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研究成果の概要：本研究の目的は、PTHの細胞内シグナルの主要経路である二つの G蛋白質で

あるGαsとGαqによる骨代謝調節機構を、それぞれ骨組織特異的に遺伝子を欠損させた遺伝

子操作マウスを用いて独立に解 

析し、それぞれの関連シグナルを同定すると同時に、GαsとGαq シグナルのバランスによる

PTHの骨形成促進作用の分子メカニズムの解明を行った。骨組織特異的な Gαsおよび Gαq遺

伝子欠損マウスを作出し、その骨組織の解析を行い、また各遺伝子欠損マウスにPTHを投与し、

その効果の検討を行った。 
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１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会の到来により平均寿命は伸び

ている反面、健康寿命との差、すなわち高齢

者の要支援、要介護者の増加が問題となり、

それに伴う医療コストも増大してきている。

特に骨粗鬆症の患者数が増大しており、その

骨脆弱性により生じる骨折患者の数も増え、

それに伴う要介護者が増え続けていることか

ら、骨粗鬆症治療対策が社会的急務となって

いる。骨粗鬆症による骨の脆弱性は、骨形成

と骨吸収のバランスが壊れることで骨量減少

を来たし生じるが、それに対する骨粗鬆症治

療は今まで骨吸収抑制療法がその中心であり、

骨形成を促進する薬剤は臨床応用されていな

かった。また、従来の骨吸収抑制剤を長期使

用した結果、骨代謝回転の低下による骨質の

劣化も問題となってきた。近年、副甲状腺ホ

ルモン（PTH）に強力な骨形成促進作用がある

ことが明らかとなり、欧米ではヒトPTH 

(1-34)が初めての骨形成促進剤として臨床の

現場で用いられ良好な臨床結果が得られてい

る。しかし、このPTHの薬理効果の分子メカ

ニズムについては未だ解明されていないのが
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現状であり、更にラットへのPTH投与で骨肉

腫の発生が見られた事実から安全性に問題が

残されているとして、欧米諸国ではPTHの使

用が二年間に制限され、かつ日本では未だ認

可されていないことから、そのメカニズムの

解明が切望されている。 

PTHはPTH受容体に結合し、その下流のG

蛋白を活性化することによって細胞内にシグ

ナルを伝える。このG蛋白にはGαsとGαq

の２種類があることが知られており、それぞ

れが独立したシグナル伝達経路を有している

（次頁の図）。PTHの骨組織に対する多彩な作

用は、G蛋白を介するこの２つの異なるシグ

ナルの使い分けやバランスによって調節され

ている可能性が高い。しかしながら、これら

の２つのシグナルの生体内での骨代謝調節機

構については殆ど解明されていない。この理

由として、両G蛋白遺伝子欠損マウスが生直

後に死亡してしまい、成長期以降の骨の解析

ができない事があげられる。以上より、まず

は組織特異的なGタンパク遺伝指欠損マウス

を作成することが求められ、本研究では同マ

ウスの作成に着手した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、GαsとGαqによる骨代

謝調節機構を、それぞれ骨組織特異的に遺伝

子を欠損させた遺伝子操作マウスを用いて独

立に解析し、それぞれの関連シグナルを同定

すると同時に、GαsとGαq シグナルのバラ

ンスによるPTHの骨形成促進作用の分子メカ

ニズムの解明、更にはより効果が強く副作用

の少ないPTH関連骨形成促進剤の開発に結び

つけることである。具体的には以下の研究を

予定した。 

1. 骨組織特異的なGαsおよびGαq遺伝子欠
損マウス（conditional Gαs-KOおよび

conditional Gαq-KO）の作出、およびそ

の骨組織の解析 

2.  Conditional Gαs-KOおよびconditional 
Gαq-KOにおけるPTHの効果の検討 

3.  効率的な骨形成のためのGαsシグナルと
Gαqシグナルのバランスのin vitroでの、
モデルの作成およびその検討 

 

