生児期に多く発現し、成

長するに従い減少していくが、水泳選手などは一般的に多く発現していると言われている3

3)｡UCP3は絶食や長期間における後肢の無負荷によりSOLにおいて有意に上昇するという報

告もある17，52)。また、β2アゴニストによるUCP3への変化は報告されていないが、β3ア

ゴニストによって、ラットの腓腹筋においてUCP3の有意な上昇が起こるという報告44)もあ

り、β2アゴニストであるクレンブテロールの影響も否めない。さらに、クレンブテロール

投与によって引き起こされたMCT1の減少により細胞内に蓄積したプロトンの処理にUCP3が

関与することも考えられるが詳細は不明である。

Ⅱ方法

投与条件

実験動物として7週齢のSpragueDawley系雌ラット（日本SLC,Hamamatsu)を用いた。

入手後、約1週間は予備飼育を行い、その後無作為に対照群(CONT:n=8)、クレンブテロ

ール投与群(CLEB:n=8)の2群にグループ化し、二匹ごとに金属ゲージ(25×40×2

0cm)にて飼育した（室温26±1℃)｡CLEBにはクレンブテロール(SigmaChemicalCo.St.

Louis,MO)を皮下注射により連続4週間投与(2mg/kg/day)し、CONTには同量の生理食塩

水を同等量皮下注射した｡投与量は通常喘息治療に用いる濃度の1500倍であるが､LD50の1/150

であり、他の先行研究34,59）を元に設定した。また飼料(CRF-1,CharlesRiverJapan,

Ybkohama)と飲水は、自由摂取とした。体重は毎日12時から13時に計測した。なお本実験

は金沢大学宝町地区動物実検指針に従って行った。
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臓器摘出及び重量測定

4週間投与後､ペントバルビタールナトリウム麻酔薬(ネンブタール、ダイナボット株式会社）

の腹腔内注射(50mg/kg)により麻酔し､頚椎脱臼により安楽死させた後､即座に筋肉を摘出し、

湿重量を測定した。

使用した筋肉は、心臓と遅筋タイプのヒラメ筋(SOL)と速筋タイプの長指伸筋(EDL)で

ある。SOLとEDLは両肢それぞれを天秤(HansenCoLtd.,GebruderBosch)で測定した後そ

の平均値を採用した。

LDH活性値測定及びアイソザイム分析

湿重量測定後、右肢の筋と5～6分割した心室筋は液体窒素で冷却したイソペンタン中で凍結

し、使用時まで-80℃で保存した。左肢と心筋の一部は50倍量の試料処理液(0.3MSucrose,

0.1MKCl,1mMEDTA,5mMMgCl2,0．5mMPMSF,50mMnis-HCl,pH7.4)中、ポ

リトロンホモジナイザー(UIﾉrRA-TURRAX,JANK&Kunkel)で均質化し、オートバランス

遠心機(KA-1000,KUBOTA)で遠心分離(600×g,10分)を行った。上清の一部は、Wrobleski

-LaDueの方法65)に基づいてLDH活性値の測定に使用し、またその一部はアイソザイム分析

のためDietzの方法19)に従いLDHの電気泳動(T=6.5%,C=2.6%)を行い、泳動終了後乳酸を

基質としてPMSを用いる活性染色を行った。

ウェスタンブロッテイング法

膜画分の調整

先に凍結しておいた心臓､SOL及びEDLにおいてウェスタンブロッティング解析用のサンプ

ル調整をMcCunaghらの方法38)に従っておこなった。各組織を膜画分抽出用処理液(210mM

Sucrose,2mMEGTA,40mMNaCl,30mMHEPES,5mMEDTA,1mMPMSF,pH7.4)

中、ホモジナイザー(UIJIRA-TURRAX，JANK&Kunkel)で均質化した。その後高イオン強
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度溶液(1.17MKCl,58.3mMtetrasodmmpyrophosphate)を加え、再びホモジナイザー

(UIﾉIRA-TURRAX,JANK&Kunkel)で均質化した。この試料を遠心分離(230,000×g,

75mm,4℃)を行った後、沈殿に洗浄溶液(10mMnis-HCl,1mMEDTA,pH7.4)を加え超

音波で洗浄した。その後、16%SDSを加えて可溶化し、オートバランス遠心機(KA-1000,

KUBOTA)で遠心分離(1,100×g,10min)を行い、その上清をウェスタンブロッテイングによる

解析に用いた。

ウエスタンブロッテイング法によるMCT1,CD147蛋白質量の測定

ウェスタンブロッティングは'Ihmaiらの方法57)に従って行った。蛋白質試料を電気泳動用

バッファー(25mMnis(hydoroxymethyDaminomethane,192mMGlycme,0.1%SDS)を用

いSDS-PAGE(T=12%,C=2.6%)で泳動分画した後、60mA(定電流)1時間で、PVDF膜

(Immobilon･P,Millepore,Bed允rd,MA)に転写した。転写した膜はブロッキング溶液(20mM

'Iris-HCI,137mMNaCl,0.1%TWeen20,10%skimmillK,pH7.5)に浸し、一次抗体をブ

ロッキング溶液で希釈し,37℃で1時間反応させた。その後､膜を洗浄用バッファー(20mMTris

-HCl,137mMNaCl,0.1%TWeen20,pH7.5)で3～4回洗浄した後､希釈した二次抗体で、

室温で1時間反応させた。再び、洗浄用バッファーで、3～4回洗浄した後、検出をECLPlus

Westernblottingdetectionsystem(AmershamPharmaciaBiotechUKⅢmited,

Buckinghamshire)を用いて行った。

MCT1に用いたポリクロナール抗体はhamusterMCT1の478-494番目のアミノ酸配列に対

応する合成ペプチIぐ(CPQQNSSGDPAEESPV)をニュージーランF白色種ウサギに免疫して作

成したもの56）を精製して用いた。抗体の生成は、合成ペプチドを用いたアフイニテイーカラム

で行った。二次抗体にはHRP標識ロバ抗ウサギIgG抗体(AmershamPharmaciaBiotechUK

Limited,Buckinghamshire)を洗浄用バッファーで5,000倍希釈して使用した。また、CD147

の検出には､一次抗体に抗EMMPRINヤギポリクロナール抗体(SantaCruzBiotechnology,Inc､,
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DelawareAve,CA)をブロッキング溶液で100倍希釈して用い、二次抗体にHRP標識ロバ抗ヤ

ギIgG抗体(SantaCruzBiotechnology,Inc.,DelawareAve,CA)をブロッキング溶液で3,000

倍希釈して使用した。

MHCの解析

MHC解析用に、MCT1と同様に凍結した右肢の一部を矼迩lmadge&Royの方法55)に従い試

料調整液(2%SDS,5%2-ME,10%Glycerol,0.001%BPB,62.5mMTris-HCl,pH6.8)

で処理を行った後、100℃の湯浴中で3分間の加熱処理をし、SDS電気泳動分析(T=8.0%,

C=2.0%)にかけた。泳動終了後、銀染色法により可視化した。

RT-PCR法

各組織からのtotalRNAの抽出

ラットから採取した心臓、SOLとEDLのtotalRNA抽出にはISOGEN(ニッポンジーン社）

を用いた。それぞれの組織片約30mgにISOGEN1mLを加えホモジナイズ用ペッスルを用いて

ホモジナイズし、室温で5分間放置した。その後、0.2mLのクロロホルムを加え、15秒間ボル

テックスし、さらに室温で3分間放置後、15分間遠心(4℃，12,000×g)した。水相を採取し、

0.5mLのイソプロパノールを加え､転倒混和後､室温で7分間放置した｡その後､5分間遠心(4℃，

12,000×g)し、上清を取り除いた。RNAのペレットを70%エタノール1mLで洗浄した後、5

分間遠心(4℃，7500×g)し、上清は捨てた。

ComplementaryaeoXyribonucleicacidtDNA)の作製

RNAのペレットを室温にて風乾し、0.1%DEPC水処理水に溶解した。逆転写反応は抽出した

RNAに逆転写反応液(75mMKCl,50mMnis-HCl"H8.3),6mMMgC12,10mM

dithiothreitol,1．OmMdATP,dTTP,&GTP,dCTP,20umtRnaseinhibitor,50pmolrandom
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primer,200unitM-MLVreversetranscriptase)を加え30℃、10分間プレインキュベートし

た後、42℃、20分間インキュベートしcDNAを合成した。

PCRによるmRNAの検出

PCRは2“Lの逆転写反応溶液に、50mMKCl,20mMnis｡HCl｡H8.3),8mMMgC12,

0.2mMdNTPMixture,1mM特異的senseおよびantisenseプライマー,1.25unitKOD

Dash(DNApolymerase)を含む2伽Lの系にミネラルオイルを重層してthermalcycler(PCR

System9700、AppliedBiosystems社)で増幅した。

ラットG3PDH[Genecode:G65758]に対するプライマー配列は、

Sense 5'･ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

antisense 5'-TCCACCACCCTTTGCTGTA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは452bpである。

PCRの条件は熱変性98℃10秒、アニーリング55℃10秒、増幅反応74℃30秒、30サイクル

で行った。

ラットMCT1[Genecode:RH132318]に対するプライマー配列は、

Sense 5'-AGTGAGCATTCCAGAAGAGGTG-3'

antisense5'-TCAGACAGACTTGTTACCGGA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは219bpである。

PCRの条件は熱変性98℃10秒、アニーリング65.0℃10秒、増幅反応74℃30秒、32サイ

クルで行った。

ラットEMMPRIN[Genecode:RH808081に対するプライマー配列は、
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Sense 5'･CGGAGTCCACTCCCAGTGC-3'

antisense 5'･CCATGACTCAGACCCAGAGG-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは397bpである。

PCRの条件は熱変性98℃10秒、アニーリング48.0℃10秒、増幅反応74℃30秒、35サイ

クルで行った。

ラットMyoD[Genecode:RH131048]に対するプライマー配列は、

Sense 5'･GATTTCCAGGAAGCAGCTCAG'IL3'

antisense 5'･CATTTCAGGCTGTGTGTGTCAA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは189bpである。

PCRの条件は熱変性98℃10秒、アニーリング65.2℃10秒、増幅反応74℃30秒、35サイ

クルで行った。

ラットUCP3[Genecode:RH948271に対するプライマー配列は、

Sense 5'･CAGAACAAAGCTTCTCTGCC･3'

antisense 5'･ATTTCCCATCTGGTCAGTGC･3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは163bpである。

PCRの条件は熱変性98℃10秒、アニーリング63.2℃10秒、増幅反応74℃30秒、35サイ

クルで行った。

蛋白濃度測定

蛋白濃度測定はBCAAssayKit(PIERCE,Rock允rd,IL)を用いて測定し、牛血清アルブミ

ン(BSA)を標準として用いた。
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統計処理

すべての統計値は平均値±SDで示した。統計処理は重量とLDH比活性値に関するデータに

ついてはF一検定の後unpairedt-検定を行い､その他のデータについてはANO,瓜で検定の後、

群間の差はScheH's法にて有意差検定を行った。有意水準はp<0.05またはp<0.01とした。

Ⅲ結果

ラットの体重および筋湿重量変化

ラットのCLEB,COmの体重変化をFiglに示した。

投与開始時、CLEB(178±79)、CONT(178±89)であった。投与一日後、投与群において

一過性の減少を示したが、投与三日後にはCONTを上回った。その後、CLEBにおいて体重

増加が顕著に見られ、投与10日後にはCONTのを有意に上回った(CLEB:231±99,CONT:

210±99;P<0.01)。その後、投与4週間後まで有意な増加傾向を維持した(CLEB:273J=

169,CONT:241±139;P<0.01)。

筋湿重量についてはTablelに示した。

心臓(CLEB:974±34mg,CONT:863±59mg)、SOL(CLEB:146±10mg,CONT:118±6mg)

及びEDL(CLEB:170±24mg,CONT:118±21mg)すべてにおいて有意な増加(P<0.01)を

示した｡それぞれの体重の差異を考慮して算出した体重比では心臓(CLEB:3.58±0.30mg/9,

CONT:3.59±0.33mg/g)においては有意な増加は見られなかったものの、SOL(CLEB:0.54

r0.04mg/9,CONT:0.49±0.05mg/g)およびEDL(CLEB:0.62±0.08mg/g,CONT:0.49

0.09mg/g)において有意な増加を示し(SOL;P<0.05,EDL;P<0.01)、心肥大と骨格

筋の筋肥大が認められた。
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mblel

Theemct㎡4weeksClenbuterolneatment

InFemaleRatBodyweiglltandmusclewetweight

CONT(n=S) CLEB(n=S)

Bodyweight(9) 241±13 273±16**

Heartwetweigl,t(mg)863±59 974±34＊＊

ratio 3.59±O.33 3.5810．SO

SOLwetweight(mg)118±6 146±10**

ratio 0.49±0．O5 O.54±o・O4*

EDLwetweight(mg) 118±21 170±24**

ratio O.49±O.09 o､62±O.OS**

Valuesaremeans±S.D.

