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緒 言

細胞 の分化増殖 因子のひ とつ であ るinsulin-

1ike growth factor (IGF)に は幾つかの特異的

な結合 蛋白(insulin-like growth factor binding

 proteing: IGFBPs)が 存在す る1).そ の うち,

 IGFBP-32)は 血 中 に 最 も大 量 に 存 在 す る

IGFBPで,GH依 存 的にその血 中濃度が変化 し,

GH作 用 に促進的 な作用 を有する可能性があ り,

 GH-IGF-I系 に おいて重要 な役割 を担 っていると

考 えられている蛋白であ る3).

成 長 ホルモン(GH)の 骨 成長促進作用 は局所

において産生 されているIGF-1が 仲 介 している

と考え られている4,5).しか しIGFBP-3も,IGF-1

と同様,線 維芽細胞,骨 芽細胞 をはじめ とす る

末梢組織由来の培養系 での産生が確 認され, GH

以 外 に もtransforming growth factor β (TGF-

β)6), epidermal growth factor (EGF)7)な ど

の因子による産生亢進作用が次々 と報告 されて

いる.こ れ らの因子 はIGFBP-3を 介 して,

GH-IGF-I系 の作用を促 進す る可能性8)が あ り,

 IGF-1と 他 の生理活性物質の相互作用 を検討す

る場合 にIGFBPの 要 素 も同時に検討す る必要

が あると考 えられ る.

1,25-DihydroxyvitaminD3(1,25-(OH)2D3)

は骨 芽細胞 の分化に重要 な因子の一つ であ る.

 1,25-(OH)2D3とIGF-Iは 骨芽細胞由来細胞

株 においてそのアル カリフォスフ ァターゼ活性

促 進 に 関 し て,協 同 的 に 作 用 す る と報 告 さ れ て

い る9)が, 1,25-(OH)2D3とIGFBPと の 関 係

を検 討 し た 報 告 は な く, 1,25-(OH)2D3とIGF-I

の 相 互 作 用 の 機 序 解 明 の 一 段 階 と して,今 回 骨

由 来 の 細 胞 系 でIGFBP-3に 対 す る1,25-(OH)2

D3の 影 響 を 検 討 し た.

対 象 と 方 法

細 胞 培 養

ヒ ト骨 肉 腫 細 胞MG63 (American Type

 Culture Collection, USA) 2×105/wellを24

穴multi-culture plateに て,10%牛 胎 児 血 清

(FCS, lrvine, USA)添 加 α-minimal essen

tial medium (α MEM, Gibco, USA)を 用 い

て3日 間, subconfluent stateま で 培 養 し た.

そ の 後,種 々 の 濃 度 の1,25-(OH)2D3を 加 え た

2%あ る い は10%FCS加 αMEMに 変 更 し,

以 下 の 実 験 を 行 っ た.

抗 血 清 の 作 成

IGFBP-3のacid stable β subunitに 対 す る

抗 血 清 を 家 兎 を免 疫 し て 作 成 し た.す な わ ち,

 New Zealand White Rabbitにrecombinant

 human IGFBP-3 β subunit peptide (Biogr

owth, USA) 150μgをFreund's complete

 adjuvantと 共 に3回 皮 下 注 し, Enzyme-linked

 immunosorbent assayに よ る 抗 体 価 が15000倍

に な っ た 抗 血 清 を実 験 に 利 用 し た.
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免疫細胞化学

上記MG63細 胞 を10%FCS添 加 αMEMで

さ らに48時 関 培養 し, confluentに な った状態で

上記抗血清 を用 いて,免 疫細胞化学的に細胞内

のIGFBP-3 β subunitの 検 出を行 った.ま ず,

細 胞を3.7%ホ ル ムアルデヒ ド液 で10分 間固定,

次 に内因性のペルオキシター ゼを0.3%H202/メ

タ ノー ル液30分 間処理 でブ ロック, PBSで500

倍 に希釈 した抗IGFBP-3 β 血 清 と30分 間室温

でincubate,洗 浄後,ワ サ ビペ ルオキシダーゼ

標識抗 ウサ ギIgGポ リクローナル抗体(Kir

kegaad & Perry Laboratories, USA)と

incubateし,そ の後,ペ ルオキシダーゼ基質(0.08

%, 3, 3'-diaminobenzidine tetrahydrochlor

ide, 0.01% H2O2, in 100mM Tris HCl pH7.5)

と7分 間反応させ た.対 染色 はhematoxylinで

2分 間染色 を行 った.

