
 
 

吉田 一 論文内容の要旨 
 

 

主  論  文 

 

         Pepstatin A, an aspartic proteinase inhibitor, suppresses 

                RANKL-induced osteoclast differentiation 

 

         ペプスタチン A（アスパラギン酸プロテアーゼインヒビター）は 

       RANKL により誘導される破骨細胞分化を抑制する 
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  緒   言 

   破骨細胞は様々なプロテアーゼを産生し、これらは骨吸収において重要な役   

  割を果たしている。メタロプロテアーゼである MMP-9 あるいはシステインプロ  

  テアーゼであるカテプシン Kは骨吸収に関与していることが知られている。し 

  かし細胞内アスパラギン酸プロテアーゼであるカテプシン D・E（CD・CE）は、 

  その役割についてほとんど知られていない。そこで今回は CD・CE の阻害薬で 

  あるペプスタチン Aを作用させることによる破骨細胞への影響を検討した。 

 

  対象と方法 

   実験動物として５〜６週齢の雄の ddY マウスを用いた。細胞培養法としては、    

  プロスタグランジン E2とビタミン D3の存在下で、マウス頭蓋骨より採取した骨  

  芽細胞様細胞と骨髄細胞との共培養系、骨髄細胞に M-CSF と RANKL を加えた系、 

  骨髄細胞を Sephadex G-10 カラムに通し、できるだけ骨芽細胞様細胞を取り除 

  き M-CSF と RANKL を加えた系を行い、破骨細胞のマーカーである tartrate- 

  resistant acid phosphatase(TRAP)の染色をし、ペプスタチン A添加群と非添 

  加群の破骨細胞数を比較した。RT-PCR 法は 5日間培養した骨芽細胞様細胞と、 

  骨髄細胞をG-10カラムに通して3日間培養した細胞、real-time RT-PCR法はbone  

  marrow macrophage(BMMs)を培養した細胞から total RNA を抽出し、逆転写を行  

  った後、それぞれ標的遺伝子の特異的 primer を用いて PCR を行った。プロテア 



  ーゼ活性の測定は、酸変性させたヘモグロビンと細胞抽出液を pH3.8 にて 40℃ 

  で 40 分間反応させ、トリクロロ酢酸で停止させた後、遠心し、その上清を BCA kit    

  にて測定した。またウエスタンブロット法により RANKL 刺激によるシグナル伝 

  達の解析を行った。 

 

  結   果 

   全ての系においてペプスタチン A添加群は濃度依存的に破骨細胞数の減少が 

  観察されたが、骨芽細胞様細胞の mRNA レベルにおける M-CSF、 RANKL、OPG の 

  発現量に差はみられず、破骨細胞の膜受容体にも変化を認めなかった。ペプス 

  タチン Aは破骨細胞分化過程の 0−3 日に添加した群が 3−5 日に添加した群よ  

  り強い抑制効果がみられた。また CD・CE のプロテアーゼ活性はペプスタチン A 

  による破骨細胞数抑制効果がみられない低濃度で抑制されていた。さらに RANKL 

  下流シグナルにおける解析では ERK のリン酸化、NFATc1 発現量の抑制が観察さ  

  れた。 

 

  考   察 

   ペプスタチン Aは濃度依存的に破骨細胞分化を抑制した。この抑制は骨芽細  

  胞ではなく破骨細胞に直接作用しており、細胞内アスパラギン酸プロテアーゼ 

  であるカテプシン Dに非依存的であった。またこの抑制作用は血液幹細胞から 

  単核破骨細胞に分化する過程において強く作用していた。細胞内シグナル伝達 

  分子の解析から、ペプスタチン Aは ERK のリン酸化や NFATc1 発現量を抑制する 

  ことにより破骨細胞分化を抑制していることが示唆された。 

 

 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for high quality pre-press printing. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later. These settings require font embedding.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee575284e8e9ad88d2891cf76845370524d6253537030028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f0030028fd94e9b8bbe7f6e89816c425d4c51655b574f533002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c9069752865bc9ad854c18cea76845370524d521753703002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f300290194e9b8a2d5b9a89816c425d4c51655b57578b3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