３．研究の方法 

1. Conditional Gαs-KOおよびconditional 

Gαq-KOの作出、およびその骨組織の解析 

マウスの作成：今までの研究で、骨芽細胞

においてGαqを介したシグナルに分化抑制

作用があることが分かったが、Gαqのloss 

of functionについての解析は行われていな

い。コンベンショナルなGαs-、 Gαq-KO

マウスは両者ともにすでに作成されておい

るが、Gαs-KOマウスは胎生初期に死亡して

しまい、またGαq-KOマウスは胎生後期もし

くは出生直後に血小板の異常により死亡し

てしまうため、骨量の変化が明らかとなる成

人の骨の骨組織の解析が不可能である。そこ

で、両G蛋白の骨組織特異的なconditional 

KOマウスが必要となってくる。本マウスは

Cre/loxPシステムを用いて作成する予定で

あるが、両蛋白をfloxで挟み込んだターゲ

ティングベクターは既に構築済みであり、初

年度はこのベクターを用いてMGH内分泌科に

よりfloxマウスの作製を行われた。これに

よって作出されたそれぞれのfloxマウスを、

現在保有する骨芽細胞特異的にCreを発現す

るI型コラーゲン-Creマウスと交配させて、

骨芽細胞特異的conditional KOマウスを作

出する。 

 In vivoの解析：まず作成したconditional 
KOマウスが骨芽細胞特異的に遺伝子欠損を

起こしうるかを、既存のROSAマウスと掛け

合わせて作った新生児を用いて確認する。具

体的には、作成した各conditional KOと、

Lac Z遺伝子とfloxを組み合わせたROSAマ

ウスと掛け合わせ、生まれてきた新生児の骨

組織のLac Z染色の有無を検討する。このシ

ステムを用いると、理論上Cre遺伝子の発現

しているところでLac Z染色陽性となり、作

成した各conditional KO での組織特異性を

確認することができる。骨組織特異性を確認

した後、各conditinal KOマウス、同胞WT

マウスの各週齢における長官骨および椎体

について、まずX線撮影を行い、全体の骨密

度を測定する。長管骨についてはその長軸方

向に近位から遠位まで20分割して各分画に

おける骨密度を測定することによって、骨幹

端部・骨幹部における海綿骨・皮質骨それぞ

れについての比較検討をおこなう。また、マ

イクロＣＴによる３次元レベルでの微細形

態学的検討を行い、量的解析のみならず、皮

質骨・海綿骨の菲薄化、骨梁連続性等の質的

検討も行う。組織学的解析としては、骨芽細

胞、破骨細胞に特異的な組織染色法（ALP染

色、TRAP染色等）、更にはカルセイン二重標

識、Villanueva-Goldner染色を用いた骨組織

形態計測を行い、骨代謝動態を定量化する。

同時に、組織学的検討においては、骨芽細胞

の分化マーカーを用いて各々免疫組織染色、

in situ hybridizationの手法を用いて、骨
芽細胞の分化の程度の検討を行い、Gαs、G

αqの骨芽細胞特異的なloss of functionに

よる 骨代謝への影響をin vivoで調べる。 



 

