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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は、骨形成作用を持つ PTH シグナルと PTH 受容体に結合するβカテニンとの相互
作用による骨代謝調節機構の存在およびその作用を解明することである。相互作用による骨形
成促進機能が解明されることにより、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を目標としている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to clarify regulatory mechanism of bone metabolism and its 
effect via interaction between PTH signaling, that has anabolic effect in bone, and 
β-catenin binding to PTH/PTHrP receptors. By elucidating osteogenic function via the 
interaction, we aim to develop PTH-related osteogenesis-accelerating drugs that are more 
effective with less side-effect.  
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１．研究開始当初の背景 

 口腔外科領域では顎顔面の先天的疾患

や外傷などによって骨部分欠損が生じるが

修復方法として自家骨移植が主に行われて

いる。しかし、自家骨移植では健全な部位を

犠牲にすることになることから、これらに取

って代わる治療法として細胞を積極的に利

用した組織修復を目指す再生医療的アプロ

ーチが必要であると考えられる。骨再生にお

いては骨髄由来の間葉系細胞を骨細胞に分

化させ、移植することによって、欠損骨部を

再生しようとする試みは多くおこなわれて

いる。しかし、骨髄由来間葉系細胞の増殖能

には限界があり、かつ増殖培養中に分化性能

が低下することが挙げられる。このため、再

生医療を応用した骨再生の成功のためには、

この問題点を乗り越えることが不可欠であ

る。そこで十分な骨芽分化を経て、実際に機

能する再生骨を得るために骨形成促進剤を

併用することを着想した。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、米国ではヒト組み換

え PTH(1-34)が初めての骨形成促進剤として

既に FDAの承認を得て臨床の現場で用いられ

ている。しかしながら、この PTH の薬理効果

の分子メカニズムについては殆ど解明され

ていないのが現状であり、より効率的な骨形

成促進作用薬の開発へつなげるためにもそ

のメカニズムの解明が切望されている。 

PTH は PTH 受容体に結合後、受容体の細胞

内部位に G蛋白が結合し活性化されることに

よって細胞内にその主なシグナルを伝える

と考えられている。この G蛋白には Gαsと G

αq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。しかし PTH の骨組織に対する多彩な

作用は、2種類の G蛋白を介するシグナルが

単に流れるというのみでは説明がつかず、他

の分子によっても調整を受けていることが

示唆されている。特に PTH 受容体は７回膜貫

通型の受容体の一つで、受容体細胞内 C末端

が長く、G蛋白質以外のシグナル分子が結合

することが解明されてきている。実際、PTH

に結合する新たな蛋白質として

NHERF-2(Sodium-Hydrogen Exchanger 

Regulatory Factor-2)が近年同定され、PTH

のシグナルを Gαq蛋白へ選択的に伝達させ

るように受容体と相互作用をしていること

が報告された（Mahorn ら、Nature 417, 2002）

（図参照）。連携研究者の緒方らは先行研究

で、NHERF-2 が同定された方法と同様のイー

ストツーハイブリッドシステム実験系を用

いて PTH 受容体の細胞内 C末端に結合する新

たな蛋白質をいくつか同定しており、その中

に骨代謝関連因子として近年注目を浴びて

いるβ-カテニンが PTH 受容体に結合するこ

とを見出している。β-カテニンはアルマジ

ロリピートと呼ばれる繰り返しドメイン構

造を有する蛋白質でカドヘリンといわれる

細胞接着因子と結合すると同時に、多くの細

胞骨格因子とも結合し細胞間接着の形成に

寄与していると言われている。それらの機能

に加えβ-カテニンは、主要な骨形成シグナ

ルのひとつである Wnt伝達系において中心的

な働きを担っている。 

PTH受容体C末端へのβカテニンの

相互作用と、そのシグナル調節機構 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、骨形成作用を持つ PTH シグ

ナルとその受容体に結合するβカテニンと

の相互作用による骨代謝調節機構の存在お

よびその作用を解明することである。相互作

用による骨形成促進機能が解明されること

により、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

ことを考えている。 

 

