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研究成果の概要：骨形成を促進する代表的サイトカインである BMP(Bone morphogenetic 
protein、骨形成因子)の細胞内シグナル伝達機構を cAMP が促進することを明らかにした。この
機構が遺伝子レベルにおいても成立することを明白にし、作用機序が明らかでないまま臨床応
用されている副甲状腺ホルモン(PTH, Parathyroid hormone)のセカンドメッセンジャーである
cAMP系にも BMP シグナル促進効果が存在することを発見した。そして、PTH の作用の一部が BMP
を介して発揮されていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

骨粗鬆症の治療薬として骨吸収抑制剤の

研究は大きく進歩し、多くの骨吸収抑制薬剤

が骨量維持の目的に臨床応用されている。し

かし、骨形成促進剤の方が失われた骨量回復

にはより有効であることが示され、、欧米で

は骨粗鬆症の治療薬としてPTH（副甲状腺ホ

ルモン）がすでに使用されている。しかし、

PTHの骨芽細胞活性化による骨形成促進効果

の詳細な機序は明らかではないのが現状で

あり、高用量・長期間投与によって実験動物

で骨肉腫の発生も報告されており、早期の作

用機序解明と適正な使用法の確立が望まれ

ている。 

PTHの細胞内シグナル伝達系は、サイクリッ

クAMP(cAMP)-PKA系およびPKC系が主体である

と考えられている。PTHはペプチド長の変化に

よりシグナル伝達系が異なることが知られて

おり、PKA系およびPKC系両者を活性化するPT

H(1-34)および、PKA系のみ活性化するPTH(1-

31)はラットにおいて骨形成作用を示す(Whit

field JF、Calcif Tissue Int、1996年)が、P

KC系のみ活性化するPTH(3-38)においては骨

形成作用を示さない（Armento-Villareal R、
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J Bone Miner Res、1997年）という報告があ

り、cAMP-PKA系がPTHの骨形成作用の中心的な

シグナル伝達系と予測される。 

一方、強力な骨形成促進作用を持つ骨形成タ

ンパク(BMP:Bone Morphogenetic Protein)の

作用機序は以前から研究が進んでおり、受容

体から細胞内情報伝達経路とその制御機序さ

らに生理的阻害物質などが明らかになってい

る。我々は、smads による BMP の細胞内伝達

系と cAMP-PKA 系の関わりについて報告して

きた。つまり、細胞内 cAMP 濃度を上昇させる

phosphodiesterase inhibitor や、プロスタ

グランジン E2 EP4 受容体選択的アゴニスト

(ONO-4819)などが BMP の効果を増強すること

を in vivo, in vitro ともに報告してきた

（Horiuchi H、Bone、2001 年、Horiuchi H、

Bone、2002年、Tsutsumimoto T、Bone、2002

年、Horiuchi H、J Bone Miner Res、2004 年、

Sasaoka R、Biochem Biophys Res Commun、2004

年、Toyoda H、Bone、2005 年、Nakagawa K、

Bone、2007年）。以上の背景から、PTH の作用

は、BMP シグナル伝達系を刺激することで発

揮されるという仮説をたてた。 

 

２．研究の目的 

（１）骨形成促進効果の作用機序が未だ不明

である PTHの作用機序を明らかにするため、

BMP シグナル伝達系と PTH の主なシグナル伝

達系である cAMP/PKA 系との関連を明らかに

すること。 

（２）cAMP/PKA によってリン酸化される転写

因子 CREB が BMP 初期応答遺伝子での Smads

による転写活性に対して促進効果を示すか検

証すること。 

 

３．研究の方法 

（１）BMP の初期応答遺伝子の代表的遺伝子

である Id-1遺伝子のプロモーター領域には、

BMP応答領域（リン酸化 Smad-1, 5，Smad4 複

合体結合領域、BRE）と cAMP 応答領域（リン

酸化 CREB 結合領域、CRE）が存在するため、

このプロモーター領域を利用して両シグナル

伝達系の相互作用を検索した。human Id1 gene

のプロモーター上に存在する BMP 応答領域

(BRE)とそれに隣接する cAMP 応答領域(CRE)

