
膏のタンパク駕・カルシウム代謝に対する牛乳の効果

ー特に成長因子群の遺伝子発現にJ.)Zぽす影響を中心に一

東京大学大学渓農学生命料学研究科教授野 口 忠

研究践的

f号車草案芸窓iま堂土界釣に大きな雲母菱重となっている疾病であ号、特に接持率査後の脅狙撃喜怒i主、治療法も客室返

せず、早急に研究が必要なを貫主義といえる。

準装君子若宮らは、卵巣除去ラットをそデル動物として、閉経f去の骨におけるタンパク賀代謝・カルシウ

ム代議fに、食餌がどのような影響を与えるかについて分子レベルで解析を滋めていたが、本研究にお

いては、この研究を基盤に、閉経後の潟'籾緩症の発症の予防、もし<1立運霊行を怒らせる上で、牛乳が

いかに有効であるかを明らかにしようとした。

研究隣総持点での研究状況

?を宅設業霊祭(J)緩究においては、多くの機会カルシウムf'(;裁が注呂されていたし、淡をもそれに変ちは

ない。もとよ号カルシウム代裁が重要書1:'あることは議をまたないが、省"の成分としては、タンパク質

も多くの部分をおめでいることから、タンパク賀代議討も軽視しえないと考えて、本研究を開始した。

符のカルシウム代謝、タンパク質代謝がどのような閃子によって制御されていiらかについては、多

くの研究があったが、実際に骨粗総症が防止1:'きないことを考えると、解明されるべき線怒が多いと

考えられた。

ゑ研究で終に推進しようとした綴究

報絞殺らは、長年タンパク質代認め研究;ニ後者許し、近年iま特;ニタンパク'1llf'(;裁におけるインスワン

様主主義問予… 1 (以下IGF.1)の生王室約慈善議令分子レベルマ明らかにしていた。この研究を発主義寄せ

る形で、まず符におけるタイプIコラ}ゲン、オステオカルシン、オステオポンチン毒事の幾重Zタンパ

ク質のmRt可Ai設におよほす食餌タンパク質およびカルシウムの議、および卵巣除去の最多警警告追求する

ことを計関した。

また、よ言eIGぶ 1"をはじめ、 IGF.I1， IGF:絡会タンパタ繁(以下IGFBPs;現在 6~悪妻都安全長られ、森

喜豊中のIGFBPs(J)j愛護v立、それぞれ食祭タンパク資iニ終霊堂義守な応禁事をすることを報告主主らは燐らかにし
ている)め令中のm対仏畿をも議べることを計返した。

さらに本研究では、 IGFs以外の成長~子群、サイトカイン選挙、 IGFBPs、その他骨基質タンパク総の

遺伝子発現状態、益還{公H主物の量、におよぽす乳製品撚紋の効果を明らかにし、骨におけるタンパク
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賀代議、カJレシウム代議にかかわるき善治性との関主義を解析することで、務自絞後の脅程君主誌の防.u:Jこ害寄