SigniEcantdefrencebetweeenCONTandCLEB,**P<0.01,*P<0．05

Ⅷcの解析

収縮特性に関してⅧCアイソフオームの解析結果をFig2に示した。

SOLにおいてはⅧCアイソフォームの各タイプ(Typel,Typena,Typenx,Typenb)の割

合（％）はCLEB(69.6±12.1,24.9±11.8,5.5±4.1,0)がCONT(80.9±11.5,17.2±11.2,

1.8±1.6,0）に比べてTypelでの有意な減少(P<0.01)とそれに連動したTypenxの有意

な増加(P<0.01)を示した。一方、EDLにおいてその割合(%)はCLEB(0,0,37.2±5.8,

62.8±5.8）とCONT(0,0,35.8±4.7,64.2±4.7)で差は小さくSOLのような有意な変化

は見られなかった。
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RT-PCR法によるMyoDのmRNA発現量に及ぼすクレンブテロールの影響

筋分化過程に関与しているMyoDのmRM発現量の解析結果をFig3に示した。

SOLにおいてはCLEBがCONTに比べて有意な増加が認められた(CLEB:154.2±12.0%,CONT:

100.0±24.1%;P<0.01)。一方、EDLにおいてその割合はCLEBとCONTで差は小さくSOLの

ような有意な変化は見られなかった(CLEB:111.2±8.9%,CONT:100.0±7.8%)。
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LDHの解析

LDH活性に及ぼすクレンブテロールの影響

Table2にLDH比活性値を湿重量当たり(Iu/gw.wt.）で示した。心筋では、湿重量当

たりの比活性値はCLEBが335.4±70.4,CONTが223.9±46.5であり有意な比活性の上昇

(P<0.05)が見られた。SOLにおいては有意な変化は見られなかったものの減少傾向が

見られた(CLEB;94.9±4.0,CONT;108.6±7.2)｡EDLにおいても、湿重量当たりの比活

性値に有意な変化は見られなかった(CLEB;306.3±24.8,CONT;297.4±17.2)。

LDHアイソザイムに及ぼすクレンブテロールの影響

有酸素的性質の強い心臓型の4量体から順にH4型、H3M型、H2M2型、剛3型、M4型へ
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と筋肉型の無酸素的性質の強くなる5つのアイソザイムに分けられるDiets法による電気

泳動法により分析したそれらの構成比をFig4に示した。SOLにおいて、移動度の大きい

方からH4，Ⅷ3、M2H2、M3H、M4の5本のバンドが認められた。SOLにおいては、CLEB群

においてM4型で有意な増加(CLEB:10.5±4.0%,CONT:4.2±0.9%;P<0.01)と、H2M2

型の有意な減少(CLEB:19.5±6.2%,CONT:35.2±7.2%;P<0.01)が見られ、SOLの

アイソザイム分布はクレンブテロール投与によって有酸素的な分布から無酸素的な速筋

タイプの分布への移行が認められた。同様にHeart、EDLにおいても5本のバンドが認め

られたが、アイソザイム分布についてはいずれも有意な変化は認められなかった。

矼泡ble2

Theemct㎡4weeksClenbuterolneatment

InFemaleRatMuscleLDHSpeciEcActivity

CONT(n=8)_CLEB(n=S)

HeartαⅣgw.wt)223.9±46.5

SOL aⅣgw.wt)10S.6±7.2

EDL (IU/gwbwt)297.4±17.2

羽5.4±70．4*

94.9±4．0

SO6.3±24.8

Valuesaremeans±S､D・

SignifcantdefrencebetweeenCONTandCLEB,*P<O．O5
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RT-PCR法によるMCT1のmRNA発現量に及ぼすクレンブテロールの影響

心筋、SOL及びEDLにおけるMCT1のInRNA発現量の分析結果をそれぞれCONTの平均値に対

する割合（％）でFig5に示した。心筋(CLEB:98.8±9.7,CONT:100.0±8.6)ではほとん

ど変化が見られなかったもののSOL(CLEB:88.4±9.5,CONT:100.0±13.0)においては有意

な差は見られなかったが減少傾向が見られた。また、EDL(CLEB:58.0±7.4,CONT:100.0

8.4）においては有意な減少(P<0.01)が認められた。

MCT1蛋白質発現量に及ぼすクレンブテロールの影響

ウェスタンブロッテイング法による心筋､SOL及びEDLにおけるMCT1蛋白質発現量の分析

結果をそれぞれCONTの平均値に対する割合(%)でFig6に示した。MCT1のmRNAレベル

から見た結果と同様に心筋(CLEB:9369±15.0%,CONT:100.0±27.6%)では変化が無か

ったもののSOL(CLEB:76.8±31.3%,CONT:100.0±41.2%)で有意な差では無いものの減

少傾向を示し、EDL(CLEB:18.6±9.0%,CONT:100.0±32.2%;P<0.01)においては有意

な減少が認められた。

RT-PCR法によるCD147のmRNA発現量に及ぼすクレンブテロールの影響

心筋、SOL及びEDLにおけるCD147のInRNA発現量の分析結果をそれぞれCONTの平均値に

対する割合（％）でFig7に示した。心筋(CLEB:100.5±6.0,CONT:100.0±7.4)、SOL

(CLEB:95.9±5.3,CONT:100.0±5.2)やEDL(CLEB:96.6±4.2,CONT:100.0±7.2)すべて

において有意な変化は見られなかった。

CD147蛋白質発現量に及ぼすクレンブテロールの影響

心筋、SOL及びEDLにおけるCD147蛋白量発現量の分析結果をそれぞれCONTの平均値に対

する割合（％）でFig8に示した。心筋(CLEB:93.5±33.0,CONT:100.0±26.5)では変化

が見られなかったもののSOL(CLEB:80.1±25.3,CONT:100.0±25.1)において減少傾向が見

られた。また、EDL(CLEB:61.4±18.4,CONT:100.0±21.3)においては有意な減少(P<0.01)

が認められた。
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RT-PCR法によるUCP3のInRNA発現量に及ぼすクレンブテロールの影響

RT-PCR法によるSOL及びEDLにおけるUCP3のInRNA発現量における分析結果をそれぞれ

CONTの平均値に対する割合(%)でFig9に示した｡SOL(CLEB:130.6±8.0,CONT:100.0±6.9)

においてCLEBの有意な増加(P<0.01)が見られた｡EDL(CLEB:109.8±4.6,CONT:100.0±4.9)

においてはSOLとは異なり有意な変化は認められなかった。

22



UCP3
全

由

火夫０
０
０
０
０
０
０
０
０

６
４
２
０
８
６
４
２

１
１
１
１ －‐や一や一

‐

|目:鰯’
DCONT

■CLEB
一
一

L

I

SOL EDL

Fig9Theeffbctof4weeksClenbuterolneatment

inFemaleRatUCP3mRNAExpressioninSOLandEDL
Valuesaremeang±S.D.

SignifcantdeffbrencebetweeenCONTandCLEB,**P<0．01

Ⅳ考察

体重に及ぼす影響は､クレンブテロール投与1体重に及ぼす影響は､クレンブテロール投与1日後にCI,RB群において一過性の減少を示した

が、その後は体重の顕著な増加が見られた(Fig.1)。雄ラットでは、投与2週間まで体重の増加

が起こり、投与2週間後CT｣FlR群において成長抑制が見られた59)が、本実験で用いた雌ラット

においてはその傾向は見られず、投与4週間まで体重増加が見られた。この事はクレンブテロー

ル(2mg/kg/day)を17週齢のS.D.系雌ラットに6週間連続投与した際に12日目に差が一番

大きく見られ、その後CIRBの体重が多いまま推移したCriswenらの報告15)とほぼ同様の結

果であった。クレンブテロール投与において、常川の報告59)と今回の実験とでは性差が認めら

れた。この原因は明らかではないが、性ホルモンなどの関与により、β2レセプターのDown

regulationの発生や､薬物代謝や排泄速度での性差の関与67)が考えられるが詳細は不明である。
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また､このCLEB群における体重の有意な増加には､クレンブテロール投与によるGH12)やIGF

-16)などの関与、またエピネフリン動員増加による蛋白合成系の冗進や蛋白分解系の抑制43）

などの関与も考えられる。投与後に見られた体重の一過性の減少については、皮下注投与の際に

おけるラットに対してのストレスの影響や中枢神経系への影響も考えられるが詳細は不明であ

る。

筋湿重量において､nblelに示したようにSOL及びEDLにおいて共に有意な増加(P<0.01)

が見られた。特にEDLにおいては体重比にも有意な増加(P<0.01)が認められた。筋肥大に関

しては雌での報告59）とほぼ同じ結果を示し、遅筋よりも速筋において強く影響しているという

Kimらの報告31,47,54)を支持するものであった。しかしながら、遅筋のほうが速筋よりもβ

2レセプターが多く発現していること37'62)を考慮するとβ2アゴニストであるクレンブテロー

ルの直接作用よりもIGF-16)など成長因子等の間接的作用を考えざるをえない｡本研究では実

施できなかったが最近報告されたクレンブテロール飲水投与によりSOLにおいてIGF-1の

mRNA発現量が増加しそれに伴いIGF-1量も増加するという報告が3)そのことを支持してい

る。また、β2レセプターを介した筋肥大の機序については蛋白合成促進作用によるものとカテ

プシンBなどの蛋白分解抑制作用によるもの34,35）とそれら両方によるものなどが考えられる

が原因の詳細は不明であり、今後の検討課題である。

筋湿重量に関してCIER群では'1hblelで示したように心筋においても有意な増加(P<0.01)

が見られ、心肥大が観察された。この結果は、Wongらをはじめとする報告42,45,64)と一致す

るものであった。しかし、体重比では差が認められないことから全身的なバランスを維持した上

での成長促進とも考えることができる。本研究では詳細な検討ができなかったが、これまで心肥

大に関してはIGF-1やカルシニューリンやレニンーアンギオテンシン系の関与が示唆されてい

る。IGF-1はラットの培養心筋細胞に対して細胞容積の増大、ミオシン軽鎖、トロポニンIな

どのmRNA発現量の増加をもたらす28)こと、圧負荷によって心筋のIGF-1のmRNA発現量の

増加をきたす6')ことなど心肥大形成におけるIGF-1の役割を示唆する報告は多い。また、心筋
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組織内にカルシニューリンやレニンーアンギオテンシン系の存在も証明され、ラットの圧負荷モ

