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研究成果の概要（和文）：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
謝調節機構を解明するためにPTHシグナルとWnt/β-cateninシグナル相互作用とPTHシグナルの下流の調節機構の解析を
行った。βカテニンとPTH受容体はPTHのC末10アミノ酸内に結合し、βカテニンとPTH受容体が結合することでGqシグナ
ルを活性化させていることが明らかとなった。現在はOsx－Creマウスとβカテニンfloxマウスを交配させたマウス（骨
組織特異的βカテニンノックアウトマウス）の骨芽分化発生の異常の解析と実験的歯の移動モデルを用いて、PTH間歇
投与の効果の検討を行っている。

研究成果の概要（英文）：To investigate the underlying mechanisms of action and functional relevance of b-c
atenin in osteoblasts, by examining the role of b-catenin as a novel protein that interacts with the intra
cellular C-terminal portion of the parathyroid hormone (PTH)/PTH-related protein (PTHrP) receptor type 1 (
PTHR-1). b-catenin physically interacted and co-localized with the cell membrane-specific region of PTHR-1
 (584-589). Binding of b-catenin to PTHR-1 caused suppression of the Gs/cAMP pathway and enhancement of th
e Gq/Ca2+ pathway, without affecting the canonical Wnt pathway. Now, to analyze the mechanism of osteogeni
c differentiation in vivo, OsxCre:b-catenin flox mice model is treated intermittently with PTH and will be
 investigate these histological analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
成体の骨組織は、骨基質の吸収と形成という
ダイナミックな現象（骨改造現象－骨リモデ
リング）により常に再構築され、その形態と
機能の恒常性を維持している。骨吸収を担う
破骨細胞と骨形成を担う骨芽細胞が、骨組織
を取り巻く環境・骨組織に加わる種々の刺激
に応答して、時間的・空間的に協調すること
で骨リモデリングが起こる。骨リモデリング
に影響を与える重要な刺激の一つに機械的
刺激（メカニカルストレス）が挙げられる。
至適なメカニカルストレス条件下では、骨折
治癒や骨延長時の骨形成などが促進される
ことが知られている。同様に、歯科矯正治療
による歯の移動も、メカニカルストレスに応
答して促進された骨リモデリングを積極的
に利用したものである。矯正力というメカニ
カルストレスに応答して、歯槽骨内において
は圧迫側の骨吸収と牽引側の骨形成が繰り
返される。このように、歯の移動は骨代謝回
転が亢進した骨リモデリングの結果として
達成されることから、骨リモデリングは歯科
矯正治療の根幹をなす生体現象である。した
がって、その詳細な分子メカニズムを明らか
にすることは、骨代謝学のみならず、歯科矯
正学においても急務であると考えられる。 
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)が既に FDA の
承認を得て臨床の現場で用いられている。PTH
の作用の大きな特徴は、強力な骨形成促進作
用そのものに加えて、骨リモデリングの亢進
を誘導する点である。この PTH の薬理機序の
解明は骨リモデリングの分子メカニズムの解
明につながると期待されるものの、殆ど解明
されていないのが現状である。 
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）。 
 
申請者らのグループは先行研究で、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
すでに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
した。β-カテニンは細胞間接着の形成に寄与
するだけでなく、主要な骨形成シグナルのひ
とつである Wnt/β-catenin シグナルにおい
て中心的な働きを担っている。また近年、Wnt/
β-cateninシグナルが骨細胞への作用を介し
て、成体の骨リモデリングに関与することが
明らかとなっている。 
   
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を解明し、
歯科矯正治療におけるその役割を明らかに
することである。これにより、歯科矯正治療
の根幹をなす生体現象である骨リモデリン
グの分子メカニズムを PTH シグナルと Wnt/
β-catenin シグナルに着目して明らかにし、
その知見を歯科矯正治療に応用する基礎的
知見を収集したいと考えている。 
具体的には、 

①骨芽細胞におけるPTH受容体へのβカテニ
ンの結合の確認とその部位の同定 
②βカテニンによるPTHシグナル伝達調整機
構の解析 
③変異体βカテニンおよび変異体PTH受容体
による骨芽細胞の増殖・分化への影響 
④実験的歯の移動モデルを用いた、Wnt/β
-cateninシグナルとPTHシグナルの相互作用
に関する歯科矯正学的・分子生物学的評価 
の 4点を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究に先立ち、研究代表者と研究分担者

らは内在性蛋白あるいは変異体を用いて、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
る新たな蛋白質をすでにいくつか同定して
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。この知見をも



とに、本研究では 
(1) 骨芽細胞におけるPTH受容体へのβカテ
ニンの結合の確認とその部位の同定 
(2) βカテニンによるPTHシグナル伝達調整
機構の解析 
(3) 変異体βカテニンおよび変異体PTH受容
体による骨芽細胞の増殖・分化への影響 
を行って分子レベルでの詳細な検討を行い、 
(4) 実験的歯の移動モデルを用いた、Wnt/β
-catenin シグナルと PTH シグナルの相互作
用に関する歯科矯正学的・分子生物学的評価 
を行うことにより、in vivoでの検証をする。 
 
４．研究成果 
 
(1) 骨芽細胞におけるPTH受容体へのβカテ
ニンの結合の確認とその部位の同定 
骨芽細胞系細胞株 MC3T3 細胞に PTH刺激後膜
たんぱく質を分離回収し、PTH 受容体特異的
抗体およびβカテニン抗体を用いて、免疫沈
降法およびウェスタンブロッティング法に
より蛋白-蛋白結合を検討した。 
PTH 刺激後に内在性受容体と内在性βカテニ
ンが結合していることが示された。 
ヒト PTH受容体に GFP(Green Fluorescence 