与することをEi重きとした。
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平成7年度

年度の研究回約

基本的な解析の体系を樹立する隠的で、不足立7年度は、骨におけるタンパク賀代謝ーカルシウム代

謝に重要な機龍を来たしていると考えられる骨さき:Ii[タンパク質である I型コラ」ゲン、オステオカル

シン、オステオポンチン、および符における代謝の制御に重要な機能を果たしていると考えられるイ

ンスリン様成長因子1(1Gド1)とその総合タンパク質群 (1G日Ps)に着目し、これらの遺伝子書官渓

が骨でどのような状態であるか、またその発現に食餌性のIZSJ子や内分泌学的な因子がどのように関与

しているかについて解析を行った。

研究方法

従来から、培養造脅綴飽や主苦言襲被寺号事務総綴季語泌をF語いて殺さ妻主主タンパク質等の遺伝子発漢を解析し

た報告は少なくないが、脅という縫製義11)紋寺子まい11)/1襲襲撃さから、 inviVQにおける号そのものを用いて

澄伝子発漢を解析している被害之はほとんど緩められなし、そこで、本級交ではまず、脅から全部Aを

総出し、ーと認の諸径の遺伝子発君主を解析する1i淡を後宮すした。その結果、 Chomczynski& Sac出の方法

を毒事分的iこ改変することによ号、大主義符からf李総選sおよび分綴を除去した部分から効率よく全RNAを

摘約する方法を確立した(研究室主文心。

研究結巣

この1i法を用いて、卵巣除去後、 5%または20%カゼイン食で飼符したラット大腿骨より全RNAを

納tI:¥し、上記諸稜のタンパク質のmRNA量をノザンブロッテイングにより測定したo 1製コラーゲン

および1GF-1のmRNA量は、 20%カゼイン食に比べて59らカゼイン食ぞ務しく低いことが明らかとなっ

た(関L 2)。またI型コラーゲン遺伝子発現設はいすsれの食餌条件においても卵巣徐去によち顕

遂にま響力自していた(図1)0-方IGF-1遺伝子発現牽については、低タンパ夕食では与をZ建議が低く、卵

巣除去による差違も認められなかったが、 20%カゼインf訟では卵巣綴記長によち著しく上昇していた

(rm 2)。オステオカルシン、オステオポンチンの遺伝子発芸誌にますしでは、食堂専'I'のタンパク主主含量

3えぴ卵巣絵去はほとんど影響を与えないことが戦場した。

総務E主餐ホルニモンも、脅代議3こ多大の影響を及ぽすことが紛らかにされている。すなわち、

グル:ヨコルチコイドを投与すると、急速な骨量の減少がヨ霊童きされることが紛られている。そこで本研

究では手客室室主gあた号O.俗、 O.L 1.0宣車のデキサメタゾン(ひex)をラットに投与して58後に大総脅

を事長詩文し、古寺芝震と向車華』と1宣伝子発現霊を測定した。その結祭、 De悶x投

綴寒務寺に土滋襲主加U'1す「ることが明らかとなつた(図3)入。 3種の骨1蕊圭E質z夕ンパク量質z、IGF刷 I、I幻GFBP綱δ3以外の
IねGFBPれsの並滋設f伝i沃2予発王淡包』にこついてiはまD臥投与による大きな変f化七iは土認められなかつTたよο グルココルチコイド

により1GFBP-3遣を伝子の予告現が特異的に増加したことから、グルココルチコイド誘導事倣の骨代謝異常
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におFBP-3がj~く祷与していることが示唆された。

考察

以上、成7年凌;立、 f手におけるタンパク質代議;・カJレシウム代言語にかかる3重要な密チである H認

コうーゲン、オステオカjレシン、オステオポンチン、 IGFーし IGFBPsの遺伝子多与を誌を解析するま審本的

な方法を確立仁、卵巣除去重毒物とグルココルチコイド主立与動物という 2獲類の典裂的t.i:1号代謝異常を

ボすモデル動物において測定を行った。その結果、 f警のタンパク質代議橡カルシウぷ代遺骨lこi立、これ

らのffil予がそれぞ、れ独自の様式で関与している状況が捻祭dれた。

絡に我々が主主総した現象として、高回転裁もうを代議討異常症 (O君主義摘出勤務}の場合にIGF-1遺伝子

の関与表現が認められたこと、低回転翠Mo:J1李代謝呉常張主〔グルココルチコイド投与動物)にぶいてIGFBP

-3J宣伝子の街発現が認められたことをま智摘したい。

関 I'型コラーゲン、オスデオカルシン、オステオポンチジ遺伝子発現量Lこ対する食童書タンパク質

重量嚢及び卵巣主義織の影響

おレーン;こ偲々のラットよち言電製したRNAを5μgj業し Northemb!ot分析を行合た。5OC:

5%カゼイン食、 2ωc:20%カゼイン念、 Sham:疑似乎季語、。，vx:卵巣総出
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1l!1I2 IGF-1遺伝子発現霊iこ対する食餓タンパク質合議J..iび卵巣摘出の影響

各レ仏ンに個々のラットより綿製したRNAを40μE供しNorthernblot分析を行った。ぉC:5 

%カゼイン食、 200C:20%カゼイン食、 S主盟主:疑似手術、 ovx:卵巣摘出

5縦士 捌)c

Sha拙 ovx Sham 
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話~3 IGFBP器遺伝子孝義務iこ主守するデキサメタゾン投与の影響

A)漁民主embl部分析殺3襲。各義孝(/)j亀害援約な2j1IJについての結果を示した。 1:Vehicleli卒、 2: 

D蹴仏Olcr事/記事役1手書字、 3 : DexO.1将/均投与君季、 4 : Dexl.On草/均投与群

B)定繁華き3整会Veおicle君孝司〉王手まきを100として初対健で示した。

!IlC 描拠E

SIta踊 ovx 幸福田 ovx 

愛長塁

BP.5 

BP.6 
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平成s年度

年度の研究庭的

ネ草案7年度は援本語きな解析の体系を樹立する活的で、す者におけるタンパク質代総・カルシウム代議撃

に議婆な語義務をよ長たしていると考えられる考基質タンパタ主主であるIf認プロコラーゲン、オステオカ

ルシン、オステオポンチン、および督における千七郊の制御に3霊祭主主機能を糸たしていると考えられる

インスワン様成長線 1 (IGF“1)とその総合タンパク紫総(rGFBPs)に連安回し、ょこれらの遺伝子喜善

玉県が骨でどのような状主主であるか、またその発現に食終伎のE喜子や内分泌、学釣な関子がどのように関

しているかについて解析を行った。本年度i立、平成7年度からのま接続課題ぞある脅代謝にま守するイ

ンスワンの影響を隣らかLこすると陶器寺に、近年f別立総との関i援が特に注t3されているTGぶ戸などの協

子署干についても解事?を進めた。

研究方法

(1) 平成7年度に総点した大規管から骨主義務および骨髄を警告主とした部分から効率よく会決NAを拍出す

る方法(研究議選文1)を用いて、骨の I裂ブロコラーグン、オステオカルシン、オステオポンチン、

および脅における代裁の制御に3重要警な機能を巣丈ごしていると考えられるインスワン様成長因子I

(IGド1)とその絡会タンパク策総 (IGFBPs)のmRNA撃におよ(j:すストレブトゾトシン義者尿病の

影機を繍べた。

Wistar.系雌ラット (8詩型紛)に、 streptozotocinを20rr事/kg体重投与し、 s日厨に昇華君主して大臨!!iすを

取り、昨年と同様上訟の渓尽の分析をノザンプロット訟により行った。

(2) RT♂C主主t去によ号TGF-j11を詩文終し、卵巣除ゴミラットにエストロゲンを投与した場合にこの遺伝子

がどのように応答守るかを解析した。

8 返襲舎の霊堂ラットの湾総会長を除去し、 3~還問飼育した後、エストログンを15μg/k喜体議、 もし

くは30μ 革/匂体重量を告訴日皮下注射に投与した。 l週間もしくは2週間後に、ラットを緩殺し、大

経殺を絞ってTGドs1tl)m畏NAをノザンプロット1をにより分事干した。

研究結果

(1) 大事基僚におけるす李総資タンパク俊必よひ'IGF-1潟逐因子のmRNA量におよほすストレブトゾトシ

ン投与の影響

インスリン}立、骨のタンパク質代議t.カルシウム代詩討においても幾重さな機援を員長たしていると推

定されている。実際E語 4 に示したように、ストレブトゾトシンを投与して動物を稼尿病に~ã らせる

と、ブロコラーゲンの悶豆NA援には影響は認められなかったが、オステオカルシン、オステオポン

チンのmRNA裁は、顕著に、減少した。 IGF鵬 IのmまNA援にも明確な減少が認められた(図5)0IGF 

絞合タンパク望号(IGFBP) 1 -6については、脅で多量主義が極めて少ないIGFBP-2を徐いで分析した
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総糸、顕著な差は認められなかった(総泉iまぶしていない)0このように、インスリンは骨基質タ