培養上清の電気泳動

培養上清 中のIGFBP-3分 子 の分 子量 を確 認

す るため, sodium dodecyl sulfate polya

crylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

後,抗 血清 を用 いてimmunoblottingを 行 った.

 10%FCS添 加 αMEMで2日 間培養 した培養

上 清 と1,25-(OH)2D3,10-8M加10%

FCSαMEMで2日 間培養 した培養上清 の2者

について,サ ンプル と同量のsample buffer (3

% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10%

 glycerol)と 共 に100℃1分 間加 熱 で処 理 後,

 SDS-10% polyacrylamide gelに て,電 動泳動

を行 った.そ の後,サ ンプル をsemidry method

で ニ トロセルロー ス膜に転写,抗 血清 とワサ ビ

ペ ルオキシダーゼ標識抗 ウサ ギIgGポ リクロー

ナル抗体 を用いて蛋 白分 子の検出 を行 った.

Enzyme-linked immunosorbent assay

 (ELISA) for IGFBP-3

96穴high adsorbent multi-titer plate (Max-

isorp, Nunc, Denmark)を 用 いて,培 養上清

のIGFBP-3測 定 の為のELISAを 作 成 した10)

(表).ス タ ンダー ドにはrecombinant human

 IGFBP-3 β peptideを0.1% BSA/PBSで 希

釈 して使用 した.ス タンダー ド濃度 と吸光度は

0.1か ら0.6×10-2nmol/mlの 濃度 内で良好 な直

線関係 を示 した(図1).培 養 に使用 した牛胎児

血清のIGFBP-3は この系では検出不能であっ

た.

培 養細胞中の蛋白含量はProtein assay sys

tem (Bio-Rad, USA)を 用 いて測定 し,IGFBP

-3は 蛋 白含量 当た りの量で表現 した.

表　 Enzyme-linked immunosorbent assayに よ る

IGFBP-3測 定 法

図1　 ELISAの 標 準曲線
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1,25-(OH)2D3添 加 実験

1)　1,25-(OH)2D3添 加 後時間による培養上

清中のIGFBP-3濃 度 の変化 を検討す るため,

 10-9Mの1,25-(OH)2D3を 加 えた10%FCS添

加 αMEMで 培 養 し,24,48,72,96時 間 後の

培養上清 中のIGFBP-3をELISAに よ り測定

した.

2)　1,25-(OH)2D3の 濃度 によるIGFBP-3

産生 への影響 を検討す る為, 1,25-(OH)2D3の

濃 度 を0,10-12M,10-11M,10-10M,10-9M,10-8

Mと 変 化 させた培地 について検討 を行 った.同

時に添加血清の影響 も検 討す るため,血 清無添

加,2%FCS添 加 αMEMと10%FCS添 加

αMEMの3者 について検討 を行 った.

3)　細 胞内IGFBP-3濃 度 の検討 を行 うため

6穴multi-culture plateに お いて同様の培養 を

行い, 1,25-(OH)2D3濃 度:0,10-10M,10-8M

の濃 度について培養上清の濃度 を検討す る と同

時に,超 音波破砕(10sec,×3: Handy sonic, 

Tomy Seiko Co., Tokyo, Japan)し た細胞

内成分について同様にELISAでIGFBP-3の 濃

度 を測定 した.

図2　 ヒ ト骨肉腫細胞MG63の 抗IGFBP-3抗 体に

よる免疫細胞学的染色(矢 印で染色陽性部位

を示す)

4)　 1,25-(OH)2D3の 誘 導 体 で あ る26, 27-

hexafluoro-1, 25-(OH)2D3, 2β
-(3-hydsox

ypropoxy) -1,25-(OH)2D3で,2%FCS添

加 αMEMにD誘 導体 を10-10M,10-8Mの 濃

度になるように加 え,添 加後48,72時 間 の培養

上清,細 胞内のIGFBP-3濃 度 を測定 した.

結 果

免疫細胞化学

抗 ヒ トIGFBP-3 β 血清 によってMG63の 核

周囲の細胞質 に特異的 な染色物質が確 認された

(図2).ほ とん どすべての細胞が染色陽性 であ

り,活 発 なIGFBP-3 β subunitの 合 成が推察

された.