デル5)や大動脈一大静脈シヤントによって作った容量負荷による心肥大29)においては、特に心

筋内アンギオテンシン変換酵素(ACE)のmRNA含量が増加するという報告もあり、IGF-1

同様に局所のレニンーアンギオテンシン系が心肥大形成に関与することが示唆された。心筋細胞

膜にはアンギオテンシン11受容体が存在し、培養心筋細胞においては、アンギオテンシンII刺

激によってRNA含量や蛋白生合成が冗進する4)ことから、その直接的作用によって心筋細胞の

肥大をきたすものと考えることができる。さらにアンギオテンシン11には交感神経末端や副腎髄

質よりのノルアドレナリン分泌促進作用があり、カテコラミンを介した間接的な心筋肥大作用を

有することも考えられる。従ってβアゴニストによる心肥大の原因には交感神経の冗進37)やレ

ニンーアンギオテンシン系の関与’'）によるものなど、種々考えられ、現時点では結論は得られ

ていない。またβ2アゴニスト投与による心肥大に伴った細胞増殖と関わりのあるポリアミンの

濃度変化も報告'6）されているがそれらについても明らかにされておらず今後の興味深い検討課

題である。

骨格筋の収縮特性に及ぼす影響に関して、MHCアイソフォームタイプの解析で、SOLにおい

てCLEBがCONTに比べてTypelでの有意な減少(P<0.01)とそれに伴ったTypenxの有

意な増加(P<0.05)が認められた(Fig2)。この結果からⅧCの組成から考えて遅筋であるSOL

のⅧcが遅筋型から速筋型のアイソフオームへと推移したことで速筋化が起こっていることが考

えられる。一方、速筋であるEDLでは冊Cには、変化が認められず、クレンブテロールの影響は

ほとんど無いと考えられる。この結果は11週齢のWistar系ラットにクレンブテロールを8週

間投与した際に、速筋である腓腹筋では変化は見られず、遅筋のSOLにおいて速筋化現象が見ら

れたというRajabらの報告15，20，43,50)と一致するものであった。また、Adamsらは、甲状腺

ホルモンによって、遅筋でⅧCIのmRNA発現量の減少と洲CⅡa、ⅧCⅡx蛋白発現量の増加が起

こり、速筋ではⅧCⅡb蛋白の増加、ⅧCⅡa、咄CⅡx蛋白発現量が減少することを報告'）して

いる。以上のように、骨格筋の筋線維はいろいろな状況下で連続的にタイプ移行することが知ら
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れている。また、骨格筋のⅢCアイソフオームは除神経、機械的負荷や無負荷、T4やT3や加齢

により、Petteの報告46)のようにnearest-neighborの規則に従って、速筋型から遅筋型、遅

筋型から速筋型へと連続的に移行すると考えられる。しかし、頻度としては少ないが機械的無負

荷、甲状腺機能冗進症やそれら両方の作用によって不連続的に筋線維タイプが移行するという

Caiozzoらの報告13)もあり、変化の仕方の詳細は不明である。そこで、本研究ではⅧCアイソ

フオーム変化をさらに詳しく解析するために筋分化過程に関与しているといわれるMyoDをInRNA

レベルでの解析を試みた。

myogemc制御ファクターであるMyoDのmRNA発現レベルをFig3に示した。SOLにおい

てCONTに比べCT｣F)Rにおいて有意な増加(P<0.01)が観察されたが、一方EDLにおいては

影響が見られなかった。これはクレンブテロール投与によってSOLにおいて胸oDのmRNA

発現が増加するというMozdzilrらの報告43)と一致するものであった。また、乃晦oDは筋湿重量

よりもMHCのタイプ移行、特にMHCHxやMHCHbの発現に関与しているというMozdzik

らの報告を考慮すると、MyoD発現の上昇は筋の速筋化とリンクしていることが考えられる。こ

れらの結果から、クレンブテロール投与によりβ2レセプターが豊富にあるSOLにおいて影響が

強く表われ、MyoDのmRNA発現レベルの上昇が引き起こされ、MyoDの関与が示唆されてい

るMHCHxやMHCHbの蛋白発現の増加が起こり､速筋化が引き起こされたものと考えられる。

クレンブテロールの代謝特性への影響に関してはFig4に示したLDHアイソザイムの解析結

果より、SOLにおいて特異的に有意なLDH-H型からLDH一M型への移行(P<0.01)が認め

られ無酸素的解糖系の代謝が冗進していると考えられ､常川らの結果58)を支持するものであった。

LDH活性値に関しては､有意な変化が認められなかったもののSOLにおいて減少傾向が見ら

れた。この測定には基質としてピルビン酸を用いており、SOLにおける活性値の減少は、そのア

イソザイムが速筋化しているにもかかわらず乳酸蓄積が減少していることに由来すると思われ

る。このことはMCT1の減少によることが予想され、Fig4に示したMCT1蛋白発現の減少も

このことを支持するものである｡Doddらはクレンブテロール投与によってPFKの総活性値が遅
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筋のSOLで有意に増加したが(P<0.05)、速筋の足底筋では有意差が見られず遅筋での解糖系

の冗進が起こると報告20)している。その結果は今回の結果を支持するものであった。しかしな

がら、β2レセプターが多く存在するSOLにおいてクレンブテロール投与によりLDHの比活性

の減少がおきたことは、筋肥大と同じように蛋白分解酵素の活性化が起こったものと推察される

が、詳細は不明であり今後の検討課題である。また、EDLや心臓ではアイソザイム分布に変化

は見られなかったもののLDH活性値の上昇が見られた。この事は、嫌気的代謝が冗進している

臓器ではメカニズムは不明であるが乳酸は十分に処理されていることが考察される。

LDHに加えて､クレンブテロール投与による乳酸代謝への影響を乳酸トランスポーターMCT1

のmRNA発現レベルから検討した。まず、MCT1の蛋白発現レベルをFig6に示した。SOLに

おいてMCT1蛋白発現量の減少傾向を、EDLにおいてはMCT1蛋白発現量の有意な減少(P<

0.01）が見られたが、心臓において変化は見られなかった。次にFig5にMCT1のmRNA発現

レベルを示した。この結果から、MCT1蛋白発現と同様に心臓には変化が無くSOL、EDLにお

いてmRNA発現の有意な減少(P<0.01)が認められた。特にEDLにおけるMCT1の減少は急

速な筋肥大に伴ったものと推察される｡筋肥大の際にはIGF-1の関与が示唆されているが､IGF

－1によるMCT1のmRNA転写抑制または蛋白分解活性化への関与が考えられるが、このこと

に関しての報告は無く、今後の検討課題である。

また、膜蛋白質であるMCT1の細胞膜移行に関与している、イムノグロブリンスーパーファ

ミリーのCD147についても検討した。CD147の蛋白発現についてFig8に示した。この結果か

らMCT1の蛋白発現と同じ変化をしていることが認められた。このことは、McCullaghらの報

L7,30,39)にもあるように、骨格筋において、MCT1の増加、減少に伴い乳酸輸送活性が変化口

すること、また、MCT1蛋白発現と平行してCD147蛋白発現量も減少したことから、乳酸輸送

活性の低下が示唆される｡次に､CD147のmRNA発現レベルをFig7に示した。この結果から、

心臓、SOLとEDLすべてにおいて、CD147蛋白発現の結果とは異なりCD147mRNA発現レベ

ルでは変化は見られなかった。MCT1とCD147蛋白発現量がSOLやEDLにおいて共に減少し
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たことから、MCT1とCD147蛋白発現制御には何らかの相関性があるものと考えられる。しか

し、mRNAレベルから考えると、MCT1のmRNA発現レベルはMCT1蛋白発現と類似した変

化が見られたのに対しCD147のmRNA発現レベルでは変化が見られなかったことから､CD147

はMCT1の膜移行に影響を与えるがそれ自体の蛋白発現にはMCT1とは異なる制御を受けてい

る可能性が考えられる。最近、Fane皿らはinvitroのラット甲状腺細胞でMCT1蛋白発現の増

加を誘導する因子である甲状腺刺激ホルモン(TSH)を細胞に投与した際に、CD147のmRNA

発現レベルは変化することなく一定であったのに対しMCT1のmRNA発現レベルは時間が進む

につれ徐々に増加するという報告22）をした。この甲状腺細胞では、嫌気的解糖系が冗進した状

態の速筋化とは違ってはいるが、Fanemらの報告のようにMCT1のmRNA発現レベルよりも

CD147mRNA発現レベルに変化が見られなかったことから、先述したようにCD147がMCT1

の膜移行を制御しているにもかかわらずCD147自体の発現はMCT1と異なる制御が関係してい

る可能性が示唆される。また、この甲状腺細胞は約70％好気性解糖系によってエネルギーを得

ており、TSHによりグルコースの取り込みが増加することも知られている21,27，30，51)-◎ ｰ

の取り込みにはGLUT1が関与していると言われているが通常ヒトの甲状腺細胞では不思議にも

GLUT1は検出されない26)ことから、その他のGLUTsの変化も検討してみる必要があると思

われる。以上のことから、MCT1やCD147の変動に伴ったグルコース取り込みに関わるGLUT

sの関与の解析も今後の重要な検討課題である。

さて、脱共役蛋白質(UCP)はミトコントマリア内膜に存在する膜蛋白であり、呼吸によって生

じる内膜のプロトン濃度勾配をATP合成することなく解消し､熱を発生するといわれている33)。

UCPsは冬眠動物や小型のげっ歯類の非ふるえ熱産生部位である褐色脂肪細胞の蛋白質として知

られ、ヒトにおいても、新生児期に多く存在しているが成長するにつれて褐色脂肪細胞は無くな

る33)。これまでにUCPsには4つのアイソフォームが知られている。UCP1は体温調節に関与

し10)、UCP2は幅広く様々 な組織に存在し糖尿病や肥満に関与し23)、また、UCPホモログの

UCP3は骨格筋に特異的に発現し、脂質代謝制御に関与し9)、UCP4は脳特異的36)に発現し、
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それぞれ熱産生に関与していると考えられている。このように、UCPsは脂質代謝に関与してい

ることが示唆されていて、ダイエット目的に安易にUCP類を活性化させる薬物を使用する可能

性があり、薬物の適正使用のために早急に情報が求められている。本実験では、クレンブテロー

ル投与による骨格筋におけるUCP3のmRNA発現レベルをFig9に示した。ここで、SOLにお

いてUCP3のmRNAの有意な増加(P<0.01)が見られたが、EDLにおいては変化が見られな

かった。このことから、速筋化が生じているSOLでは、解糖系の冗進が起こり、プロトンを共

輸送するはずのMCT1の減少により細胞内プロトンの処理が出来ず細胞内pHが下がって筋の機

能低下が発生しまう。そこで、ATPを必要とせずプロトンを処理できるUCP3が増加している

可能性が推察される。UCP3は、ラットにおいて長期間後肢無負荷により速筋であるEDLにお

いては変化が無く、遅筋であるSOLにおいて有意に増加したという報告18)もあり、本研究と

同様の傾向を示している。また、UCP3はβ3刺激薬で増加する報告25)もある。β3レセプター

は、脂肪組織、消化管、肝臓や骨格筋に存在する他2)、アドレナリン作動性神経のシナプス後膜

にも存在が想定されている。また、CollinSらの報告14)で、脂肪細胞にはβ2レセプターも存在

していることが示唆されている。本実験で使用したクレンブテロールは選択的β2刺激薬ではあ

るが、β3受容体を刺激することも否めない。クレンブテロール投与により筋組織に混在する脂

肪細胞にあるβ2受容体を刺激したことによってUCP3が増加したことも考えられるが、そのよ

うな報告は現在まで無く、詳細は今後の検討課題である。さらに、UCP3は脂質代謝への関与が

示唆されている69）ことからそこに関与しているぺルオキシソーム増殖因子活性化受容体γ

(PPAR'y)の関与も考えられる。また燃料基質としてグルコースから脂質へとシフトする際に

UCP3が関与している可能性がありグルコース輸送に関わるGLUTも、特に骨格筋ではGLUT4

の関与の解析も今後の興味深い検討課題である。以上のようにクレンブテロールの作用は多岐に

渡っており、その喘息治療薬としての効用もさることながら不明な点も多く残されており、骨組

織60)をはじめとして、その他の臓器におよぼす副作用も無視できないところから薬物の適正使

用のため、他の類似したβ2アゴニストを含めて更なる検討が必要と思われる。
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第3章骨組織での検討

