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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに培養骨芽細胞において、カテコラミンが骨形成蛋白（bone morphogenetic
 protein以下BMP）のもつ骨芽細胞分化促進作用をさらに増強させることを解明してきた。そこでこのカテコラミンに
よるBMPの増強作用の詳細なシグナル経路について解明した。マウス全身投与によるエピネフリンの血中濃度上昇が、c
AMP/CRE signalingおよびアドレナリンβ2受容体・PKA系経路を介して、BMPの骨芽細胞分化促進作用を増強し、骨形成
能を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Topical effects of a catecholamine on bone morphogenetic protein (BMP)-induced ect
opic bone formation were investigated. Epinephrine enhanced bone induction by BMP-2. The mass of ossicles 
ectopically induced by BMP-2 was increased by the systemic addition of epinephrine. The expression level o
f alkaline phosphatase (ALP) in cells was consistently elevated by BMP-2 and was further elevated by the a
ddition of epinephrine. The epinephrine-enhanced ALP elevation was specifically abolished by an antagonist
 to beta 2-adrenergic receptors and by a protein kinase A inhibitor. The luciferase activity of the Id1 ge
ne was elevated by BMP-2 treatment and this activity was further enhanced by the addition of epinephrine. 
Epinephrine-enhanced luciferase activity was abolished by mutation of the cAMP-response element (CRE) sequ
ence in the Id1 promoter, indicating that CRE-binding transcription proteins induced by epinephrine additi
on may act as enhancers of Smad-mediated BMP signaling.
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１．研究開始当初の背景 
 
 骨粗鬆症の有病者率は、本邦ですでに 1000
万人を超えたといわれている。その予防対策
として、適度な運動は骨量と骨の強度の維持
に重要であることがすでに報告されている。
その作用メカニズムについては、力学的負荷
による骨細胞ネットワークの歪みや骨細胞
周囲の組織液の流れによる物理的刺激とし
て感知され、骨芽細胞の機能亢進となって骨
形成が亢進すると仮想されている。特に運動
による骨量増加効果は学童期、思春期で明確
であるとされる。しかし現時点ではその機序
は明らかではない。 
一方、運動後の身体的変化として、血中乳

酸値の上昇とともにカテコラミン値（アドレ
ナリン; A、ノルアドレナリン; NA)の上昇が
報告されている。この運動後のカテコラミン
上昇は思春期に顕著で、瞬発力を求められる
競技者で顕著であるとの報告が多い。しかし、
この運動後の内分泌的変化による骨形成促
進への効果については報告が少ない。 
 骨芽細胞にはアドレナリン受容体（α受容
体、β受容体）のうち、β受容体の発現が報
告されている。β受容体にリガンド（A, NA）
が結合すると Gs 蛋白を介して adenylate 
cyclase が活性化され cyclic AMP の合成、さ
らには protein kinase A(PKA)が活性化され、
CREB(cAMP response element binding 
protein)のリン酸化により標的遺伝子上の
CRE(cAMP response element)に結合して遺伝
子発現を調節するとされている。ここで、従
来我々は R-Smads(Smad 1,5,8)と Co-Smad
（Smad4）による骨形成蛋白（bone 
morphogenetic protein 以下 BMP）の細胞内
シグナル伝達系でBMPの初期応答遺伝子（Id1, 
BMP-6）の promotor 領域の Smads 複合体結合
部位（BMP responsive element, BRE）近く
に CRE 配列が存在し、cAMP/PKA/CREB/CRE 配
列を介したBMP転写活性の増幅に作用してい
ることを明らかにした。 
この事実から、運動によって分泌亢進した

カテコラミンがアドレナリン受容体を介し
て BMP のシグナル伝達を活性化し、骨形成を
促進し多結果、運動による骨形成を高めてい
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
  
我々はこれまでに培養骨芽細胞において、

カテコラミンがBMPのもつ骨芽細胞分化促進
作用をさらに増強させることを報告した。そ
こで本研究ではカテコラミンによるBMPの増
強作用の詳細なシグナル経路について転写
因子レベルで解明する。in vivoでは、運動
によって上昇する血中カテコラミン濃度と
BMP との相互作用を調べる。運動による新し
い骨量維持機序を明らかにすることを目的
とする。 
 

３． 研究の方法 
 
(1) カテコラミンによる BMP の効果促進のメ

カニズムの解明 (In vitro) 
 