培養上清の電気泳動

電気泳動に より,培 養上清か ら抗血清 と特 異

的に反応する2本 のバ ン ドが検 出された(図3).

最 も,明 瞭 なバン ドは分子量40-60KDに 相 当

す る もので,報 告 されて い る11)IGFBP-3 β

 subunitの 分 子 に相当 した.140-150KDに 相 当

す る も う一つ の高分 子 量 の特 異 的バ ン ドは

IGFBP-3の 全 分子 に相 当す る分子量であった.

図3　 MG63培 養 上 清 のSDS-PAGE

1:10%FCS添 加 αMEM,

2:10-8M1,25(OH)2D3,10%FCS添 加 α

MEM

高分 子 領 域(140-150KD)の 矢 印 がIGFBP

-3全 分 子 を,低 分 子 領域(40-60KD)の 矢

印 がIGFBP-3 β subunitを 示 す.
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1,25-(OH)2D3添 加 後の培養上清につ いて も同

様 の分子量のバ ン ドが検 出され,分 子量の変化

は認め なかった.

1,25-(OH)2D3添 加 実験

1)　1,25-(OH)2D3添 加 後,24時 間後には培

養上清 中のIGFBP-3の 濃 度は対象に比 し約2

倍 にまで増加 した.48時 間 後に約4倍 まで増加,

以後96時 間ま でほぼ一定 の濃度 を維持 した(図

4).

2)　 1,25-(OH)2D3の 濃 度に よるIGFBP-3

産 生 への影響: 1,25-(OH)2D3は 濃度依存的に

培養上清中のIGFBP-3濃 度 を増加 させ た.そ

の濃度変化 はFCS濃 度 に よって異なっていた.

す なわち, 2% FCS,添 加 時は1,25-(OH)2

D310-9Mか ら濃度の上昇がみ られその上昇率 も

わずかであったが10% FCS添 加 時 は, 10-11M

か らすでに上昇が認め られ, 10-10Mで ほ ぼ最大

効果が認められ,そ の上昇率 も大であった(図

5).無 血清培地ではIGFBP-3は 非常に低濃度

で測定不可能であった.

図4　 10-9M 1.25(OH)2D3添 加 後 のMG63培 養

上 清 中 のIGFBP-3濃 度 の 経 時 的 な 変 化

(1,25(OH)2D3非 添 加 群 との増 加 率)

図5　 1,25(OH)2D3濃 度 のMG63培 養 上 清 中

IGFBP-3濃 度 に 及 ぼ す 影 響(有 意 差 は

1,25(OH)2D3非 添加 群 との 間 で検 討 し た)

(open circle: 10% FCS添 加, closed cir

cle: 2% FCS添 加)

3)　 細 胞 内IGFBP-3濃 度 の 検 討:細 胞 内

IGFBP-3濃 度 も培 養 上 清 の 濃 度 とほぼ 平 行 して

推 移 し, 10% FCS添 加 培 地 で は1,25-(OH)2

D3濃 度:10-10Mで 最 大 効 果 が 認 め ら れ た(図

6).

4)　 1,25-(OH)2D3の 誘 導 体 で あ る2 β-(3

-hydroxypropoxy) -1
,25一(OH)2D3で は10-10

Mで26,27-hexafluoro-1,25-(OH)2D3で は10-8

Mで 最 大 と な るIGFBP-3の 濃 度 の 上 昇 が 認 め

られ た(図7). 1,25-(OH)2D3と 同 様,血 清

濃 度 が 低 い 状 態 で は, 1,25-(OH)2D3の 誘 導 体

に 対 す る 反 応 も乏 し か っ た.

考 察

IGFBP-3は, Baxterら12)に よ れ ば, acid

 labile α subunit, acid stable β subunit, IGF

図6　 1,25(OH)2D3濃 度 のMG63培 養 上 清並 び に

細 胞 質 内IGFBP-3濃 度 に 及 ぼ す 影響(open

 circle:細 胞 抽 出成 分closed circle:培 養 上

清)

図7　 1,25(OH)2D3の 誘導体添加のMG63培 養上

清中IGFBP-3濃 度に及ぼす影響
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の3つ のsubunitか ら構成 されている. IGF分

子 と直接結合す る能 力を有 しているの はacid

 stable β subunitで あ り,ま ず この β subunit

がIGFと 結 合 し,さ らにこの β subunit-IGF

 complexが 血 中に大量に存在するacid labile α

 subunitと 結 合 し,最 終的に140-150KDの 分 子

を形成 し血 中に存在す ると考 えられている.