ンパク賞、および骨組織中のIGF-IのmRNA量に顕著な影響をおよlます;ことが明らかになったo

(2) 1誉総織におけるτGF剛 sH.宣伝子の害者減とそれにおよほすエストログンIl)影響

幸義をきされているTGFωs1ll)cDNAIl)争解下車義務分{図6)をクローニングし、ブロ}ブとした。重量

71こ示したように、著書主主義主差是77トによ巳ストログンを2遺言語もしくは2滋関投与すると、 τ'GF-β1

のmRNAは減少する餓向を2去した。しかし、影響は薮警なものとは慾い襲撃く、ニLストログンが言宣告書

TGF-β1の町RNAを制御しているlif総伎は少ないと考えられた。

考察

インスリンが直接骨のタンパク:lil代謝に影響を及ぼしていることは、今聞の実験でも明らかである。

すなわち、ストレブトゾトシンによって糖尿病を誘発したラットの大腿怜では、オステオカルシン、

オステオポンチンの開設NA畿が議室翌年に淡少したばかやれおら1Il)mRNA畿にも明確な減少が‘認めら

れた〈図4)。オステオカルシンi立、ピタミンDIこ応答して滋毒事される脅護憲主主タンパク主主で、管のカル

シウム代議H二重要な後苦手jを幾たしていると考えられている。このタンパク禁i立、ピタミンKIこ依存し

たカルボキシJj，fヒ災5与によっ可とさh耳立する7ーカルボキシグルタミン畿を分子!被こもってお号、カルシウ

ムとの親和性が強いことからも、カルシウム代謝における議事喜燃が?量定される。一方、オステオポン

チンは、破骨細胞に発滅しており、この細胞の機能に主義喜警な役割を泉たしていることが推定されてい

る。このような、特タンパク:lil・カルシウム代謝において議擦である左推定されるタンパク資分子の

田宜NA量が、インスリン欠乏によって顕著に減少したことは、インスリンが骨のタンパク:lil代謝・カ

ルシウム代議においても漁協すべきホルモンであることを如3おこぶしている。

TGF-sHり開設NAについては、今後、卵巣を除去していない紛争告との対比を行うなど、より総事態に

検討して、管Il)f党総におけるこの因子Il)後怒を明らかにしていく必望書がある。

読ま手皮i立、食室等ヂンパク重立とlIDl脅皮質ホJレモン埠宮、後代議設に多大の影響を及1f"'9ことを、管Il)カル

シウム代謝、タンパク繁代言者において重要な因子と考えられているおF凶 Z等への影響を切らか4こする

ことによって示すことができた。本年度の研究せは、苔らにインスリンの影響についても解析をすす

め、ぞれがやはりき意聖書な機能をはたしていることを絞匁き性る結巣を得た。このように、傍のカルシ

ウム代議、タンパタ賀代謝においては、多くの因子が綴殺に作用しあっているものと4設定苔れる。

次年度i式、怒らに努の代認を制御している図のf災後として、 LIF(leu主emJam凶bitoryfactor)やイ

ンターロイ今ンにも綴究対象を広げ、総合的にう号のカルシウム、タンパク質代謝の解析~行い、これ

らの務究をよ議レ芝、ある径の生理的条件下、とくに義母経後Il)モデルになる卵巣絵索。数懇話4こ、 j主主耳E震予

がどのような影響をおよぽすのかをき芸誌していくことを計言語した。
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図4 骨組織における i鎧プロコラーゲン、寸ステオカルシン、オステオポンチン濃伝子発渓震に対