2. Conditional Gαs-KOおよびconditional 

Gαq-KOにおけるPTHの効果の検討   

Conditional Gαs、同Gαq KOマウスを作

成後、上述のごとく骨組織の解析を行うが、

同時に両KOマウスにPTHを間歇的に皮下注

射し、PTHの骨組織に対する骨同化作用が認

められるか検討する。具体的には８週齢、雄

の両コンディショナルKOマウスおよびその

同胞WTマウスに対して、一日一回のPTH皮

下注射 (80μg/kg体重)を毎日、４週間行い、

その効果を大腿骨、脊椎(L2-L5)の骨密度の

変化を経時的に測定し比較する。骨密度は長

官骨では分割して測定し、骨幹端部・骨幹部

における海綿骨・皮質骨それぞれについての

比較検討もおこなう。また、マイクロＣＴに

よる３次元レベルでの微細形態学的検討を

行い、量的解析のみならず、皮質骨・海綿骨

の菲薄化、骨梁連続性等の質的変化の検討も

行う。組織学的解析としては、４週間の投与

終了後に各骨組織を取り出し、標本を作製し、

骨芽細胞、破骨細胞に特異的な組織染色法

（ALP染色、TRAP染色等）、更にはカルセイ

ン二重標識、Villanueva-Goldner染色を用い

た骨組織形態計測を行い、骨代謝動態を定量

化する。また、PTH投与、非投与での各マウ

スの骨および骨髄組織よりmRNAを抽出し、

各G蛋白が発現していない状態での、既に知

られているPTH下流のシグナル分子あるいは

骨代謝関連分子の動態を検討する。 

また、各conditinal KOマウスより採取し

た初代培養骨芽細胞を採取し、また上述した

不死化骨芽細胞株を用いて、PTH投与による

分化への影響を検討する。PTHの様々な投与

方法により、各G蛋白のシグナルが欠損して

いることにより、明らかにPTHの作用に違い

が見られ、明らかな調節機構が証明された細

胞系に関しては、gene chip microarray等の

手法を用いて、WT由来の細胞と明らかに発現

の違う関連分子を同定する。また、両

Conditional KOマウスの脛骨において骨折モ

デルを作成し、PTHを投与し骨折治癒過程を

解析する。具体的には脛骨に手術的に骨折を

形成し、髄内釘を挿入して固定し、治癒過程

をX線にて仮骨形成を観察し、最終的に骨折

部の組織学的検討を行い、WTマウスと各

Conditional KOマウスと比較検討する。骨折

治癒過程は、内軟骨性骨化のより再現モデル

であり、この実験によりPTHの内軟骨性骨化

における同化作用へのG蛋白シグナルの関与

について検討することが可能である。 

3. 効率的な骨形成のためのGαsシグナルと

Gαqシグナルのバランスの検討 

今まで我々が確立した、PTHの骨形成促進

作用が認められる骨芽細胞様細胞株

（MC3T3E1、ST2等）培養系を用いてPTHシグ

ナルの下流分子の解析を行う。具体的にはG

αsおよびGαqをこれらの骨芽細胞に同時に

強制発現させその発現バランスにより、骨芽

細胞分化、および破骨細胞形成支持能に差が

現れるかを検討する。そのためには、効率よ

く強制発現させるために、恒常的に活性を持

つCA-GαsおよびCA-Gαq遺伝子を含むアデ

ノウィルスを作成し、これらを培養細胞に感

染させる事により各々のG蛋白の発現量の差

で、分化へ影響、あるいは骨吸収の指標とな

る破骨細胞形成支持能すなわちRANKLの発現

への影響があるかどうかを検討する。これに

よって、骨吸収に比べてより骨形成を促進さ

せて、最も効率のよい骨量増加を実現させる

ための GαsとGαqの最適なシグナルバラ

ンスを決定する。同時にGαsおよびGαqの

骨形成シグナルの下流分子の検討も上述の

モデルを用いて検討する。 

 