今 回,こ の βsubunitに 対 す る抗体 を用 いて

ヒ ト骨肉腫細胞MG63か らのIGFBP-3 β

 subunitの 合 成 と,培 養上清中への分泌 を確認 し

た.そ の分泌は, 1,25-(OH)2D3に よって濃度

依存的に促進 され,細 胞内濃度の増加 も認め ら

れ る事 か ら, 1,25-(OH)2D3はIGFBP-3 β

 subunitの 合 成促 進 を促進 し,培 養上 清 中の

IGFBP-3増 加 を引き起こしていると考えられた.

 IGFBP-3産 生 と, 1,25-(OH)2D3の 効 果は培

地中の血清濃度に依存す る事か らその作用には

血清中の因子の存在が必要 であると考えられた.

分 泌され たIGFBP-3分 子 の分子量の変化 は

immunoblottingで は証 明されなかった. IGFBP

-3 β subunitに は妊婦血 中な どに 特異的な蛋

白分解酵素活性が存在す る事が知 られている13).

今 回 の検討では,蛋 白分解酵素活性 の検討は行

っていないが, immunoblotting上 で分 子量の変

化,新 たな低分子物質の出現 などは認めてお ら

ず, ELISAに 影 響す る程 の蛋 白分解酵素活性 は

認め られない と考 えられた.

IGFBP-3の 末 梢組織 での合 成及 び分泌は多

くの 因子 に よ って規 定 され てい る. Growth

 hormone14), transforling growth factor-β6),

 epidermal growth factor7)な どが強力 なIGFBP

-3分 泌 促進因子 として報告 されてい る 125-

(OH)2D3がIGFBP-3の 産生 を促進す る機序

につ いては,添 加す る牛胎児血清の濃度に依存

して1,25-(OH)2D3に よ るIGFBP-3産 生 促進

が顕著にみ られ る事か ら, 1,25-(OH)2D3は 胎

児血清中のIGFBP-3産 生促進 因子の作用 の増

強 を介する機序 によって, IGFBP-3産 生 を促

進 している可能性が考 えられ る. Petkovichら15)

は 胎 児ラッ ト頭頂骨 由来の細胞 の培養系 にお い

て, 1,25-(OH)2D3投 与 に よって,ラ ッ ト腎細

胞 を用 いたbioassay系 に おけるTGF-β 活 性

増加, EGF receptor数 の 増加 を認めた と報告

してい る.そ の報告 によれば, EGFのbinding

は1,25-(OH)2D310-9Mか ら増加, 10-7Mで

は添加後24時 間で既に投与効 果が出現 している.

 1,25-(OH)2D3は これ ら, TGF-β, EGFな ど

の作用を介 して, IGFBP-3産 生 を増強す る可

能性があると考 え られた.

黒瀬 らは,マ ウスの骨芽細胞様細胞MC3T

3-E1に お けるアルカ リフォス ファターゼ活性

充進 に関 して, 1,25-(OH)2D3とIGF-Iは 相

乗的 な作 用 を有す る と報告 し9),さ らに1,25-

(OH)2D3に よ るIGF-I receptorの 増 加 を証

明 している16).井上 らは, MC3T3-E1, MG63

どち らの細胞において も1,25-(OH)2D3に よ る

IGF-I receptor mRNAの 増 加は認め られ なか

った と報告 している17). 1,25-(OH)2D3がIGF-I

の濃 度に及ぼす影響につ いては黒瀬 らは変化 を

認め なかったとしている18). IGFBP-3は, IGF-I

作 用 に促進的に作用す る場合 と抑制的 に作用す

る場合があ る事が知 られている. De Mellowは

ヒ ト皮膚線維芽細胞の培養 において, IGFBP-

3の 前 処置によ りIGF-Iの 作 用は増強 され,

 IGFBP-3の 同 時添加によってIGF-Iの 作 用は減

弱す ると報告 している18).他に も同時添加による

free IGF-I分 子 の作用の減弱は他 に も報告が認

め られ る19).これ は,結 合蛋 白の性質 として, free

 IGF-1を 減 少 させ る作用 に起 因す ると想像 され

るが, IGFBP-3に 認 め られ るIGF-Iの 作 用 を

増強す る機序 については,最 近, Conoverら が,

牛 皮膚線維芽細胞の培養系において, IGF-I自

身 によって引 き起 こされるIGF-I receptorの

down regulationをIGFBP-3が 抑 制す ると報

告 してお り20),このreceptorのdown regulation

の抑 制はIGF-I receptorのlossを 防 ぐ事にな

り,結 果 としてIGF-I作 用 の増強,遷 延 を引 き

起 こす可能性が ある.