するストレプトゾトシン糖尿病め影響

各レ←ンtこ偲々のラットより誠差益したRNAを5μ 革供し、 Northernblot分析を行った。

A} B) 
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殴5 骨総織におけるIGF-I遺伝子発現議に対するストレプトゾトシン意義尿病の影響

各レーン;こ倒キのラットより督署裂したお..Aを4O，ugt主しNorthe毘 blot分析を行った。

A) B) 
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図7 働組織におけるTGドβ1mRNAの葦におよぽす卵巣除去とエストロゲン投与の影響響

8活自前骨の機ラットの}可卵巣を除去し、 3週間飼育した後、エストログンを15ρg/kg体議、

もしくは30μg/kg体撃を毎日皮下i討すに投与した。 1i酬もしくは 2~馴後に、ラットを長量

級し、火器IH守を取って、 TGF-β1mRNA景をノザンプロット法により分析した。
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平成9年度

年度の研究目的

平成8年度までの研究をさらに発展させる目的で、骨代謝を制御していると推定される因子に関す

る研究をさらに継続した。

1997年に、 cbfa-1(core binding factor al)とよばれる因子をknockoutしたマウスが作成された。この

マヴスは驚くべきことに、軟骨は正常であるにも関わらず、そのカルシウム化が全く起こらないまま、

誕生することが明らかになった。この因子cbfa-1は、骨芽細胞の前駆細胞が骨芽細胞へと分化する過

程に必須の因子である。

そこで、本年の課題として、この新因子cbfa-1の骨組織における遺伝子発現制御が前年までに調べ

てきた卵巣除去ラットおよびそれらにエストロゲンを投与したラットでどのように変化するのかを解

析した。 cbfa-1の発現調節機構の研究は、骨形成促進剤の開発や骨粗繋症の治療に結びつく可能性を

持っていると考えた。

研究方法

(1 ) ラットcbfa-1のクローニングと、その部分アミノ酸配列のE.coliおける発現。

マウスのcbfa-1はすでにクローニングされているが、ラットについては報告がない。そこで、マ

ウスのcbfa-1のcDNAの塩基配列(図 8)を参考に、ラットのcbfa-1のcDNAをRT-PCR法により取得

することを試みた。

(2) クローニングしたラットcbfa-1cDNAを、 pQ回2(QIAGEN社)ベクター系を用いて、 N末端にヒ

スチジンtagをつけたタンパク質として、 E.coliを用いて作製した。

(3) 抗ラットcbfa-1ウサギ抗体の作製:調製したラットcbfa-1の部分タンパク質に対する抗体をウサギ

を用いて常法により調製した。

(4) 昨年度までに確立した大腿骨から骨端部および骨髄を除去した部分から効率よく全RNAを抽出す

る方法(研究論文1)を用いて、骨組織におけるcbfa-1の遺伝子発現をNorthernblot法で解析した。

(5) 動物の条件:昨年と同様Wistar系雌ラット (8週齢)の両卵巣を除去し、 3週間飼育し、その間

1週間毎にラットを屠殺し、大腿骨を取ってcbfa-1のmRNAをノザンプロット法により分析した。ま

た、卵巣除去して3週間経過した後、エストロゲンを15μg/kg体重、もしくは30μg/kg体重を

毎日皮下に投与した。投与開始から 1週間もしくは2週間後にラットを屠殺し、大腿骨を取って

cbfa-1のmRNAをノザンプロット法により分析した。また、破骨細胞の活性の指標とする目的で、

別途tartarateresistant acid phosphataseのcDNAを調製し、同じく Northernblot分析を行った。

研究結果

大腿骨におけるcbfa-1の遺伝子発現における卵巣除去および、エストロゲン投与の影響について次の
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幸喜巣を待た。