I序論

骨組織は、常に吸収と形成を繰り返すことにより、モデリングを営んでいるダイナミッ

クな組織である。モデリングは、幼年期に最も活発であり、モデリングによって骨が成長

していく。モデリングは成人になってもずっと続くが、成人においては、この過程はリモ

デリングとよばれる。健常な成人では、骨芽細胞による骨形成と、海綿骨とハバース管表

面上での破骨細胞による骨吸収との間に平衡状態が保たれ､骨量は一定に保たれる。骨は

リン酸カルシウムなどのミネラルとコラーゲンを主成分とする基質から構成され、適度の

硬度と弾性が保たれている。しかし、骨形成と骨吸収の平衡状態が崩れ、骨塩量の減少及

び微細構造の変化が起こると、骨の強度は低下し、骨折を起こしやすくなり骨の粗霧化が

起こる。このような状態が骨粗霧症とよばれる。

近年、運動不足や寝たきりになどによる骨粗犠症の発生が急速な高齢化社会の到来とと

もに社会問題になっている。骨粗霧症は人類の羅患する疾患の中で最も多いと言われてお

り68)、現在わが国の骨粗霜症患者は1100万人にものぼるといわれている。

骨粗霧症は、単一の病態を示す疾患ではなく、基礎疾患の存在しない原発性骨粗籟症と、

過度のアルコール摂取ステロイドの過剰投与、副腎皮質ステロイド分泌冗進を示すクッ

シング症候群、甲状腺機能冗進症などにより様々な程度で発症する続発性骨粗霧症に大別

される69)。更に原発性骨粗霧症には、加齢に伴う退行期骨粗籟症と若年性骨粗籟症が含

まれ、これらのうち退行期骨粗議症は、最も罹患頻度が高く深刻なものである。Riggsら

は、退行期骨粗霧症を発症年齢、病因、臨床症状から閉経後骨粗霧症(I型）と老人性骨

粗霧症（皿型）の二つに分類している70)。閉経後骨粗議症は、閉経後の女性のエストロ

ゲンの分泌が低下することにより、骨吸収性のサイトカインが優位に働き、骨吸収が冗進

することで引き起こされると考えられている。老人性骨粗議症は、加齢に伴い、腸管での

カルシウム吸収能の低下、カルシウム吸収を増加させるビタミンDの低下、骨吸収を抑制

し骨形成を促進するcalcitoninの分泌低下などにより、骨量が減少し起こるものなので、

性別を問わず発症する。

いずれにしても骨粗霧症は、リモデリングにおける骨形成と骨吸収の機能的な平衡関係

(カップリング）が崩れた状態である。このことから、リモデリングにおける骨形成を担う

骨芽細胞、骨吸収を担う破骨細胞の分化、成熟及び生存のメカニズムを明らかにすることが

骨粗霜症の研究において重要であると思われる。

骨芽細胞は軟骨細胞、筋肉、骨髄間質細胞、脂肪細胞、腱細胞、繊維芽細胞などと共通の

間葉系幹細胞から分化する。間葉系幹細胞から組織特異的な骨格系の細胞への分化は、それ

ぞれ組織特異的な転写調節因子によって制御されている。軟骨細胞への分化はSox9，筋細胞

への分化はMyoDファミリー、脂肪細胞への分化はPPARγと呼ばれる転写調節因子が重要な

役目を果している。骨芽細胞への分化を決定する転写因子としてはRunx2/Cbfalが重要であ

るが、最近骨芽細胞への分化を決定するもう一つの重要な転写因子としてOsterixが中島ら
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によって発見された7')｡I型コラーゲン、アルカリホスファターゼ、オステオネクチンを産

生する骨芽細胞前駆体は、オステオポンチンを産生する前骨芽細胞に分化する。この細胞は

引き続いて､骨シアロタンパク、オステオカルシンを産生する成熟骨芽細胞に分化していく。

一方、破骨細胞は複数の分化段階を経て形成される2～10の核を持つ多核巨細胞であり、

生体における生理的、病的骨吸収のほとんど全ては破骨細胞によって営まれている。破骨細

胞は造血幹細胞に由来し、macrophagecolony-stimulatingfactor(M-CSF)、活性型ビタミ

ンDなどの作用によりmonocyte-macrophage系の細胞から分化すると考えられている72)｡こ

のようにして分化した破骨細胞前駆細胞は、単核の前破骨細胞となり骨表面に引き寄せられ

て定着し、多核化し成熟破骨細胞へと分化する。この前破骨細胞の分化や骨表面への誘導に

は、その周囲を取り囲んでいる骨髄間質系、骨芽細胞系の細胞との直接的な接触を介する相

互作用が重要であり、その相互作用はTNFligandfamilyに属する分子のosteoclast

differentiationfactor(ODF)(またはreceptoractivatornuclearfactorkappaBligand

(RANKL)ともいう）によって調節されている73-75)。

ODFのreceptorであるreceptoractivatornuclearfactorkappaB(RANK)を発現する

破骨細胞前駆細胞は、骨芽細胞との細胞間接触を介して骨芽細胞膜上のODFを認識し前破骨

細胞に分化する。また、分化した前破骨細胞もRANKを発現しており、ODFからの刺激によっ

て成熟破骨細胞となり骨吸収活性が誘導されるようになる76)。

これら骨芽細胞と破骨細胞によるリモデリングは、種々のホルモン、サイトカインなどに

よって制御されていることで成り立っているが、骨リモデリングにおける重要なホルモンと

して、副甲状腺ホルモン(parathyroidhormone,PTH)とcalcitonin(CT)が挙げられる。

PTHは血中Ca2+濃度を正確に保つために働いているホルモンであり、Ca2+濃度が低くなると、

副甲状腺から分泌され骨吸収を活発化することで血中Ca2+濃度を保つことが知られており、

間欠的に作用させると骨形成に働き、持続的な投与では骨吸収を促進することが知られてい

る77-79)。一方のCTは、血中Ca2濃度が高くなると分泌されるが、破骨細胞の活性を直接抑制

することで強力な骨吸収抑制作用を示すことが知られている80)。そして、これらの作用機序

として、cyclicadenosine3',5'-monophosphate(cAMP)を介した経路が知られている

81-84)｡cAMPは骨芽細胞と破骨細胞の両方に関与するシグナルであり、これまでに骨代謝と

cAMPに関して多くの報告がなされている。

Miyamotoらは、cyclicnucleotidephosphodiesterase(PDE)4isozymeの阻害剤が標的

細胞のcAMP濃度を上昇させることで、骨芽細胞形成を促進し、破骨細胞形成を抑制するこ

とを報告している85,86)。また、prostaglandinE2(PGE2)receptorのサブタイプの一つであ

るEP4のagonistが、pGE2様作用を示すことで骨代謝を改善させることが報告されており、

椎体骨折の治療薬として現在治験段階にあるが、この作用機序にもcAMPの関与が報告され

ている87-89)。これらPDE4阻害剤や、EP4agonistと同様にcAMP濃度を上昇させる薬物とし

てβ一agonistが挙げられる。

62-agOniStのclenbuterolは、気管支拡張作用を有するため喘息の治療に用いられてい
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るが、β2-adrenergicreceptor(62-AR)に作用することでGsタンパクを活性化し、

adenylatecyclaseを活性化させ、標的細胞のcAMP濃度を上昇させるので、骨代謝疾患の治

療薬としての可能性が考えられる。しかし、この薬物は骨格筋に作用し筋肥大をおこすこと

90-92）や、fatburnerとしての作用が報告されている93)。ことから、多くのスポーツ競技に

おいてドーピング規制薬物となっているにもかかわらず、副作用が他のタンパク同化ステロ

イドほどが報告されていないことから、その濫用が憂慮されている。薬物濫用を防止する対

策の一つとしては､薬物の副次的な作用を明らかにすることであると思われる。Clenbuterol

の骨に対する作用として、Zemanらは、除神経させた閉経後の雌ラットを用いた実験で、

clenbuterolが骨密度の低下を防止することを報告している94)。しかし、その一方で北浦ら

は成長期の雄ラットを用いた実験で、clenbuterolが骨組織の成長を抑制することを示唆し

ている95)。これらのことから、clenbuterolは骨代謝疾患の治療薬としての可能性を持つ反

面、若年者が安易に使用することで、骨の成長を止めてしまう可能性も考えうる。現時点で

はclenbuterolの骨に及ぼす影響は、骨格筋の肥大作用ほど調べられておらず、詳細はあま

り明らかにされていない。

そこで、clenbuterolの骨に及ぼす影響の詳細を解明する一端として、

1）成長期の雌ラットの骨組織に及ぼすclenbuterolの影響を明らかにする。

2）骨芽細胞に及ぼすclenbuterolの影響を明らかにする。

3）破骨細胞に及ぼすclenbuterolの影響を明らかにする。

4）骨代謝関連因子のInRNA発現に及ぼすclenbuterolの影響を明らかにする。

以上を本研究の目的とした。

Ⅱ 方法

組織培養系のi〃”なり実験には、7～9週齢のddY系雄マウス(NipponSLC,Hamamatsu)

を用いた。Clenbuterol4週間投与後における骨密度、骨長への影響を見るi""w'o実験は、

前述の心筋と骨格筋で用いたSpragueDawley系雌ラット(NipponSLC)である。

実験には以下の試薬を用いた。ペントバルピタールナトリウム(Abbottlaboratories,

IL)、dexamethasone、β-glycerophosphate、naphtholAS-MXphosphatesodiumsalt、fast

redvioletLBsalt，fastblueRRsalt、clenbuterol，isoproterenol、propranolol、

butoxamine(SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,U.S.A.)、jV=[2-(p-bromocinnamylamino)

ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide(H89)(生化学工業,Tokyo)、L-ascorbicacid，

calcitriol(和光純薬工業,0saka)、RecombinanthumanM-CSF、RecombinanthumansRANKL

(PeproTechECLTD,NewJersey,PrincetonU.S.A.)｡tulobuterolは、福寿製薬株式会社

より供与された。なお、本研究で使用したβ一agonistの構造式をFiglOに示す。
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Reversetranscriptionpolymerasechainreaction(RT-PCR)用試薬として10"g/"1

randompr加er(Takara,0htsu)、5×firststrandbuffer、0．1Mdithiothreitol(DTT)、

501nMmagnesiumchloride、200unit/"1Moloneymurineleukemiavirus(M-mlV)reverse

transcriptase，10×PCRbuffer、TaqDMpolymerase(invitrogenCo.,Carlsbad,CA,

U.S.A.)、10InMdeoxynucleotidetriphosphate(dNTP)、ribonucleaseinhibitor(Promega,

Madison,U.S.A.)、ミネラルオイル(SigInaChemicalCo.,St.Louis,MO,U.S.A､）、サイ

ズマーカーとして100bpDMLadder(TakaraBiomedicals,Shiga)を用いた。PCRプライ

マーは宝酒造カスタムセンターまたは01igoExpress(AInershamPharmaciaBiotech,UK

Limited,England)に合成を依頼した。

心筋と骨格筋の摘出に引き続き、骨の摘出を行った｡骨は左右の大腿骨と脛骨を摘出した。

付着している結合組織および軟組織をメス(SurgicalBladesNo.24,FEATHER)で除去し、

骨塩量測定装置（小形動物用DCS-600型、アロカ社）を用い、二重エネルギーX線吸収法

(DXA法）により骨密度を測定した。また、長軸方向の先端間の距離（骨長）をノギス（ミツ
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トヨ社）で測定した。

