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研究成果の概要：本研究目的は、正常な野生型PTH/PTHrP受容体（PTH-R）タンパクは小胞体・

ゴルジ体を経由してすみやかに細胞膜上に輸送されるのに対して、Blomstrand型PTH/PTHrP受容

体(PTH-RP132L)タンパクは小胞体の品質管理機構によって細胞膜まで輸送されず小胞体蓄積また

は細胞質内漏出を受ける可能性について解析することである。その結果、PTH-RP132L遺伝子を過

剰発現する培養骨芽細胞ならびに軟骨細胞では、変異型受容体蛋白は細胞膜上に発現せず小胞

体への蓄積を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
骨代謝調節因子である副甲状腺ホルモン

(PTH)・副甲状腺ホルモン関連ペプチド

(PTHrP)の受容体(PTH/PTHrP 受容体、以下

PTH-R)の遺伝子変異は骨・軟骨異形成症を発

症 さ せ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 

(Science 1995, New Enlg. J Med. 1996)。

骨・軟骨異形成症は四肢・体幹の骨格異常ば

かりでなく、口腔や顔面組織においても歯の

萌出異常を誘導すること、さらに、PTHrP 遺

伝子欠損マウスが歯の形成・萌出異常を招く

ことから、これら変異型 PTH-R のシグナリン

グ経路と細胞分化異常を解明することは、学

術的・臨床的に重要かつ急務を要すると考え



られる。 

 
 
２．研究の目的 
Blomstrand 型 PTH/PTHrP 受 容 体 （ 以 下
PTH-RP132L）の機能異常、特に軟骨における作
用についてin vivoで解明することを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) PTH-RP132L遺伝子をlipofection法にて

骨芽細胞株(MC3T3-E1)にtransfectionし、

PTH-Rに対する特異抗体を用いて共焦点レ

ーザー顕微鏡観察、またpre-embedding法に

よる免疫電顕観察によりGolgi体、ER(粗面

小胞体)、分泌顆粒、細胞膜における変異型

PTH-Rタンパクの微細局在を明らかにする。 

 
(2) MC3T3-E1 におけるcyclic AMPの産生を、
野生型PTH-R, PTH-RP132Lで比較し、変異型受
容体のシグナル伝達の差異を検討する。 
 
(3) 変異型受容体の細胞内局在・シグナリン
グ経路に加えて、Runx-2/Cbfa-1, osterix, 
アルカリホスファターゼ、オステオカルシン
などの発現を PCR 法で解析することで、変異
型 PTH-R誘導における骨芽細胞の分化異常を
分子レベルで解析する。 
 
(4) type II collagen promoter/enhancer 
cassetteにPTH-RP132L遺伝子を組み込んだ
vectorを構築し、マウス軟骨細胞のprimary 
cultureに一過性の発現を行いその機能を確
認する。 
 
(5) 採卵した受精卵に調整した DNAをインジ
ェクション（顕鏡注入）し、インジェクショ
ンした受精卵を仮親の卵管に移植し、産仔を
得る。但し、この過程は専門技術を要するの
で、研究委託をする。 
 
(6) Founder マウスのジェノタイピングを生
後 3週目の Founder マウスの尾より抽出した
ゲノムを用いて、PCR 法により transgene が
組み込まれたマウスをスクリーニングする。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) 野生型PTH-R、PTH-R P132L遺伝子発現ベク

ターをMC3T3-E1 細胞にtransfectionし、共焦

点レーザー顕微鏡及び免疫電顕観察を行い、

変異型受容体の細胞内局在を観察した。その

結果、野生型 PTH-R 遺伝子を導入した

MC3T3-E1 細胞では、細胞膜表面に均一な

PTH-R陽性反応を認めた（図１）。またPTH-R 
P132L遺伝子を導入した細胞では、細胞膜表面

にPTH-R陽性反応をほとんど認めず、小胞体

の一部に蓄積する像、および細胞質内に拡散

する像を認めた（図２）。以上の結果より、

野生型PTH-Rタンパクは小胞体・ゴルジ体を

経由してすみやかに細胞膜上に輸送される

が、PTH-R P132Lタンパクは小胞体の”quality 

control（品質管理機構）”によって細胞膜

まで輸送されず、小胞体蓄積および細胞質内

漏出によって処理される可能性が推測され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 野生型 PTH/PTHrP 受容体の
細胞局在 

 

図１ 

 

 Blomstrand 型PTH/PTHrP 受

容体の細胞局在 
 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 

 

 

 

(2) 野生型PTH-RおよびPTH-R P132Lタンパク

をそれぞれ発現させた骨芽細胞を用い、

PTH-Rタンパクの細胞内局在をwestern blot

法にて確認したところ、野生型PTH-Rタンパ

クは膜に強い局在を示したのに対し、PTH-R 
P132Lタンパクは細胞質および膜分画にそれぞ

れわずかに局在していること、すなわち小胞

体などのorganelleに蓄積されていることが

示唆された。また、PTH-Rを導入していない

コントロールでは、PTH-Rタンパクは検出さ

れなかった（図３）。これらの結果は免疫電

顕でも確認された。 

 



図３ 

 

さらに、変異型 PTH-R と野生型 PTH-R とのユ

ビキチン化の相違について比較検討するた

め、PTH-R 発現ベクターを transfection し

た骨芽細胞に proteasome 抑制剤である

MG132 を投与後、抗 PTH-R 抗体で免疫沈降を

行い、その後抗ユビキチン抗体を用いて

western を行ったところ、有意な差を得るこ

とができなかった。これは、上記手法による

検出の難しさを示していると考えられたた

め、新たに PTH-R 発現ベクターの C 末端に

c-myc tag を付加した発現ベクターを構築し、

以後の実験に用いた。 

 

(3) type II collagen promoter/enhancer 

cassetteに野生型PTH-RまたはPTH-RP132L遺伝

子を組み込んだvectorを構築し（図４）、マ

ウス軟骨細胞のprimary cultureに一過性の

発現を行いその機能を確認した。 

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
図４ 

 
 
(4) 以上の研究成果について、日本小児歯科
学会、日本骨代謝学会、米国骨代謝学会、歯
科基礎医学会および国際歯科研究学会にお
いて発表を行い、さらにBiomedical Research, 
2008.に掲載された。現在、type II collagen 
promoter/enhancer cassette に 野 生 型
PTH/PTHrP受容体遺伝子を組み込んだ vector
を、採卵した受精卵に顕鏡注入し、インジェ
クションした受精卵を仮親の卵管に移植し、
産仔（野生型 PTH-R のトランスジェニックマ
ウス）を得た。さらに、Founder マウスのジ

ェノタイピングを行い、組織異常解析および
遺伝子発現解析中であり、今後は変異型
PTH-R のトランスジェニックマウスを作製し、
その解析につなげる予定である。 
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