に着目し、それぞれ単独あるいは両者に変異

導入した luciferase reporter plasmid を作

製した。各 luciferase reporter plasmid を

細 胞 に 導 入 し 、 BMP-4 あ る い は

dibutyryl-cAMP (dbcAMP)を添加後のルシフ

ェラーゼ活性を測定し、同時に PKA inhibitor 

である H89及び CRE-binding protein (CREB) 

RNAiの導入での CREB ノックダウンによる抑

制効果の有無を検討した。 

（２）CRE の BRE に対する役割について検索

した。BMP リガンド刺激によって BRE に結合

したリン酸化 Smad複合体と cAMPで活性化さ

れたリン酸化 CREB に結合し、両者をつなぐ共

役因子、すなわち BRE に結合したリン酸化

Smads と cAMP/PKA でリン酸化された CREB を

介する転写調節複合体形成の有無を検索した。

本実験に関してはリン酸化 Smads、CREB の各

抗体を用いた免疫沈降法を行った。 

（３）（１）で用いた luciferase reporter 

plasmid を用いて、BMP-2及び PTHを添加後の

ルシフェラーゼ活性を測定し検討した。その

際 PTH単独（以下 PTH single treatment）

ではあまり効果を認めなかったため、PTH 

single treatmentの際の 1/10量を 3分おき

に 10 回投与する投与法（以下 PTH cyclic 

treatment）を用いて行った。 

（４）real time RT-PCRにて骨形成マーカ

ーである ALP、Runx2、osteocalcin、抑制 Smad

である Smad6 を検討した。また、蛋白レベル

での骨形成を調べるために、ALP アッセイを

行った。 



（５）PTH について細胞内 cAMPがどのように

変化しているか調べるために、経時的に cAMP

濃度を測定した。その際に様々な投与法（PTH 

single treatment、PTH cyclic treatment、 

PDE 阻 害 薬 で あ る IBMX を PTH single 

treatment に追加）で検討した。 

（６）PKA 阻害薬である H89、PDE 阻害剤で

ある IBMXを用いて PTHの BMPに対する効果が

どう変化するか ALP アッセイを行った。 

 

４．研究成果 

（１）BMP の応答細胞として筋芽細胞由来の

未分化間葉系細胞である C2C12 細胞を用いた。 

ルシフェラーゼ活性の測定では CREの変異導

入でdbcAMPによるBMP転写活性の増幅を抑制

すること、CREB RNAi、及び PKA 阻害薬によ

り、BMP転写活性の cAMP による促進効果が抑

制されることが明らかとなった。（図１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図１）ルシフェラーゼ活性 

 

（２）免疫沈降法による結果では、リン酸化

Smad1/5/8とリン酸化CREB及びCREB-binding 

protein (CBP)との複合体形成が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図２）免疫沈降 

 

（３）転写レベルにて PTH投与（PTH cyclic 

treatment）にてＢＭＰによる効果の増強を認

めた。 

 

 

（図 3）ルシフェラーゼ活性 

 

（４）mRNA、蛋白レベルにおいて PTH 投与（PTH 

cyclic treatment）にて BMP による骨形成効

果の増強を認めた。また抑制 Smad である

Smad6 の抑制も認めた。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

（図 4） real time RT-PCR (ALP, Runx2, 

Osteocalcin, Smad6)（A-D）及び ALP 活性（E） 

（5）dbcAMP,folskoline では長時間高濃度に

細胞内 cAMP 濃度が維持されたが、PTH single 

treatment では 2.5 分をピークに 5 分前後で

ベースラインに戻った。しかし、PTH cyclic 

treatment においては、dbcAMP,folskoline

と同様に長時間高濃度に細胞内 cAMP 濃度が

維持された 

 

 

 

(図５)経時的な細胞内 cAMP 濃度 

 

（６）PKA 阻害剤である H89 を用いると増強

された PTH cyclic treatment の効果は抑制さ

れた。また、PDE 阻害剤である IBMXを用いる

と、PTH single treatment でも BMP の効果

を増強した。 
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（図６）ALP 活性 

（７）したがって、PTH の作用の一部が BMP

を介して発揮されることを世界で初めて示す

ことが出来た。これにより、PTH が臨床使用

される際の安全性を保証できたと考えている。

今後は、PTHの作用機序の更なる探求を行い、

その効果発現を増強しうる方法を考案し、骨

粗鬆症治療における PTH 効果の安全性の向上

と医療経済的により安価な治療法の開発に結

びつけたい。 
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