（細胞培養法）

①マウス骨髄細胞初代培養（骨芽細胞形成系）

7～9週齢ddY系雄性マウスを頸椎脱臼させ、大腿骨および脛骨を無菌的に摘出した。骨

の周囲の結合組織および軟組織をメス(SurgicalBladesNo､24,FEATHER)で取り除いたを

剥離し、両端を切断した後、培地(cM-MEM;10%FBS)を入れた注射筒(1m1,25Gneedle,

Terumo,Tokyo)を用いて骨髄細胞を押し出し、回収した細胞を1,000rpmで5分遠心し、

上清を除去した後､培地に再懸濁させ､細胞を350万/mlとなるように調製し､24wellplate

(MS-80120,住友ベークライト,Tokyo)に1well当たり0.5mlづつ播いた。37℃、5%CO2

インキュベーター中にて1日培養後、dexamethasone(10nM)、L-ascorbicacid(0.21nM)、

β-glycerophosphate(1InM)を添加した培地に交換し、plateに付着している細胞を3日毎

に培地交換を行いながら培養した。

②マウス骨髄細胞初代培養（破骨細胞形成系）

①と同様に骨髄細胞細胞を350万/InLで播き、37℃、5%CO2インキユベーター中にて1

日培養後、dexamethasone(10nM)、calcitriol(10nM)を添加した培地に交換し、plate

に付着している細胞を3日毎に培地交換を行いながら培養した。

③ST2細胞単独培養

1)ST2細胞の性質

ST2細胞は、わが国で開発されたマウス骨髄由来の間質細胞株で脂肪細胞前駆細胞として

も知られている97)。このST2細胞単独培養系に、ascorbicacidを添加すると骨芽細胞の分

化を促進するという報告がされており97)、本研究室においても骨芽細胞の指標となるALP

活性陽性細胞が培養7日前後に多数発現していることが認められた。そのためST2細胞に

ascorbicacid,β一glycerophosphateをいれて培養し、骨芽細胞培養系として用いた。

2）培養

ST2細胞を培養した10cmシャーレ(FALCON)の培地を細胞がはがれないように取り除き、

滅菌したphosphatebufferedsaline(PBS)を51nL加えて残った培地を洗った。PBSを取

り除き、0.02%ethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)を含む滅菌トリプシンを3InL

加えて37cC､5%CO2インキユベーター内で5分間インキユベートし、シャーレに付着した
細胞をはがした。その後、10％牛胎児血清(FBS)(JMbiosciences,Inc.U､S.A.)、60"

g/mlカナマイシン（明治製菓,Tokyo)を含むalphamodificationofEagle'smedium(cM

-MEMpH7.4;大日本製薬,0saka)を1m加え、回収した細胞を1,000rpmで5分遠心
(HitachiCR5DL;日立工機株式会社,Tokyo)し、上清を除去した後、培地に再懸濁させ、
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細胞を2万/mlとなるように調製し、24wellplate(MS-80120,住友ベークライト,Tokyo)

に1well当たり0.5mlづつ播いた。37℃、5%CO2インキユベーター中にて1日培養後、

L-ascorbicacid(0.21nM)、β一glycerophosphate(1InM)を添加した培地に交換し、plate

に付着している細胞を3日毎に培地交換を行いながら培養した。

④マウス非付着性骨髄細胞初代培養

1）培養用プレートの作成

クリーンベンチ内で培養プレートにM-CSF62､5ng/10011L、sODF250ng/100ULの濃度の

牛胎児血清溶液としたものを培養する培地の2%量を各wellの底に塗り、約1時間クリーン

ベンチ内で風乾した。

2）カラムの作成

SephadexG-10粉末(AInershamPharmaciaBiotech)209と超純水100乢を2001nLメデ

イウム瓶にいれ20分以上放置し十分膨潤させ、上清を吸引し、G-10担体とほぼ等量の超純

水を加え軽く振鐙後、10分放置し、沈殿させた。これを2回繰り返し、担体を洗った。同様

にPBS501nLに置き換え担体を洗った｡G-10担体の2倍量に当たる50乢のPBSに再懸濁し、

オートクレーブにて滅菌した。

カラム1本につき10IIILの50%G-10スラリーを50InL遠心管にとり、静置後、上清を吸引

し、37℃に保温した培地（α-MEM;10%FBS)に置き換え振鐙した。

オートクレーブ滅菌した20mLクロマトグラフィーカラム（エコノパックカラ

ム,BIO-RAD)の先端に三方活栓とカラムカバーを取り付け、カラム台に設置し、カラムの中

に37℃で保存した20乢のG-10(50%スラリー）を流し込み､三方活栓を開いて培地を流し、

培地が枯れないうちに101nLの新しい培地をカラムに加えG-10担体を洗った後、三方活栓

を閉じた。

3）骨髄細胞の調製

前述の①と同様に骨髄細胞懸濁液を得てから、細胞を遠沈(1000rpm,5分）して21の

培地に再懸濁した。間質細胞、マクロフアージの除去のために、ここで得られた21nLの細

胞懸濁液を前述の④の2)で作成したカラムの上に静かに重層し、カラムの三方活栓を開き、

細胞がカラムに入るまで流し、更に21nLの培地をカラムに流した。培地が担体の最上部ま

で下降したら三方活栓を閉じ、37℃で保温した培地8InLを重層して45分間、37℃でインキ

ュベートした。その後、37℃で保温した培地101nLを加え三方活栓を開き初めに流れ出る15

mLの細胞懸濁液を得た。ここで得た細胞懸濁液はrecombinanthumanM-CSF(12.5ng/10011L)、

recombinanthumansODF(10.0ng/10011L)を含む培地(q-MEM;10%FBS)に100万個/InL

となるように調整し、48wellplate(FALCON)に12511L/wellで播いて培養した。37℃、

飽湿、5%CO2インキユベーター内で培養し48時間後に培地を交換し、以降M-CSF(2.5ng/
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100UL),sODF(10.0ng/100UL)を含む培地(q-MEM;10%FBS)でplateに付着している細

胞を2日毎に培地交換を行いながら培養した

⑤ST2と非付着性骨髄細胞初代培養

ST2は前述の③の2)と同様に48wellplateに2万個/mとなるように播き、calcitriol

(10-8M)、dexamethasone(10-8M)を含む培地(q-MEM;10%FBS)で培養した。72時間培養

した後、4．4．4に従って得られた細胞を上記ST2が付着しているplateに100万個/mLの

細胞懸濁液として加え、共存培養した。播いた細胞は37℃、飽湿、5%CO2インキユベーター

内で培養し、以降calcitriol(10-8M)、dexamethasone(10-8M)を含む培地（α-肥M;10%FBS)

でplateに付着している細胞を2日毎に培地交換を行いながら培養した

（細胞染色法）

骨芽細胞の指標を得るためA1kalinephosphatase(ALP)染色を以下の通り行った。細胞

を乾燥させないように培地を取り除き、4℃に冷やした固定液［組成:10%formaldehyde/PBS

(pH7.4)]を注ぎ、4℃で30分以上放置し、細胞を固定した。放置後、PBSにて2～3回洗浄

し、再賦活液［組成;501nMMgC12/100mMTris-HClbuffer(pH7.4)]にて室温で20～30

分間処理し、染色液［組成:0.1mg/IIILnaphtholAS-Ⅷphosphatesodium,0．6mg/乢fast

blueRRSalt/0.2MTris-HCl(pH8.5)]を注いで室温で20～30分間処理し、細胞が染色

された後、蒸留水で洗浄した。光学顕微鏡下にてALP活性陽性細胞は青色に観察された。ALP

活性陽性細胞を骨芽細胞としてDeskScan(Macintosh)にて取り込み､染色部位をNIH加age

(Macintosh)で画像解析し定量した。

次に、破骨細胞の指標を得るためTartrateresistantacidphosphatase(TRAP)染色を

以下の通り行った。ALP染色と同様に細胞を固定した後、PBSにて2～3回洗浄し、エタノー

ル：アセトン（50：50）で室温にて1分間処置し、TRAP染色液［組成:0.1mg/InLnaphthol

AS-MXphosphatesodium,0．6mg/mLFastredvioretLBSalt,501nMsodiumtartrate/0.1

Msodiumacetate(pH5.0)]を注いで室温で20～30分間処理し、細胞が染色された後、蒸

留水で洗浄した。光学顕微鏡下にてTRAP活性陽性細胞は赤色に観察された。TRAP活性陽性

の多核細胞を成熟破骨細胞としてカウントし、定量した。

(RT-PCR法）

細胞からのtotalRNA抽出のため、各細胞培養系から細胞をセルスクレイパーで細胞を

かき集め、1.51nLプラスチックチューブの中に入れPBSで細胞を洗浄し、ペレット状にした

細胞にISOGEN(NipponGene)を1m加えた。15～20回ピペッテイングすることで細胞を

溶解し、0.2InLクロロホルム(WAKO)を加え、15秒間ボルテクスし、室温で3分間静置し、

15,000×gi4℃,15分間遠心した。水層部を新しい1．5InLプラスチックチューブにとり、

イソプロパノールを0.5InL加え､軽く転倒混和し､室温で7分間静置した。これを15,000X
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＆4℃，10分間遠心し､上清を取り除き、70%エタノールを1血で洗浄後、10,000×g4℃，

5分間遠心し、上清を取り除いた。

cDMへの逆転写反応(RT)のため、totalRNAのペレットを自然乾燥後、適量の0.1%(v/v)

diethylpyrocarbonate(DEPC)処理滅菌精製水に溶解させた。逆転写反応は22ILLのtotal

RNA,751nMKC1,501nMTris-HC1(pH8.3),61nMMgC12,101nMdithiothreitol(DTT),0.6

InMdNTP(dATP,dTTP,dGTP,dCTP),10unitRNaseinhibitor,100pmolrandomprimer,

600unitM-MLVreversetranscriptaseを含む50ILLの系で行った。

まず、totalRNA溶液とrandomprimerをプラスチックチューブに入れ95℃で5分間熱変

性した後、氷上で急冷した。これに他の試薬を加え、穏やかに撹枠した後、37℃で2時間イ

ンキュベートし、cDNAを合成した。ここで得られたcDNAl"Lに10×PCRbuffer2"1，

501nMMgC121"1，101nMdNTP混液2〃1，20"Mprimer(forwardl"1,reversel

〃1)、TaqDMpolymeraseO.3"1を加え、滅菌水で全量を20"1にし、チューブにミネ

ラルオイルを重層してthermalcycler(PTC-200,MJResearch、Tokyo,Japan)でPCR反応

を行った。

増幅されたcDNA産物は､2%アガロースゲルで電気泳動し､0.5"g/"1ethidiumbromide

により染色し、WTransillminator(AB-1500,ATTO,Tokyo)によりフラグメントの位置と

サイズを確認した。

ヒトβ-actinに対するprimerの配列は、

forward;5'-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3'

reverse;5'-CTC(A/G)TAGCTCTTCTCCAGGGAGGA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは456bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃45秒、アニーリング反応58℃1分、増幅反応72℃1分

15秒、20サイクルで行った98)。

マウスβ,-adrenergicreceptor(6,-AR)に対するprimerの配列は、

forward;5'-CGCTCACCAACCTCTTCATCATGTCC-3'

reverse;5'-CAGCACTTGGGGTCGTTGTAGCAGC-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは375bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃45秒、アニーリング反応62℃1分、増幅反応72℃1分

15秒、29サイクルで行った99)。

マウスβ2-adrenergicreceptor(62-AR)に対するprimerの配列は、

forward;5'-GCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC-3'

reverse;5'-CCCATCCTGCTCCACCT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは328bpである。

45



PCRの条件は、熱変性反応94℃45秒、アニーリング反応62℃1分、増幅反応72℃1分

15秒、26サイクルで行ったⅢ00)。

マウスcyclooxygenase-2(COX-2)に対するprimerの配列は、

forward;5'-ACTTGCTCACTTTGTTGAGTCATTC-3'

reverse;5'-TTTGATTAGTACTGTAGGGTTAATG-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは581bpである。

PCRの条件は、COX-1、COX-2ともに、熱変性反応94℃45秒、アニーリング反応58℃1

分、増幅反応72℃1分15秒、30サイクルで行った101)。

マウスRANKLに対するprimerの配列は、

forward;5'-GACACACTACCTGACTCCTGC-3'

reverse;5'-CCAGTTTTCGTGCTCCCTCC-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは465bpである。

PCRの条件は､熱変性反応94℃20秒､アニーリング反応60℃45秒､増幅反応72℃1分、

25サイクルで行った102)。

マウスosteoclastogenesisinhibitoryfactor(OCIF)に対するprimerの配列は、

forward;5'-ATGCCGGAGTGTAGAGAGGAT-3'

reverse;5'-AAACAGCCCAGTGACCATTCCT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは533bpである。