 骨髄由来間葉系幹細胞（ST2 細胞）に、カ
テコラミン（エピネフリン、ノルエピネフリ
ン、ドパミン）をリコンビナントヒト
BMP2(rhBMP2)と共投与し、骨芽細胞分化につ
いて ALP アッセイ(投与 3 日後)で評価した。
アドレナリン受容体の関与、cAMP/PKA 系の関
与、PKC 系の関与、MAPK 系の関与を検討する
ために、各種 inhibitor を前投薬した上で、
エピネフリンと rhBMP2 を共投与し、ALP アッ
セイを用いてinhibitorによるブロック効果
の程度を評価した。 
 カテコラミンによるBMP転写調節について
評価するため、BMP の初期応答遺伝子である
Id1 のプロモーター解析を行った。Id1 gene
の promoter plasmid から BRE 配列(BMP 系)
とCRE配列(cAMP系)を単独もしくは双方に変
異導入した 4種の Id1 promoter を作製し、
MC3T3-E1、ST 細胞に plasmid をトランスフェ
クションした。エピネフリンを rhBMP2 と共
投与し、ルシフェラーゼによる Id1 promoter
レポーターアッセイで評価した。 
 
(2) カテコラミン全身投与による BMP の骨形

成促進作用の増強効果 (In vivo) 
 
 我々はこれまでにBMPを非常に効率よく徐
放させうる担体ポリマー(Polylactic 
acid-polyethylene block co-polymer)を用
いて、マウスの筋膜下に新生異所性骨を作製
するマウス異所性骨誘導実験モデルを発展
させてきた。そこで、rhBMP5μg 含有のポリ
マーを背筋筋膜下に埋植したマウスに、エピ
ネフリンの全身投与を行い、3週間後の新生
異所性骨についてレントゲン評価と骨量を
測定した。カテコラミンを全身投与しない群
をコントロール群とした。 
 
４． 研究成果 
 
(1)  ST2細胞にエピネフリン（10-8M, 10-7M）、

ノルエピネフリン（10-8M）、ドパミン
（10-8M）を各々rhBMP2(100ng/ml)と共投
与したところ、rhBMP2 単独投与群に比べ
て、共投与群の ALP 活性はいずれも上昇
した（図１）。 

アドレナリンβ2受容体選択的阻害剤
（Butoxamine, 10-6M）および PKA 
inhibitor（H89, 2×10-8M ）を前投薬し
た上で、エピネフリン（10-8M）と rhBMP2
（50ng/ml）を共投与したところ、エピ
ネフリンに付加によるALP活性の上昇は
抑制される結果となった。しかし、アド
レナリンα1受容体選択的阻害剤
（Prazosin, 10-7M）や PKC inhibitor
（G6976, 10-8M）・MAPK inhibitor



（SB203580; 10−8M）を前投薬した上で、
エピネフリンとrhBMP2を共投与しても、
エピネフリンによるALP活性の上昇は抑
制されなかった（図 2）。 
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以上より、エピネフリンによる BMP の

骨芽細胞分化促進作用の増強効果は、ア
ドレナリンβ2受容体及び PKA 系経路を
介して作用していることが明らかとな
った。 
 次に ID1 レポーターアッセイでは、
BMPによるID1 レポーターアッセイの上
昇は、エピネフリンの付加によってさら
に上昇した。しかし、CRE 配列を変異し
た ID1 promoter のレポーターアッセイ
では、エピネフリンの付加による上昇は
認められなかった（図 3）。 
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以上より、エピネフリンによる BMP の

骨芽細胞分化促進作用の増強効果は、

cAMP/CRE signalingが関与していること
が判明した。つまり、エピネフリンによ
るBMPの骨芽細胞分化促進作用の増強メ
カニズムは、アドレナリンβ2受容体及
び PKA 系経路を介して作用しており、転
写因子のレベルではcAMP/CRE signaling
が関与していることが明らかとなった。 

 
(2) マウス異所性骨誘導モデル（背筋筋膜に

rhBMP5μg を含有したポリマーを埋植）
において、エピネフリンを 0.5mg/kg で 3
週間連日皮下注射したところ、3週間後
の新生異所性骨は、コントロール群に比
べて Bone mineral density の有意な増加
を認め、軟 X線画像でサイズの増大を認
めた（図 4）。 
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以上まとめると、全身投与によるエピ
ネフリンの血中濃度上昇が、cAMP/CRE 
signaling およびアドレナリンβ2受容
体・PKA 系経路を介して、BMP の骨芽細
胞分化促進作用を増強し、骨形成能を促
進することが示唆された。 
今後、マウスにカテコラミンを全身投

与（間欠的皮下注射）した場合の血中ア
ドレナリン濃度の変動、および、BMP に
対するカテコラミンの全身効果につい
て検討したい。また、マウス異所性骨誘
導実験モデルを用いて、マウスに運動負
荷を加えた場合の血中アドレナリン濃
度の変動を測定し、および BMP に対する
運動効果についても検討を重ねたい。 
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