図9に示したように、ラァトの卵巣を除去すると、 3i疑関fまにはcbfa-lのmRNA設は増加した。ょこ

の卵巣除去ラットにエストロゲンを2i慰問投与しでも草子慾な変化は観祭きれず、高い水準を維持した

{図10いこのま高架は、卵巣徐宝とした動物では、 i量管j首↑設が上鉾することを峻しており、一方よLス

トログンを湾総与しても、 2遂罪警では効楽が哀れないことを示唆しているひこの卵巣除去3遺言語の絞

果は、卵巣際公勤務における喜善代総隊絞壌の骨粗懇話Eモデルをよく言延焼するものである。

一方、 t紅側'ale-出sistantacid phosphataseのmRNA設は卵巣除去3週間までに、特に有意差のある変化

を示さなかった(図11)。また、その後にエストロゲンを投与しでも、対日夜IKと比べて有意な遺産は語草

められなかった (~12) 。この番手緩の冊RNA量が、被管細胞の活性を代表していると考えると、この車道

来i立、言語ft緩やi豪語裂の脅糧事芸書官そデル、すなわちこの獲の骨粗慈愛紛れま遣を努浴泣も長室管波紋もよ発す

るというそダjレでは解釈できれ卵巣除去によって、議主令活性iま大きな護主警撃を受けないと考えられる。

次に、タンパク質としてのcbf:か1の検出をimmunoblol1.をで、試みたところ、検出することができなかっ

た。その際関として、骨組織ゅのめfa-lの量が緩めて少ないこと、抗体の1Ji聞が低くて検出できない

こと、などが考えられる。綴撃還した抗原との反応↑生から'1'11滅すると、前ぬままの1iJ様性が高いと考えてい

る。

考綴

王子足立告匁E置の研究では、 f普代議?とくに骨のカルシウム化において、 3重重要な機能を巣たしていること

が溌穫に念つためfa-10)通遺伝子発渓量を、卵巣義主公選約金およびそれにニにストロゲンを投与した動物で

明らかにした。結果i主、卵巣義主公動物で、蕊代議首長主筆記濯の骨殺重義援主主雪量毒素草されるとの後滋に有利なまき

呆を得た。一方、破骨細胞のi浴伎に関しでは、援活代議回転型の怜級乗議選Eのそデjレを必ずしも支持しな

かうたが、これをlartarate-resistantacid phosphataseの遺伝子発現のみで判断するのは適当とは誘えない

であろう。

ネ足立§年度の結主義では、 cbfa-10)タンパク去をとしての検出;こは主主事きしていない。 cbfa-l!主、綴施分イと

を主主る閣すこであり、その委託汲鐙i主主主めて少慾である可能性が惑い。しかし、今後検討を議ねるべき譲

霊童と考えている。

食代謝は、極めて多くの悶子によって、巧妙に制御されていると考えられている。ヰ寄効な骨粗重重百長

0)治療まとがない茨夜、後代議?のおj御機構iまう長郊の部分が極めて多いと判断せざるを手警ない。
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図8 車交得したラットむbf.語-cDNAの~~暴露C~詩j を既知のヒト、マウスの商務告と比較した

四角で童書った部分はpn詣edこ問いた配列。下級官sI立runtdomain、点、線喜容はグルタミンrJ)縁寺返

し部分の君主主号、波線者sはアラニンの繰り返しきE分の配列をヨミす。

h皆様on ζAAAAT百AGCGAζGTGAGCCCGGTGGTGGC下GCG-雌ーーーーーー蜘CAACAGCAGCAG-時制ζA

mOU$e [AAGATGAGξGACGTGAGCC[GGTGGTGG口GC尽き!!~!!~!!f~長島!!~!!~g~!!f是
rot CGGTAGTGGCTGCTCAGζAGにAGCAGCAGCAGCAGξAGCA

hu胴 n ACAGζAGCAGCAGCAAζAGCAGζAGCAGαgζ轟己主主A…-CAGCAGξAGCAGCAGCAGGA
需OU$e ACAGCAGCAGCAACAACAG仏紙AGCAACAA偽名ξAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGA

rot A…-CAGCAGCAACAGCAGCAGζAGζAGCAA------CAGCAGCAG互AGζAGζAGCAGGA

human GGζGGζGGCGG保氏%ζGGCGG正AGC起草ζGGCTGCGGCGGζGGCAGCT…“GCAGTGCC

mouse 

rot 

G延誕民器級品S謀議誕政595とGGξ54￡SGCAFqcζ芳GCG石ζ~qs%EE
GGCGGCCGCAGCAGCAG正AGCGGCAGCGGCGGCGGCAGCAGCGGCGGCAGCC側制喧GTGζζ

hu悶 n CCGGTIGξGGCCGαCCACGACAACCGCACCATGGτGGAGATCATCGCCGAαACCCGGζ 

mou事後 ζCGATIGAGGζξ5ξξGCACGACAACCGζAζζATGGτGG轟GAすCATCGCGGAζζACCCGGC

rot CCωττGAGGC仁6ζ王:GCACGACAAαGCAξζATωTGGAGATCATCGCGGAC仏主主ζGGC

hu制 n CGAAζす部TαGCACCGACAGC工CCAACTICCτ詰TGCTCGGτGCTGα亡すCGCACτGGα

腕時e CGAACTGGτ主主GζACCGACAGτ主主:CAACTICζす草τ5ξτCCGTGCτGCατCGCACTGGζG

rot αAACTGGT主主:G伐 CCGACAGCξξCAAmCCTGTGξταGTGCTGCζCTCGCACTGGC屯

huo回n CTGξAACAAGACζζTGCCCGTGGCC行CAAGGTGGTAG氏ζταGAGAGGTACCAGAτGG

mouse GTGCAAζAAGACCCTGCξξGTGGCCTICAAGGTIGTAGCCCτCGGAGAG高TAC亡AGAτGG

rot GTGCAACATGACCCTGCCCGTGGCCTICAAGGTIGTAGCCCTCAGAGAGGTACCCGAT泌

humon GACTGTGGTIAげ GTCATGGCGGGTAACGATGAA徐行ATICTGCT砧 GCTCω芯AATGC

mouse GACTGTGGTIACCGτCATGGCCω誌AAτGATGAGAACTACταGCCGAG訂正CGAAATGC

rot GGξζsτGGTIACCGτζAτGGCCGGGA轟τGATGAGAACTAζTσ5ξξGAGCTACGAAAτGC

れ慨on CTCTGξTGττATGAAAAAζξAAGτAG河川AGGττCAACGATCTGAG主τττGτ"GGGζCGGAG

冊。u持 CTCCGCTGττATGAAAAACCAAGTAGαAGGττCAAξGATCTGAGATττGT古河;GζCGGAG

rat CTCTGCTGTIAすGAAAAACCAAGτGGαAιGTTCAAζGAταGAGATτTGTAGGCζGGAG

h棚 an TGGACGAGGCAAGAGτττααTIGAζCATAAξCGTCTτξACAAATαTCCCCAAGτAGC 

mouse CGGA伐泌氏AAGAGTTTζACCπGACCAτ"AAC必τEπCACAAATCCταCCAAGTGGC

rat CGGAζGAGGCAAGAGTTTCACTTTGACCATAACGGTmCACAAAすCCTCCCCAAG予知ζ

hum側 τAαTA下CA仁AGAGCAATIAAAGTIACAGTAGATGGACCTζGGGAACCCAGAAGGζACAG

聞ouseζAC汀ACCA仁AGAGCTATIAAAGTGACAGτGGACGGT伐GCGGGAACCAAGAAGGCACAQ

rat CAげすACCACAGAGCTATIAAAGTGACAGT右GA臼G下CCC
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密告 各組織におけるcbfa剛lmRNA釜におよiます卵巣除去の影饗