PCRの条件は､熱変性反応94℃20秒､アニーリング反応62℃45秒､増幅反応72℃1分、

28サイクルで行った［02)。

マウスinterleukin-6(IL-6)に対するpr加erの配列は、

forward;5'-CTGGTGACAACCACGGCCTTCCCTA-3'

reverse;5'-ATGCTTAGGCATAACGCACTAGGTT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは600bpである。

PCRの条件は、熱変性反応94℃45秒、アニーリング反応62℃1分、増幅反応72℃1分

15秒、38サイクルで行った103)。

マウスIL-1βに対するprimerの配列は、

forward;5'-ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3'

reverse;5'-CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは563bpである。

PCRの条件は､熱変性反応94℃30秒､アニーリング反応62℃45秒､増幅反応72℃1分、
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35サイクルで行った』04)。

マウスRANKに対するprimerの配列は、

forward;5'-GCTTGCTGCATAAAGTCTGT-3'

reverse;5'-ACGTCCTAGAATCTCTGACT-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは708bpである。

PCRの条件は､熱変性反応94℃30秒､アニーリング反応56℃45秒､増幅反応72℃1分、

27サイクルで行った105)。

マウスcalcitoninreceptor(CT-R)に対するprimerの配列は、

forward;5'-AGAATTCCTGCATCCACCTA-3'

reverse;5'-TGAAAGCGTTGCACAGAGTA-3'

を使用した。増幅されるフラグメントのサイズは558bpである。

PCRの条件は､熱変性反応94℃30秒､アニーリング反応58℃45秒､増幅反応72℃1分、

28サイクルで行ったⅡ05)。

7．統計処理

実験は少なくとも3回以上行い､得られた結果はStudent'st-testおよびWelch'sr-test

により推計学的処理を行い、有意水準を5%または1%とした。

Ⅲ結果

大腿骨、脛骨の骨長に及ぼすclenbuterolの影響

成長期のラットの骨長に及ぼすclenbuterolの作用を検討するために、7週齢の

Sprague-Dawrey系ラットにclenbuterolを4週間連続投与した後の大腿骨と脛骨の骨長をコ
ントロール群と比較したものをFigllに示した。Clenbuterol投与群の大腿骨、脛骨の骨長

は、対照群に比べ有意に低下した。

大腿骨、脛骨の骨密度に及ぼすclenbuterolの影響

Figl2にclenbuterolを4週間連続投与した後の大腿骨と脛骨の骨密度をコントロール群

と比較したものを示した。Clenbuterol投与群の大腿骨、脛骨の骨密度は、対照群に比べ有

意に低下した。
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RT-PCR法による各種細胞に発現するβ一adrenergicreceptorの確認

各種細胞にclenbuterol及び他のβ-agonistを作用させるに当たり、各種細胞にβ,及び

β2~ARの、剛Aが発現しているか否かを調べた結果をFigl3に示す。ST2細胞ではβ2~AR

のInRNA発現はみられたが、β,-ARの､剛A発現は認められなかった。骨髄細胞培養系、非付

着性骨髄細胞培養系では両receptorとも発現が認められた。

β2-AR－少
鐸産癖…厩‘と垂 垂壷＝

I
－司一

一

A B C

Figl3Expressionofbl･adrenergicreceptor(bl-AR)and
●

b2-adrenergicreceptor(b2-AR)mST2cens(A),bone
●

marrowcenculture(B),adherentcen｡depletedbone
marrowcenculture(C).

骨髄細胞培養（骨芽細胞形成系）におけるclenbuterol及び他のβ-agonistの作用

マウスの骨髄細胞培養系にdexamethasone，ascorbicacid、β一glycerophosphateをいれ

て培養し､骨芽細胞培養系としたものにclenbuterol及び他のβ-agonistを添加することで、

骨芽細胞分化に及ぼす各薬物の影響を検討した。

①Clenbuterolの作用

骨髄細胞培養系における骨芽細胞分化に及ぼすclenbuterolの作用を検討するために、

clenbuterol(0.1～100"M)を培養1日目から7日目まで培地中に添加し、培養7日目に

骨芽細胞の分化マーカーであるALPに染色を施し、ALP活性陽性細胞集団の面積の変化を画

像解析し、定量した結果をFigl4Aに示した。

Clenbuterol処置によるALP活性陽性細胞形成の増加はみられなかった。

②Tulobuterol、isoproterenolの作用

C1enbuterolの作用を他の同種薬物と比較する為に、clenbuterolと同じく強いβ2~AR選

択性を有するtulobuterolと、非選択的β一agonistであるisoproterenolを用いて検討を行
った。
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Clenbuterolの作用をtulobuterolとisoproterenolと比較した結果をFigl4B,14Cに示

した。

Tulobuterol処置によるALP活性陽性細胞形成形成の増加はみられなかったが、

isoproterenol(0.01～10"M)処置によりALP活性陽性細胞形成は有意に増加した。

骨髄細胞培養（破骨細胞様細胞形成系）におけるclenbuterolと他のβ-agonistの作用

マウスの骨髄細胞培養系にdexamethasone、calcitriolをいれて培養し、破骨細胞培養系

としたものにclenbuterol及び他のβ-agonistを添加することで､破骨細胞分化に及ぼす各

薬物の影響を検討した。

1)Clenbuterol及び他のβ一agonistの作用

骨髄細胞培養系における破骨細胞形成に及ぼすclenbuterol及びtulobuterol、

isoproterenolの作用を検討するために、各種濃度の薬物を培養1日目から7日目まで培地

中に添加し、培養7日目に破骨細胞の分化マーカーであるTRAPに染色を施し、光学顕微鏡

下にてTRAP活性陽性の多核細胞を成熟破骨細胞としてカウントし、定丑した結果をFigl5

に示した｡Clenbuterol(0.1～10"M)処置によりTRAP活性陽性細胞形成が有意に増加し、

その効果は濃度依存的であった。また、Tulobuterol(0.1～1"M)は弱いTRAP活性陽性細

胞形成の増加傾向を示し、tulobuterollO"MにおいてTRAP活性陽性細胞形成が有意に増

加した。また、isoproterenol(0.01～10"M)処置によりTRAP活性陽性細胞形成が有意に

増加した。

2）β-Agonistによる破骨細胞形成に及ぼす各種阻害剤の作用

骨髄細胞培養系における各種β-agonistの破骨細胞形成作用に及ぼす各種阻害剤の作用

を検討した。

(Propranololの作用）

非特異的β-antagonistであるpropranolol(1"M,10"M)を、各種β-agonistを処置

する一時間前に処置した。Clenbuterol(10"M)、tulobuterol(10"M)、isoproterenol(1

"M)を培養1日目から7日目まで培地中に添加し、培養7日目にTRAP染色を施し、定量し

た結果をFigl6に示した。Propranololl"Mを前処置した場合に、isoproterenolによる

破骨細胞形成の増加が有意に抑制された。PropranolollO"Mを前処置した場合に、各種β

-agonistの破骨細胞形成の増加作用は有意に抑制された。
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0.01,respectively
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(Butoxamineの作用）

β2選択的antagonistであるbutoxamine(1"M,10"M)を、各種β-agonistを処置す

る一時間前に処置した。Clenbuterol(10"M)、tulobuterol(10"M)、isoproterenol(1

"M)を培養1日目から7日目まで培地中に添加し、培養7日目にTRAP染色を施し、定量し

た結果をFigl7に示した。ButoxaminelO"Mを前処置した場合に、各種β-agonistの破

骨細胞形成の増加作用は有意に抑制された。

(H89の作用）

ProteinkinaseA(PKA)の阻害剤であるH89(1"M,10"M)を、各種β-agonistを

処置する一時間前に処置した｡Clenbuterol(10"M)、tulobuterol(10"M)、isoproterenol

(1"M)を培養1日目から7日目まで培地中に添加し、培養7日目にTRAP染色を施し、定

量した結果をFigl8に示した。H8910"Mを前処置した場合に、各種β-agonistの破骨

細胞形成の増加作用は有意に抑制された。

RT-PCR法による検討

各種β-agonist処置による骨髄細胞培養系（破骨細胞形成系）での0DF,mlF､CT-R､RANK、

COX-2、IL-6、IL-1βのmRNA発現量への影響を調べた。Clenbuterol(10"M)、tulobuterol

(10"M)、isoproterenol(1"M)をそれぞれ培養3日目に培地中に添加し作用させた。薬

物を処置して1，3，6，12，24時間後に細胞を採取して、RT-PCR法にて各種mRNA量の発現

量を検討した。

1)0DF、OCIFInRNA発現への影響

骨芽細胞・間質細胞表面に発現し、破骨細胞の分化に必須の因子である0DF、さらに0DF

のdecoyreceptorとして知られ、破骨細胞分化を抑制するMIFのInRNAの発現への影響を

検討した結果をFigl9に示した。0DFのInRNA発現はclenbuterol処置の1時間後において

顕著に増加し、その後減少していった。そしてこの傾向はtulobuterol、isoproterenolに

おいても同様であった。一方、0CIFのInRNA発現はclenbuterol処置の1時間後に減少し、

その後も時間と共に減少した。そしてこの傾向はtulobuterol、isoproterenolにおいても

同様であった。

2)RANK、CT-RInRNA発現への影響

破骨細胞やその前駆細胞で発現する遺伝子としてRANK、CT-Rを選択し、これらのInRNAの

発現への影響を検討した結果をFig20に示した。RA脈、CT-Rの両mRNA発現は培養経過と共

に増加したが、clenbuterol処置における変化は認められなかった。そしてこの傾向は

tulobuterol，isoproterenolにおいても同様であった。
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3)COX-21nRNA発現への影響

pGE2は破骨細胞の分化に促進的に働くとされることから、その合成酵素であるCOX-2の

mRNAの発現を検討した結果をFig21に示した。COX-2のInRNA発現はclenbuterol処置の1

時間後において顕著に増加し、その後減少していった。そしてこの傾向はtulobuterol、

isoproterenolにおいても同様であった。

4)IL-1β、IL-61nRNA発現への影響

骨吸収性のサイトカインとして知られるIL-1β及びIL-6のInRNA発現の変化を検討した結

果をFig22に示した。IL-1β及びIL-6いずれのInRNA発現もclenbuterol処置の1時間後

において顕著に増加し、その後減少していった。そしてこの傾向はtulobuterol，

isoproterenolにおいても同様であった。

ST2細胞単独培養系における骨芽細胞分化に及ぼすclenbuterol及び他のβ一agonist

の影響

マウス骨髄由来の間質細胞株であるST2細胞にascorbicacid、β-glycerophosphateを

いれて培養し､骨芽細胞培養系としたものにclenbuterol及び他のβ-agonistを添加するこ

とで、骨芽細胞分化に及ぼす各薬物の影響を検討した。

Clenbuterol及び他のβ一agonistの作用

ST2細胞単独培養系における骨芽細胞分化に及ぼすclenbuterol及びtulobuterol、

isoproterenolの作用を検討するために、各種濃度の薬物を培養1日目から7日目まで培地

中に添加し、培養7日目にALP染色を施し、定量した結果をFig23に示した。

Clenbuterol処置により濃度依存的にALP活性陽性細胞形成の増加傾向が確認され、

clenbuterollOO"MにおいてALP活性陽性細胞形成が有意に増加した。

Tulobuterol処置により濃度依存的にALP活性陽性細胞形成の増加傾向が確認され、

tulobuterollOO"MにおいてALP活性陽性細胞形成が有意に増加した｡また､isoproterenol

処置により各濃度でALP活性陽性細胞形成が有意に増加し､その効果は濃度依存的であった。

β-Agonistによる骨芽細胞形成に及ぼす各種阻害剤の作用

ST2細胞単独培養系における各種β-agonistの骨芽細胞形成作用に及ぼす各種阻害剤の作

用を検討した。

1)Butoxamineの作用

β2選択的antagonistであるbutoxamine(1"M,10"M)を、各種β一agonistを処置す

る30分前に処置した。Clenbuterol(100"M)、tulobuterol(100"M)、isoproterenol(1

"M)を培養1日目から7日目まで培地中に添加し、培養7日目にALP染色を施し、定量し

た結果をFig24に示した。
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2)H89の作用

ProteinkinaseAの阻害剤であるH89(1"M,10"M)を、各種β一agonistを処置する

1時間前に処置した。Clenbuterol(100"M)、tulobuterol(100"M)、isoproterenol(1"

