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研究成果の概要（和文）：PTHの骨形成促進作用メカニズムを明らかとする目的で、PTHの骨形

成促進作用が認められる骨芽細胞様細胞株である MC3T3-E1細胞およびMC-4 細胞培養系を用い

て PTH シグナルの下流にある転写因子 COX-2の解析を行った。具体的には、 MC3T3-E1細胞お

よび MC-4 細胞培養系に COX-2のプロモーター領域の様々な binding site COX-2 DNA mutation

を強制発現させ、PTHによるルシフェラーゼ活性を測定することにより、PTHによる COX-2誘導

に必須の potential cis-acting site を検索した。また、mRNA、タンパクレベルでの解析を

Real-time (Quantitative) PCR および Western blot で検討した。更に、PTH 刺激を加えた 

MC3T3-E1細胞および MC-4 細胞培養系から核タンパクを抽出してゲルシフトアッセイを行い、

PTH による COX-2 誘導の potential cis-acting siteを検討した。その結果、骨芽細胞様細胞

株において PTHによる COX-2の発現誘導には、calcium-calcineurin-NFAT signaling pathway

が重要であることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Murine MC3T3-E1 and MC-4 cells were stably transfected with 
-371/+70 bp of the murine cyclooxygenase-2 (COX-2) promoter fused to a luciferase reporter 
(Pluc371) or with Pluc371 carrying site-directed mutations. Mutations were made in (1) 
the cAMP response element (CRE) at -57/-52 bp, (2) the activating protein-1 (AP-1)-binding 
site at -69/-63 bp, (3) the nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-binding site at 
-77/-73 bp, and (4) both the AP-1 and NFAT sites, which comprise a composite consensus 
sequence for NFAT/AP-1. Single mutation of CRE, AP-1, or NFAT sites decreased parathyroid 
hormone (PTH)-stimulated COX-2 promoter activity 40% to 60%, whereas joint mutation of 
NFAT and AP-1 abrogated the induction. On electrophoretic mobility shift analysis, PTH 
stimulated binding of phosphorylated CREB to an oligonucleotide spanning the CRE and 
binding of NFATc1, c-Fos, and c-Jun to an oligonucleotide spanning the NFAT/AP-1 composite 
site. Mutation of the NFAT site was less effective than mutation of the AP-1 site in 
competing binding to the composite element, suggesting that cooperative interactions of 
NFATc1 and AP-1 are more dependent on NFAT than on AP-1. Both PTH and forskolin, an 
activator of adenylyl cyclase, stimulated NFATc1 nuclear translocation. PTH- and 
forskolin-stimulated COX-2 promoter activity was inhibited 56% to 80% by calcium 
chelation or calcineurin inhibitors and 60% to 98% by protein kinase A (PKA) inhibitors. 
These results indicate an important role for the calcium-calcineurin-NFAT signaling 
pathway in the PTH induction of COX-2 and suggest that cross-talk between the cAMP/PKA 
pathway and the calcium-calcineurin-NFAT pathway may play a role in other functions of 
PTH in osteoblasts. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、PTH には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 FDAの承認を得て、既に臨床の現場

で用いられている。また、その全身投与が

骨折治癒促進効果を持つことが動物実験で

複数の施設から報告されている。しかしな

がら、この PTHの薬理効果の分子メカニズ

ムは、現状では殆ど解明されてはいない。

そのため、米国では重症な骨粗鬆症の患者

に対して 2年間の投与に限るという条件付

きで使用が認められてはいるものの、日本

ではまだ臨床応用には至っていない。そう

した状況を鑑みると、PTH の日本での臨床

応用を可能にするためには、その詳細な作

用メカニズムの解明が必要である。その一

方、骨代謝において重要な mediatorである 

プロスタグランディン（prostaglandin; 

PG）は、constitutive enzyme のシクロオ

キシゲナーゼ 1（cyclooxygenase-1; COX-1）

とcytokineやhormoneなどの刺激により誘

導される inducible enzymeの COX-2が存在

する。COX-2 ノックアウトマウスを用いた

in vitro および in vivo の実験系で、PTH

刺激による破骨細胞形成は、ノックアウト

マウス骨髄培養において野生型マウスより

も 70%低下し、この破骨細胞形成の低下は

PGE2投与によって消失すること、PTHの頭

蓋骨への 3日間投与により野生型マウス 

では高 Ca血症をきたしたが、ノックアウト

マウスでは血清 Ca 上昇が認められなかっ

たことなどから、PTH 投与による骨代謝回

転が COX-2を介していることが示唆されて

いる（Okada et al. J UOEH, 2003）。また、

骨折治癒やインプラント埋入後のオッセオ

インテグレーションといった骨形成におい

て、COX-2 が不可欠であることが報告され

ている（Simon et al. JBMR, 2002; Chikazu 

et al. IJOMS, 2007）。PTHの骨組織に対す

る多彩な作用は、COX-2 を介するシグナル

によって調節されている可能性が高い。し

かしながら、COX-2 を介したシグナルによ

る骨形成作用は十分検討されていない。 
 
２．研究の目的 
骨系細胞における PTHと COX-2シグナルの検
討 
 
３．研究の方法 

PTH の骨形成促進作用メカニズムを明らかと

する目的で、PTH の骨形成促進作用が認めら

れる骨髄由来間葉系細胞や骨芽細胞様細胞

株（MC3T3-E1、ST2、MC-4 など）培養系を用

いて PTH シグナルの下流にある転写因子

COX-2 の解析を行う。具体的には、骨髄由来

間葉系細胞や骨芽細胞様細胞株（MC3T3-E1、

ST2、MC-4など）に COX-2 のプロモーター領

域（-371/+70 bp）の様々な binding site

（NFAT: -77/-73 bp、AP-1: -68/-63 bp、CRE: 

-57/-52 bp 等）の COX-2 DNA mutation を強

制発現させ、PTH によるルシフェラーゼ活性

を測定することにより、PTH による COX-2誘

導に必須の potential cis-acting siteを検

索する。また、mRNA、タンパクレベルで、そ

の骨芽細胞分化、および破骨細胞形成支持能

に差が現れるかを Real time PCR、Western 

blotで検討する。更に、PTH刺激を加えた骨



髄由来間葉系細胞や骨芽細胞様細胞株

（MC3T3-E1、ST2、MC-4 など）から核タンパ

クを抽出して gel shift assay（EMSA）を行

い、PTH による COX-2 誘導の potential 

cis-acting siteを検討する。 
 
４．研究成果 
（1）MC3T3-E1 細胞および MC-4 細胞培養系
に COX-2 のプロモーター領域の様々な
binding site COX-2 DNA mutation を強制発
現させ、PTH によるルシフェラーゼ活性を測
定することにより、PTHによる COX-2 誘導に
必須の potential cis-acting siteを検索し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）mRNA、タンパクレベルでの解析を
Real-time (Quantitative) PCR お よ び
Western blotで検討した。更に、PTH刺激を
加えた MC3T3-E1 細胞および MC-4 細胞培養
系から核タンパクを抽出してゲルシフトア
ッセイを行い、PTH による COX-2 誘導の
potential cis-acting siteを検討した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



その結果、骨芽細胞様細胞株において PTHに
よ る COX-2 の 発 現 誘 導 に は 、
calcium-calcineurin-NFAT signaling 
pathwayが重要であることが分かった。 
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