8滋議舎の錐ラットの湾卵巣を除去し、 3週間飼育する漁綾で l滋絡にと7ットを属殺iハ大腿

脅を取って、 cbfa-l市RNAl設をノザンプロット主主により分析した。
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卵巣除去動物の骨組織におけるcbfa-1. mRNA量におよぽすエストロゲン投与の影響図10

3週間飼育した後、エストロゲンを15μEノkg体重、も8週齢の雌ラットの両卵巣を除去し、

1週間もしくは2週間後にラットを屠殺し、しくは30μg/kg体重を毎日皮下注射に投与した。

大腿骨を取って、 cbfa-1mRNA量をノザンプロット法により分析した。

対照動物(卵巣除去、エストロゲン非投与、溶媒のみ投与)
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骨組織におけるtartarateresistant acid phosphataseのmRNA量に及ぼす卵巣除去の影響図11

3週間飼育する過程でl週毎にラットを屠殺し、大腿

骨を取って、 tartarateresistant acid phosphatase mRNA量をノザンプロット法により分析した。

8週齢の雌ラットの両卵巣を除去し、
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図12 卵巣除去艶物の骨組織におけるta糊rateresistant acid phosphatase mRNA量におよぼすこtスト

ロゲン投与の影響

8週齢の雌ラットの附卵巣を除是正し、 3週間餅育じた後、エストロゲンを15f'g /kg体3童、

もしくは30μg/kg体設を毎日皮下校射に投与したo 1週間もしくは2i1週間後に、ラットを躍を

殺し、大腿骨を取って、 ta首途rateresi山口tacid phosphatase mRNA量をメザンプロット訟により分

析した。

ovx対策動物〈卵巣徐是正、よ工ストログン券投与、議事長華(J)み投与}

15 エストログン投与勤務{綴建主義主妥号、ヱストロゲンを15f'g /主宰体重、毎日皮下主主義れこ

投与}

30 ヱストロゲン投与動物{卵巣重量三号、ぶストログンを30f'g/l屯体重、毎日皮下注射に

投与)
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終緩

や竿しを摂取することは、寺号殺怒注文すヲ震として明らかに務まきな手段であることから、その務効伎がど

のf字減点にあるのかを探ることは、食総務委主主すま察の詰立からも爽華奈がもたれるところである。 19号?塁手7

玲 4 日 iこ守まわれだ牛乳栄養学長若究会長喜12段l~詩建設繁総フォーラムにおいても議議されたように、 f警のカ

ルシウム代言者、タンパク質代謝には緩めて多くの凶':fが関与しており、それぞれの役若手iには弓完勝なぷ

が多い。これらの凶子が、卵巣除去をはじめとする脅代総異常の条件下でどのように変化するかを納

機にして、脅のカルシウム損失との綴関関係を解明していくことは、回り道のようにみえても解明の

綴れている骨のカルシウム代謝の機構およぴその調節機構を明らかにする近道ではないだろlうか。

3年間におよぶ本研究によっで、 invivoでの符組織において、広く関心を集めている説者宅撃の凶子、

特にインスリン様成長因子 Iおよびそのま省令タンパク質若手、また、 n盟コラ…ゲンt.t:どが、食餌因

子によって重要な遺伝子発漢和Uii却を受けることを託碗してきた。牛乳タンパク気治安Jこれらのおそ子を望

ましい方向に変化させることもまま紛できた。しかし、多くの因子を宅手がけるあま号、例えば、インス

ワン争議長支受忍子 Iおよびその絡会タンパタ愛妻季、および工芸iコラーゲンなど、今滋めを斉交で、食鰐

応答が拐事室になった図子について、例えば全勝者告撃しを対象として、そのやめ事与に手話主主なE母子を検索す

るといった研究に着手することができなかった。今後機会をみて、、それらの研究を主義幾したいと計i璽

している。

3年間にわたり、多大など援助を絞いた国牛乳普及協会に漆蕊の謝3設を議長ずる次第です。有与難

うございました。

研究論文{すでに公表されているもの、および掲設の決定したもの)
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