M)を培養1日目から7日目まで培地中に添加し、培養7日目にALP染色を施し、定量した

結果をFig25に示した。

ST2細胞と非付着性骨髄細胞の共存培養系におけるclenbuterolの作用

以上の結果より、clenbuterolによって破骨細胞の分化が促進することが明らかとなった。

そこで、破骨細胞と骨芽細胞・間質細胞の相互作用における薬物の作用をより浮き彫りにす

るために、付着性である骨芽細胞・間質細胞や様々なサイトカインを放出するマクロファー

ジを取り除いた骨髄細胞と、その細胞の分化を支持する細胞であるST2細胞のみが存在する

共存培養系にて、clenbuterolの作用を検討した。

破骨細胞形成に及ぼすclenbuterolの作用

共存培養系における破骨細胞形成に及ぼすclenbuterolの作用を検討するために、

clenbuterol(0.1～100"M)を共存培養開始1日目に培地中に添加し作用させた。その後

14日間培養した後TRAP染色を施し、定量した結果をFig26に示した。Clenbuterol(0.1

~100"M)処置によりTRAP活性陽性細胞形成が有意に増加し、その効果は濃度依存的であ

った。また、比較のため、ST2細胞単独培養系にclenbuterolを作用させた時のALP活性陽

性細胞の変化のグラフもFig26に示した。

共培養系におけるTRAP活性陽性細胞の形成増加率(%ofcontrol)はST2細胞単独培養

系におけるclenbuterolのALP活性陽性細胞の形成増加率に比べ著しく大きいものであった。

ST2細胞を用いたRT-PCR法による検討

1)0DF，OCIFInRNA発現への影響

Clenbuterolの共存培養系における破骨細胞分化を支持するフイーダーであるST2細胞単

独培養系において発現する0DF､0CIFのInRNA発現量への影響を調べた｡Clenbuterol(100"

M)を培養3日目に培地中に添加し作用させた。薬物を処置して1，3，6，12，24時間後に

細胞を採取し、RT-PCR法にて0DF，0CIFのInRNA量の発現量を検討した結果をFig27に示し

た。0DFのInRNA発現はclenbuterol処置の1時間後において顕著に増加し、その後減少して

いった。一方、0CIFのInRNA発現はclenbuterol処置における変化は認められなかった。
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2)COX-2mRNA発現への影響

pGE2の合成酵素であるCOX-2のlnRNAの発現を検討した結果をFig27に示した。COX-2

m剛A発現はclenbuterol処置の1時間後において顕著に増加し、その後減少していった。

の

3)IL-1β、IL-6mRNA発現への影響

骨吸収性のサイトカインのIL-6のInRNA発現の変化を検討した結果をF1g27に示した。

IL-6のInRNA発現はclenbuterol処置の1時間後において顕著に増加し、その後減少してい

った。一方、IL-1βのInRNAの発現は認められなかった。
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非付着性骨髄細胞培養系におけるclenbuterolの作用

ここまでで、破骨細胞と骨芽細胞・間質細胞の相互作用におけるclenbuterolの作用を検

討した。ここでは培養系をさらに単純化してST2細胞も含まず、骨芽細胞・問質細胞を取り

除いた培養系で破骨細胞及びその前駆体のみに及ぼすclenbuterolの作用を検討した。

C1enbuterol(0.1～10"M)を培養2日目から5日目まで作用させた後､TRAP染色を施し、

定量した結果をFig28に示した。C1enbuterollO"M処置した場合に、僅かであるが破骨

細胞形成の減少傾向がみられた。
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Ⅳ考察

ラットの骨組織に及ぼす影響では､骨長､骨密度とも有意な低下(P<0.05)が認められた。

この結果は、北浦ら95)の報告と一致した。また、ラットの骨折モデルでβ-antagonistの

propranololが予防的に働くことが報告されている118)。さらに最近、脂肪細胞から分泌さ

れ視床下部の摂食中枢に作用して食欲を調節するホルモンである【19)1eptinが中枢性に骨

形成を抑制することが報告された120）が、このleptinの作用に交感神経系の関与が報告さ

れており』21,122)、leptinをβ-antagonistのpropranolol投与下で投与すると、骨形成の減

少が防止されることや【23)、leptinを欠損させたob/obマウスでみられる骨量の増加をβ

-agonistであるisoproterenolが阻害することが報告123)されている。本研究における結

果はこれらの報告を支持するものであると思われる。しかし、一方で、Zemanら94)は、

clenbuterolが除神経したラットの骨量の低下を防止することを報告しているが、これは

clenbuterolが除神経による筋力の低下を防止することで、骨への負荷の低下を防止し、そ

の結果骨量の低下を防ぐという報告であり、clenbuterolが直接骨量を増加させるのではな

いことも報告している。よって今回の結果に反するものではないと考えられる。

ラットでの検討により、clenbuterol投与により骨組織への悪影響が示唆された｡そこで、

clenbuterolの骨に対する作用の詳細を調べる為に、様々な培養系を用いて骨形成を担う骨

芽細胞と、骨吸収を担う破骨細胞に及ぼす影響を以下に検討した。

骨芽細胞に及ぼすclenbuterolの影響を調べるために、マウス骨髄細胞初代培養系に

ascorbicacid等を加えることで骨芽細胞培養系としたものにclenbuterolを処置したとこ

ろ、10"Mまでの濃度でわずかに骨芽細胞形成の増加傾向がみられたものの、有意な変化で

はなかった。また、clenbuterolの作用を他の同種薬物と比較する為に、clenbuterolと同

じく強いβ2-reCePtOr選択性を有するtulobuterolと、非選択的βーagonistである

isoproterenolを用いて検討を行ったところ、tulobuterolでも10"Mまでの濃度で骨芽細

胞形成の増加傾向が得られたものの、有意な変化ではなかった。Isoproterenolでは濃度依

存的に骨芽細胞の形成を促進した。

一方、破骨細胞に及ぼす影響を調べるために、マウス骨髄細胞初代培養系にcalcitriol

等を加えることで破骨細胞培養系としたものを用いた。骨髄細胞中には多種多様な細胞が混

在するが、この中の単球・マクロファージ系の血液幹細胞である破骨細胞前駆細胞が、間葉

系幹細胞の支持を受けて破骨細胞に分化する。この過程でclenbuterolがこれらの細胞の働

きに影響を与えるか否かを検討した結果、clenbuterol処置により破骨細胞形成の増加が観

察された。また、tulobuterol、isoproterenolでも同様に破骨細胞の増加が観察された。そ

して、この作用は、β非特異的antagonistのpropranolol、β2-antagOniStのbutoxamine、

PKAの阻害剤であるH89で抑えられた。このことから、β一agonistの破骨細胞形成の増加

作用は、cAMPの上昇を介していることが示唆された。この作用の詳細を検討するべく、骨髄

細胞培養の破骨細胞形成系において各種骨代謝関連因子のInRNA発現の変化を調べた。

骨芽細胞．問質細胞表面に発現し、破骨細胞の分化に必須の因子であるODFの、剛A発現
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を調べたところ､clenbuterol処置により0DFのIIIRNA発現の増加が観察された｡Tulobuterol、

isoproterenolを処置した場合にも同様の結果が得られた。0DFを誘導するシグナルとして

は、IL-6､IL-11などによるgpl30系、活性型ビタミンDとそのreceptorを介する系､PTH、

pGE2などによるPKAを介する系の3つが知られている【24)。更に最近、ionomysin処理や細胞

外カルシウム濃度の上昇により細胞内カルシウム濃度が上昇するとproteinkinaseC(PKC)

が活性化され、それによっても0DFの発現が促進されることが報告されている』25)。今回の

0DFのInRNA発現増加の結果は、clenbuterolによりPKAが活性化されたことで生じたもので

あると思われる。

一方、0DFのdecoyreceptorとして真の0DFreceptorであるRANKと競合し、RAMより

はるかに高い親和性で0DFに結合することにより0DFの活性を抑制し、破骨細胞の分化を抑

制する0CIFのInRNA発現を調べたところ、clenbuterol処置により0CIFのInRNA発現は減少

していた。Tulobuterol、isoproterenolを処置した場合にも同様の結果が得られた。0CIF

は様々なホルモンやサイトカインなどにより調節を受けているⅡ26-130）が、その中でPTHは

0CIFの発現を抑制することが報告されており131-133)､その抑制メカニズムとしてcAMPの上昇

の関与が報告されている133)。また、cAMPanalogueであるdibutyrylcAWによってもOCIF

InRNA発現が抑制されること【33)から、今回clenbuterolによりOCIFInRNAの発現が減少した

のはcAMPの上昇を介するものであると考えられる。

次いで、破骨細胞やその前駆細胞で発現する遺伝子であるRAM、CT-RのInRNA発現を調べ

たところ、両InRNAとも培養時間の経過とともに発現の上昇がみられたが、clenbuterol処置

による発現の増加は観察されなかった。Tulobuterol、isoproterenolを処置した場合にも同

様の結果が得られた。Clenbuterolが破骨細胞形成を増加させることを考えると、破骨細胞

表面に発現するRANK、CT-RIIIRNA量は増加すると予想されたが、今回の結果は予想に反する

ものであった。この理由としては、細胞を採取した時期が培養3～4日目と破骨細胞の分化

初期であるため､薬物による分化の差が表れなかったものと思われる。このことについては、

細胞の採取時期を遅らせるなど今後の検討が必要であると思われる。

一方、破骨細胞の分化を促進するものとして、pGE2が挙げられるが、clenbuterolによる

cAMPの上昇によりpGE2の上昇が予想されるため、その合成酵素であるCOX-2のInRNA発現を

ところ、clenbuterol処置によりCOX-2のInRNA発現の増加が観察された。Tulobuterol、

isoproterenolを処置した場合にも同様の結果が得られた。

さらに、骨吸収性サイトカインとして知られるIL-1β、IL-6の発現を調べたところ、

clenbuterol処置により両InRNAとも発現の増加が観察された。IL-1βはpGE2やforskolin、

dibutyrylcAMPによってInRNA発現が増加することが報告されており』34)､IL-6もepinephrine

でInRNA発現が増加する135-137)ことや、forskolin、dibutyrylcAMPによってInRNA発現が増

加する138）ことが報告されており、今回の結果はこれらを支持するものであると思われる。

IL-1β、IL-6は破骨細胞の分化を促進し、かつ成熟破骨細胞の生存を促進することが知られ

ており【39-142)､ヒト骨芽細胞において0DF発現を増加させることが報告されていることから、
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今回のclenbuterolによるODFInRNAの発現の増加はIL-1β及びIL-6のInRNA発現の増加に