従 来の報告 と,今 回の結果 を総合 して考察す

る と1,25-(OH)2D3はIGFBP-3の 産 生増加 を

介 して, IGF-I receptorの 分 解抑制によ るrece

ptor数 の増加 を引 き起 こし,そ の結果, IGF-Iの

作 用 を増強す る可能性がある と考 えられた.

1,25-(OH)2D3は 強 力な骨吸収因子 として知

られてい る21).し か し, in vivoで は1,25-(OH)2

D3は 生 理的な濃度 で骨形成 を促進す る事が知 ら



328　 守 分 正

れてい る22).こ れ まで,こ の1,25-(OH)2D3の

骨 形成促進作用は骨芽細胞への直接作用ではな

く,カ ルシウム,リ ンの消化管か らの吸収増加,

腎 尿細管か らの再 吸収増加に よるもの と考 え ら

れて きた.今 回の実験結果か ら1,25-(OH)2D3

に よ るIGFBP-3産 生 増加 によるIGF-Iに よ

る骨形成 の促進 とい う新 しい機序 も考慮 しなけ

ればな らないと考 え られ た.

1,25-(OH)2D3の 新 しい誘導体26,27-hexa

fluoro-1,25-(OH)2D3,お よび2 β-(3-hydrox

ypropoxy)-1,25-(OH)2D3で も1,25-(OH)

2D3に 比 し,ほ ぼ同様 の作用が認め られた.こ

れ ら,種 々作 用 の強度 が異 な る薬剤 の うち,

 IGFBP-3産 生能に解離が認められる誘導体 を用

いたin vivoの 実 験で,さ らに1,25-(OH)2D3

の 骨 形成 に関わ る主要 な因子の解明が可能 であ

ると考 え られた.

結 論

ヒ ト骨 肉 腫 細 胞MG63か らinsulin-like

 growth factor binding protein 3 (IGFBP-3)

の 産 生 を確 認 し, 1,25 dihydroxyvitamin D3

 (1,25-(OH)2D3)は その産生 を増加 させ た.

1,25-(OH)2D3とIGF-Iの 関係 に於 いて,

 IGFBP-3を 介 した相互作用が存在する可能性が

考 えられた.

稿 を終えるにあた り,御 指導,御 校閲の労を賜っ

た岡山大学医学部小児科学教室教授清野佳紀先生,

本研究を直接御指導いただいた岡山大学医学部小児

科学教室助手田中弘之先生に深謝いたします.ま た,

 1.25-(OH)2D3誘 導体の提供その他でご協力いただ

いた住友製薬株式会社,中 外製薬株式会社に深謝い

たします.

なお,本 論文の要旨は,第9回 日本骨代謝学会で

発表 した。
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Several types of specific insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) are produced 

by peripheral tissue-derived cells and they modulate the functions of insulin-like growth 

factors. In this study, both the secretion of IGFBP-3 from a human osteosarcoma cell line 

MG63 and effects of 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-(OH)2D3) on the production of IGFBP-3 

were investigated. The  subunit of IGFBP-3 was detected immunocytochemically in the 

perinuclear cytoplasm of MG63 cells. Immunoblotting and SDS-PAGE analysis revealed that 

both 140-150KD MW entire molecules and 40-60KD MW subunit molecules of IGFBP-3 were 

present in cell-conditioned media. 1,25-(OH)2D3 stimulated the production of the IGFBP-3 

molecule by MG63 cells. The concentration of IGFBP-3 in conditioned media began to rise at 

24 hours after the addtiton of 10-9M of 1,25-(OH)2D3 and reached the peak level at 48 hours. 

Dose-dependent effects of 1,25-(OH)2D3 were demonstrated. These findings show that MG63 

produces IGFBP-3 and that 1,25-(OH)2D3 stimulates the production of this protein. These 

findings suggest that the synergistic effects of 1,25-(OH)2D3 on the action of IGF-I on 

osteoblastic cells may be modulated by locally produced IGFBP-3.