４．研究成果 

1. Conditional Gαs-KOおよびconditional 

Gαq-KOの作出、およびその骨組織の解析 

本研究中、他施設において Conditional G

αs-KOが作出され、その表現形も発表された

ため、我々はConditional Gαq-KOの作出を

中心に研究を進めた。 

Gαq蛋白を floxで挟み込んだターゲティ

ングベクターを用いて MGH内分泌科により

floxマウスの作製を行われた。これによって

作出されたそれぞれの floxマウスを、骨芽

細胞特異的にCreを発現するI型コラーゲン

-Creマウスと交配させて、骨芽細胞特異的

conditional KOマウスを作出した。具体的に

は Gqのアイソザイムである G11遺伝子を欠

損しかつGq遺伝子座にloxP配列を挿入した

Gq floxマウス（Gqfl/fl/G11-/-)を作出して、

COLα1(I)-Creマウスと交配させ、骨芽細胞

特異的Gq/G11欠損マウス（KO）を作出した。

KOマウスはCre遺伝子が挿入されている者を

PCRにて遺伝子配列を検索し、ジェノタイプ

を行った。 

KOは正常に成長し、体重差も認めず、主な

臓器に異常は見られなかった。骨組織特異的

にGq蛋白が欠損していること確認するため、

大腿骨、腰椎、頭蓋骨、および各主要臓器よ

りRNAおよび蛋白を抽出し、各々RT-PCRおよ

びウェスタンブロット法を用いて Gqの発現

を検索した。主要臓器での Gqの発現は確認

されたが、骨組織での Gqの RNAおよび蛋白

レベルでの発現は確認されず、骨組織特異的



にGqが欠損しているが確認された。 

KOの骨組織の解析を行うために、X線撮影

を行い、全体の骨密度を測定すると、WTタイ

プと KOでの優位な差はどの年齢においても

認められなかった。また、マイクロＣＴによ

る３次元レベルでの微細形態学的検討でも

両者に差は認められなかった。組織学的検討

でも、骨芽細胞、破骨細胞に特異的な組織染

色法（ALP染色、TRAP染色等）、更にはカル

セイン二重標識、Villanueva-Goldner染色を

用いた骨組織形態計測を行い、骨代謝動態を

行ったが、同様に両者には優位な差が認めら

れなかった。以上より、生理的条件下ではGq

遺伝子を骨組織で欠損させても影響は認め

られない事が判明した(図1)。 

 
図１ 

 

2. Conditional Gαs-KOおよびconditional 

Gαq-KOにおけるPTHの効果の検討   

そこで8週齢のマウスに一日一回のPTH皮

下注射 (80μg/kg体重)を毎日、４週間行い、

その効果を大腿骨、脊椎(L2-L5)の骨密度の

変化を経時的に測定し比較した。すると KO

では WTに比べて PTHの骨密度増加効果が増

強していた（15%、8% vs. 12%、5%; P＜0.05)。

組織学的解析を行うと、KOマウスの骨組織で

はALP染色に染まる骨芽細胞の数が増加して

おり、TRAP染色による破骨細胞形成も増加し

ていた(図2)。 

 
図2 

 

3. 効率的な骨形成のためのGαqシグナルの

培養骨芽細胞での検討 

Gq conditinal KOマウスより採取した初代

培養骨芽細胞を採取しPKC各種アイソザイム

の発現を比較検討したところ、PKCδが Gαq

過剰発現に最も強く反応して上昇した。次に、

GαqのアイソザイムであるGα11遺伝子を欠

損し、かつGαq遺伝子座にloxP配列を挿入

したGαq floxマウスを作成した。このマウ

ス由来の頭蓋骨骨芽細胞（POB）を取り出し

Creアデノウィルスで処理することによって、

GαqおよびG11両蛋白の発現が欠損している

骨芽細胞（KO-POB）を樹立した。KO-POBの増

殖能（MTT assay）、分化能（ALP活性）は共

にWTマウス由来POB（WT-POB）と同程度であ

ったが、PTH（1-34、10 nM）間欠投与下での

分化能（ALP活性）、石灰化能（Alizarin red）、

および骨芽細胞分化マーカーmRNAレベル

（COL1, ALP, OCN）はどれも WT-POBよりも

有意に上昇していた。これらの上昇はPMA添

加によって抑制された。また、KO-POBでは

PTH投与による PKCδの蛋白発現および細胞

膜への移行が WT-POBと比較して抑制されて

いた。PTH投与による細胞内 cAMP蓄積量は

KO-POBと WT-POBの間に有意な差は認められ

なかった。また、KO-POBにおいては、PTH投

与によるFra-2のmRNAの発現がWT-POBと比

較して増加しており、その発現増強がPMA投

与により低下したことから、PTH-Gαqシグナ

ルの下流にPKCδによる Fra-2の制御機構が

存在することが示唆された。 

 

以上より、PTHの骨芽細胞における G蛋白

シグナルには Gαsシグナルによる骨同化作

用のみでなく、Gαqシグナルには骨形成能抑

制作用を有することが示され、そのシグナル

は一部PKCデルタを介していることが明らか

となり、また Gqシグナルを欠損させること

でPTHの骨同化作用が増強され、それにはPKC 

デルタの細胞膜への移行が関与していたこ

とから、GqシグナルあるいはPKCデルタの選

択的抑制の臨床応用への可能性が示されま

した。 

これらの研究をふまえて、PTH下流に存在

する Gqシグナルには骨形成抑制作用がある

ことが明らかとなり、Gqシグナルをブロック

することでPTHの骨同化作用をより増強させ

ることが可能となることが考えられた(図 3)。 
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