よる寄与も考えうる。

RT-PCR法での検討によって、clenbuterolは骨芽細胞に作用し、ODFの発現と活性化を促

し、さらに可溶性のタンパクであるOCIFに作用しその発現を抑制することで、骨芽細胞と

破骨細胞の相互作用を介して、間接的に破骨細胞の分化を促進することが示唆された。また、

pGE2やIL-1β及びIL-6などの因子も破骨細胞の分化促進に関与している可能性が示唆され

た。なお、骨芽細胞との相互作用により破骨細胞が分化・成熟していく様子をFig29に示

す。

以上の骨髄細胞培養系における検討から、クレンブテロールは骨芽細胞の分化にはあまり

影響せず、骨芽細胞と破骨細胞との相互作用を強めることで破骨細胞の分化を促進すること

が示唆された。そこで、さらにクレンブテロールの作用を詳しく調べるために、骨髄細胞の

ように、骨芽、破骨細胞の分化に関与する細胞以外の多種の細胞を含まない、より簡潔な培

養系を用いて検討した。

マウス骨髄由来の間質細胞株で、ascorbicacid等を加えることで骨芽細胞へと分化する

ST2細胞単独培養系にclenbuterolを処置したところ、高濃度の処置で骨芽細胞形成の有意

な増加がみられた。また、tulobuterolとisoproterenolを用いて検討を行ったところ、

tulobuterolでも高濃度で骨芽細胞形成の有意な増加がみられた。isoproterenolでは低い

濃度でも骨芽細胞形成の有意な増加がみられた。そして、これらβ-agonistの骨芽細胞形成

の増加作用は、β2-antagOniStのbutoxamine及びPKAの阻害剤であるH89で抑えられた。

このことから、β-agonistの骨芽細胞形成の増加作用は、cAMPの上昇を介していることが

示唆された。この結果は、PTH、pGE2、PDE4などのβ-agonistと同じくcAMPを上昇させる薬

物での報告と一致するものであった。そして、ST2細胞での検討により、骨髄細胞では僅か

であったclenbuterolの骨芽細胞の分化に及ぼす作用が、明白に観察された。

次いで、骨髄細胞培養系でみられたClenbuterolの破骨細胞形成の増加作用をさらに浮き

彫りにするために、骨髄細胞の中から成熟マクロファージや骨芽細胞に分化する可能性を持

つ間質細胞・骨芽細胞といった付着性の細胞を取り除き、非付着性の骨髄細胞を破骨細胞前

駆体として用い、その細胞の分化を支持する細胞であるST2細胞との共存培養系にて検討を

行った。この培養系により、破骨細胞前駆細胞と骨芽細胞・間質細胞との相互作用に及ぼす

薬物の影響を詳しく検討することができる。Clenbuterol処置により破骨細胞形成の増加が

観察された。そしてこの作用は骨髄培養における作用より顕著なものであった。この原因と

しては、骨髄細胞は破骨細胞分化に関与する細胞以外にも多種多様な細胞が混在しているた

め、それらの細胞が骨芽細胞・間質細胞からのシグナルを破骨細胞及びその前駆細胞が認識

するのを何らかの形で妨害しているのではないかと思われる。共存培養系では破骨細胞分化

に関与する2種の細胞がさらに選択されているので、骨芽細胞からのシグナルをより鮮明に

受け取ったのではないかと思われる。また、clenbuterol処置による共培養系における破骨

細胞の形成増加率(%ofcontrol)はST2細胞単独培養系におけるclenbuterolの骨芽細胞
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の形成増加率に比べ著しく大きいものであった。このことから、clenbuterolは骨芽細胞に

作用することで、骨芽細胞と破骨細胞間の相互作用を強め、破骨細胞の分化を強力に誘導す

るが、骨芽細胞の分化への影響は比較的小さいものであることが示唆された。

共存培養系における破骨細胞の支持細胞として用いているST2細胞を用いたRT-PCR法に

よる検討では､clenbuterol処置により予測されたように0DFのInRNA発現の増加がみられた。

しかし、骨髄培養系における場合とは異なり0CIFのInRNA発現の減少は観察されなかった。

これは、Leeら131)によってOCIFInRNA発現の細胞種による感受性の相違が報告されている

ように、今回はST2というクローン化した細胞株における検討のため、骨髄細胞という多種

多様な細胞が混在した系との違いと思われる。

一方、骨吸収性の因子であるCOX-2、IL-16､IL-6のmRNA発現を調べたところ、骨髄細

胞での結果と同様にclenbuterol処置によりCOX-2､IL-6の､剛A発現の増加がみられたが、

IL-1βの､剛A発現は今回の条件においては認められなかった。

共存培養系における検討より、骨芽細胞と破骨細胞の相互作用に及ぼすclenbuterolの作

用は明らかにされた。そこで、破骨細胞単独に及ぼす作用を調べるために、非付着性骨髄細

胞培養系にて検討を行った。この培養系は、骨芽細胞・間質細胞をすべて取り除いた系であ

り、破骨細胞の生存を支持するためにrecombinantの可溶性0DFとM-CSFを培地に添加する

ことで破骨細胞単独の培養を可能にしたものである。この培養系は1998年に0CIF、0DFが

発見された後、可能になった培養法である。M-CSFは骨芽細胞・間質細胞から分泌されるこ

とが知られており、0DFが機能するために必要であることが報告されている143)。従って、

0DFとM-CSFの両サイトカインの添加が必要となる｡この培養系を用いることでclenbuterol

の骨芽細胞・間質細胞を介さない破骨細胞への直接的な作用を検討した。Clenbuterol処置

により僅かではあったが、破骨細胞形成の減少傾向が観察された。これは共存培養での結果

と併せて考えると、矛盾しているように思える。しかし、glucocorticoid、endothelin、

HepatocyteGrowthFactor(HGF)などの骨芽細胞を介して間接的に破骨細胞の分化を促進

する因子も、破骨細胞単独に直接的に作用する場合はその活性を抑制することが報告されて

いる144~146)。さらに、calcitoninは破骨細胞の細胞内cAWを上昇させることで、破骨細胞

の分化を抑制することが知られている。これらのことから、clenbuterolは破骨細胞のみが

存在する系においては、その細胞内cAMPを上昇させることで僅かに破骨細胞の分化を抑制

することが示唆された。

本研究における結果より、clenbuterolは成長期のラットにおいて骨への悪影響が示唆さ

れた。そしてそれは、clenbuterolが骨芽細胞と破骨細胞の相互作用を強めることで破骨細

胞の形成を強力に促進することに起因することが示唆された。
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第4章まとめ

本研究では前半を横紋筋である心筋と骨格筋組織を対象にし、後半を骨組織を対象とした

ので個々にわけてまとめる。

心筋と骨格筋組織におけるアドレナリン受容体作動薬の一つであるクレンブテロールの影

響を従来の蛋白質レベルからさらに詳しく調べるため、収縮特性と代謝特性にかかわる種々

の蛋白質のInRNA発現レベルから検討した。

得られた結果は次の通りである。

（1）雌ラットへのクレンブテロール投与による成長に及ぼす影響に関しては、心臓、遅筋

であるSOL、速筋であるEDLのすべてにおいても、筋湿重量の増加が認められた。

（2）収縮特性に関しては、ⅧCアイソフオーム変化において、SOLにおけるTypelでの有

意な減少とそれに伴ったTypenxの有意な増加が認められ､速筋化が認められた｡また、

EDLではⅧCのアイソフォームには、差が認められず、クレンブテロールの影響はほと

んど無いと考察された。

MyoDのIIIRNA発現に関して、SOLにおいて有意な増加が観察されたが、一方EDLにおい

ては影響が認められなかった。

（3）代謝特性に関しては、心筋の乳酸代謝には変化は見られなかったが、骨格筋において

はSOLにおけるLDHアイソザイムのLDH-M型の増加が見られたことにより乳酸代謝の

速筋型化が考察された。

(4)MCT1とCD147蛋白発現において、心筋では変化は見られず、骨格筋ではSOLとEDL共

に蛋白発現の減少が認められたが、InRNA発現ではMCTlで蛋白発現とよく一致したが、

CD147では変化が見られなかった。

(5)UCP3のInRNAの有意な増加がSOLで見られたが、EDLにおいては変化が見られなかっ

た。

これらのことにより、クレンブテロール投与により、LDHアイソザイムのように速筋のEDL

よりも遅筋のSOLにおいて顕著な変化が見られたことは、β2レセプターを介した事による
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ものと考えられる。しかし、MCTl、CD147やUCP3での結果のようにβ2レセプターの少ない

EDLのほうに強く影響したことは､間接的な影響が考えられIGF-1の関与も含め今後の検討

課題である。

MCT1とCD147の発現制御に何らかの相関性が示唆されたが､InRNA発現の解析によりCD147

はMCTlに影響を与えるがそれ自体はMCT1とは異なる制御を受けている可能性が考察された。

また、脂質代謝や呼吸によって生じる内膜のプロトン濃度勾配をATP合成をすることなく解

消し、熱を発生するといわれているUCP3に関しては、β2レセプターが豊富にあるSOLにお

いて強く作用したものと考察された。MCT1との関与に関しては、MCT1の減少に伴い細胞内

に蓄積されたプロトンを処理するためUCP3の増加が起こったものと推察された。

乳酸代謝の更なる解明には､IGF-1などの関与を遺伝子発現レベルから測定することや、

心肥大に関与していると示唆されているカルシニューリンやレニンーアンギオテンシン系

の検証も今後の検討課題である。また、脂質代謝への関与はぺルオキシソーム増殖因子活性

化受容体γ(PPARy)やGLUT4などの因子の関与も解決すべき今後の興味深い検討課題であ

る。

次に、骨組織において得られた結果を要約すると以下の通りとなる。

l.ST2細胞ではβ2~ARのInRNA発現はみられたが､β,-ARのInRNA発現は認められなかった。

骨髄細胞培養系、非付着性骨髄細胞培養系では両receptorとも発現が認められた。

2．マウス骨髄細胞培養における骨芽細胞形成系において、clenbuterol処置により骨芽細

胞の増加傾向がみられた。

3．

4．

マウス骨髄細胞培養における破骨細胞形成系において、clenbuterol処置により破骨細

胞の形成が増加し、その作用はpropranolol、butoxamine、H89によって抑制された。

マウス骨髄細胞培養における破骨細胞形成系において、clenbuterol処置によりODF、

IL-6、IL-1β、COX-2のInRNA発現が増加した。また、OCIFのInRNA発現は低下した。

RANK、CT-Rの発現は変化しなかった。

5.ST2細胞単独培養系において、clenbuterol処置により骨芽細胞の形成が増加し、その

85



6．

作用はbutoxamine、H89によって抑制された。

ST2細胞と非付着性骨髄細胞による共存培養系において、clenbuterol処置により破骨

細胞の形成が増加した。この増加はST2細胞単独培養系における骨芽細胞の形成の増加

作用に比べ著しいものであった。

7.ST2細胞において、clenbuterol処置により0DF､IL-6､COX-2のInRNA発現が増加した。

また、0CIFのInRNA発現は変化しなかった。

8．非付着性骨髄細胞において、clenbuterol処置により破骨細胞の形成の弱い減少傾向が

みられた。

以上より、clenbuterolはβ2-reCePtOrを介しcAMPを上昇させることで、0DF、0CIF等の

破骨細胞の形成に関わる因子に作用し、骨芽細胞と破骨細胞間の相互作用を強め、破骨細胞

の形成を強力に増加させることが示唆された。そして、その増加作用は骨芽細胞の形成の増

加に比べ顕著に大きいものであるため、骨吸収が優位になり、ラットの骨組織に悪影響を及

ぼした可能性が示唆された。

これらのことから、筋の肥大を目的としてclenbuterolをドーピングとして安易に用いる

ことは、とりわけ若年層においては、危険をはらんでいることが示唆された。また、

clenbuterolの骨粗髭症の治療への応用に関しては、今回の成長期のラットを用いた研究に

おいては、有用性が見出せなかった。

身体トレーニングにおいて無酸素運動で生体内に増加すると推測される高濃度乳酸を薬

物として単独負荷して検討したところ、骨芽細胞の増殖が促進されることが確認された。こ

のことはclenbuterolが蛋白Aキナーゼ(PKA)を介した解糖系代謝の冗進だけでなく蛋白C

キナーゼ(PKC)やその他の細胞内調節機能を変動させる極めて複雑な作用機序を有してい

ることを示唆する重要な知見をもたらすものであり、筋肥大のみに注目して薬物を使用する

ことは、他の臓器においては有害な作用を発生する危険性を否定できない。これは身体トレ

ーニングで生じる臓器間の相互の微妙な調節の重要性の存在を示唆するものであり、臓器間

のクロストークによる調節機構を解明した上で薬物を適切に使用することの必要性を示唆

するものであり、今後この方面での詳細な研究の進展を図る必要性を提案するものである。
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