３．研究の方法 

(1) hPTH-GFP 受容体と C 末端欠損型 PTH 受容

体コンストラクトの作成 

ヒト PTH 受容体に GFP(Green Fluorescence 

Protein)を結合させたコンストラクトを組

み込んだ発現ベクターを構築した(hPTH-GFP

受容体)。PTH 受容体の細胞内 C末端は 463 番

目から 591番目までのアミノ酸より構成され

ている。これら 126 個のアミノ酸のうち C末

端のアミノ酸から 10 アミノ酸ずつ欠失させ

GFP を結合させた C 末端変異体-GFP 受容体、

および 463 番目のアミノ酸から 10 アミノ酸

ずつ欠失させ GFP を結合させた N末端変異体

-GFP 受容体を作成し、発現ベクターに組み込

んだ。 

(2) hPTH-GFP 受容体とβカテニンのタンパク

結合部位の同定 

hPTH-GFP 受容体とβカテニンのタンパク結

合部位を検出するために（１）で作成したベ

クターを用いて CheckMate™ / Flexi® Vector 

Mammalian Two-Hybrid System (Promega)を

行った。これは、2 つのタンパク質あるいは

ドメイン同士の相互作用を確認あるいは評

価するためのシステムであり、タンパク結合

部位を C 末に絞った後に、C 末端のアミノ酸

PTH の骨形成メカニズムについては、主とし

て Runx2 等の転写因子や Wnt シグナルの関与

についての散発的な報告が最近見られるよ

うになったが未だ結論には至っていない。 



１つずつ欠失させた変異体ベクターもしく

はアミノ酸置換変異体ベクターによるβカ

テニンとの結合を解析した。 

さらに内在性タンパク質の二分子間相互作

用や組織内、細胞内での局在を検出するため

に Duolink(Olink)を用いて解析した。 

(3) βカテニンによる PTH シグナル伝達調整

機構の解析 

βカテニンは細胞内においてユビキチン化

を受け、シグナルが無い場合には常に分解さ

れている。このユビキチン化を受ける部位に

変異を加えることで恒常活性型βカテニン

を発現するベクターを作成した。hPTH-GFP 受

容体もしくはC末端変異体-hPTH-GFP受容体、

恒常活性型βカテニンのレンチウイルスを

作成し、細胞に導入した。その細胞を用いて、

PTH 刺激により活性化される細胞内サイクリ

ック AMP（cAMP）およびカルシウム反応性を

測定し、受容体とβカテニンによる PTH シグ

ナルへの影響を検討した。 

(4) Wnt シグナルと PTH シグナルの相互作

 用による骨形成促進モデルの作成 

骨形成促進作用をもつことが知られている

Gs シグナル（cAMP の反応性上昇）の活性が

確認されるβカテニンと hPTH-GFP 受容体変

異体の組み合わせを検索したのちに、in 

vitro で骨形成シグナルマーカーが発現上昇

するかを現在検討中である。 

 

４．研究成果 

(1) hPTH-GFP 受容体と C 末端欠損型 PTH 受容

体コンストラクトの作成 

ヒト PTH 受容体に GFP(Green Fluorescence 

Protein)を結合させたもの、C 末端のアミノ

酸から 10 アミノ酸ずつ欠失させ GFP を結合

させた C末端変異体-GFP 受容体、恒常活性型

βカテニン、野生型βカテニンを組み込んだ

発現ベクターを作成し、レンチウイルスベク

ターに組み替えた。発現と機能確認はそれぞ

れ、ルシフェラーゼアッセイ、リアルタイム

RT-PCR もしくはウエスタンブロッティング

で行い、細胞で強制発現していることを確認

した。 

(2) hPTH-GFP 受容体とβカテニンのタンパク

結合部位の同定 

Mammalian Two-Hybrid System hPTH-GFP 受

容体の C末 10 アミノ酸に 

βカテニンが特異的に結合していることが

示唆された。10 アミノ酸のうち、いづれのア

ミノ酸がβカテニンの結合に必須であるか

を 1 アミノ酸ずつ置換した変異体を作成し、

解析し、hPTH 受容体の C末の或る 1つのアミ

ノ酸がβカテニンとの結合に必須であるこ

とが示唆された。内在性 hPTH 受容体と内在

性βカテニンのタンパク質の相互作用と共

局在を示すために Duolink（PLA 法）を用い

て、解析の結果、胎児成長板の前肥大軟骨層

でこの 2つの分子が共局在しており、タンパ

ク相互作用していることが示唆された。PTH

刺激による相互作用の変化は現在解析中で

ある。 

(3) βカテニンによる PTH シグナル伝達調整

機構の解析 

βカテニンが hPTH 受容体の C 末に結合する

ことによって、PTH 刺激に反応する下流のシ

グナルである Gsもしくは Gqシグナルの変化

があるかを細胞内ｃAMP、カルシウム反応性

を測定した結果、βカテニンが結合すること

によって、Gqシグナル優位になることが示唆

された。 さらに（２）で同定した hPTH 受

容体のβカテニン結合必須部位を欠損させ

た変異体を用いた解析で再確認している。 

(4) Wnt シグナルと PTH シグナルの相互作

 用による骨形成促進モデルの作成 

βカテニン結合もしくは非結合型 PTH受容体

により骨形成性作用をもつ PTH シグナル（Gs

シグナル）の下流分子の発現量の変化が見ら

れた遺伝子を同定するために gene chip 

microarray を用いて行う予定である。発現が

有意な遺伝子についてアデノウィルス発現

ベクターを作成し、骨芽細胞に遺伝子導入し

た後、PTH 刺激による骨形成促進作用が見ら

れるか検討する。促進作用が見られた場合そ

の恒常活性型を作成し、PTH のより効果的な

骨形成促進モデルを作成する予定である。 
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