Protein)を結合させたコンストラクトおよ
びβカテニンにrhodamine蛋白を結合させた
コンストラクトを組み込んだ発現ベクター
(hPTH-GFP 受容体、βカテニン-rho)を用いて、
解析したところ、細胞膜上に共局在すること
が示された。しかしながら、PTH 投与の有無
によっての細胞膜上でのこれらのタンパク
の動きは確認できなかった。 
C 末端欠損型 PTH 受容体コンストラクトの

作成：PTH 受容体の細胞内 C 末端は 463 番目
から593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583アミノ酸まで１ずつ欠失
させGFPを結合させたC末端変異体-GFP受容
体を作成し、Mammalian two-hybrid assay
を行い、βカテニンとの結合部位を見出した。 
その結果、589 番目までのアミノ酸にβカテ
ニンが結合していることが示唆された。さら
にアミノ酸変異体を作成することでこの結
合部位を再確認することができた。 
 
(2) 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
の発現コンストラクトを作成した。 
さらに、βカテニンが内因性にノックアウト
された状態をみるためにβカテニンsiRNAを
作成し、βカテニンのノックダウン効率を確
認したところ、90%程度の高いノックダウン
効率を得る事ができた。 
これら、２つの恒常活性型とノックダウン型
の発現ベクターを用いて、 

βカテニンによるPTHシグナル伝達調整機構
の解析を行った。 
 
PTH の下流のシグナルである Gs もしくは Gq
シグナルへの調節を調べるために恒常活性
型βカテニン、siRNAβカテニンを２９３細
胞に導入し、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
ウムリリースの蓄積量を測定した。 
まず、C末端 10 アミノ酸欠損型 PTH 受容体変
異体（βカテニン非結合型）のアデノウイル
スを作成し、C3H10T1/2 細胞株を樹立した。
この細胞株に PTH を投与すると Gs シグナル
の指標であるｃAMP の産生があがり、Gq シグ
ナルの指標である Ca2+のリリースが抑制さ
れた。 
さらに恒常活性型βカテニンとβカテニン
siRNAのベクターと上記のC末端10アミノ酸
欠損型 PTH 受容体変異体（βカテニン非結合
型）細胞株、PTH 受容体野生型を組み合わせ、
シグナルの動きをみたところ、βカテニン
siRAN発現の細胞群ではGsシグナルの顕著な
活性化がみられ、Gq シグナルは抑制された。
これらの現象を再確認するためにC末端欠損
型PTH受容体変異体と恒常活性型βカテニン
を強制発現した系では Gs シグナルの上昇と
Gq シグナルの抑制がみられた。これらのこと
より、βカテニンと PTH 受容体が結合するこ
とで Gq シグナルを活性化させていることが
示された。 
 
 (3) 変異体βカテニンおよび変異体 PTH 受
容体による骨芽細胞の増殖・分化への影響 
上記の（２）で用いた 4 種のベクター（C 末
端 10 アミノ酸欠損型 PTH 受容体変異体（β
カテニン非結合型）細胞株、PTH 受容体野生
型、恒常活性型βカテニンとβカテニン
siRNA）の組み合わせで骨芽分化系への反応
をみたところ、Gs シグナルを活性化する組み
合わせで骨芽分化が進むことが RT-PCR での
骨芽分化マーカーや染色によって示された。 
さらに骨芽細胞株の増殖能を細胞増殖曲

線を評価したところ、骨芽分化を上昇させる
組み合わせで骨芽細胞の増殖を促進させる
ことが示された。 
骨芽分化を促進させ、骨代謝回転をあげる

シグナルとして、Gs シグナルが重要であるこ
とが示唆された。 
 

(4) 実験的歯の移動モデルを用いた、Wnt/β
-catenin シグナルと PTH シグナルの相互作
用に関する歯科矯正学的・分子生物学的評価 
 Wnt シグナルを遺伝学的に操作することで、
実験的歯の移動モデルに対するPTH投与の効
果が修飾されるかを現在、検討中である。 
Osx－Cre マウスとβカテニン flox マウス

を交配させたマウス（骨組織特異的βカテニ
ンノックアウトマウス）の骨芽分化発生の異
常の解析と実験的歯の移動モデルを用いて、
PTH 間歇投与の効果の検討を行っている。 



実験的歯の移動評価モデルは Yoshimatsu ら
の方法を用いる（左図、J Bone Miner Metab 
24: 20-27, 2006）。直径 0.15 mm の Ni-Ti ワ
イヤーによるクローズドコイルスプリング
（コイル径0.9 mm）を矯正装置として用いる。
生後8週齢マウスの上顎切歯－左側第一臼歯
間に装置を装着する。また、上顎切歯におい
ては歯肉縁から 0.5 mm の位置に形成した溝
に固定する。装置装着（PTH 投与開始）後 2
日、4日、6日、8日、10日、12 日に屠殺後、
上顎骨を摘出しシリコン印象材にて印象採
得を行う。印象上で左側第一臼歯－第二臼歯
間の最短距離を実体顕微鏡下で測定し、歯の
移動度を検討している。さらに、圧迫側・牽
引側について、骨形成の組織学的検討、TRAP
染色による破骨細胞形成の検討を行う予定
である。さらに遺伝子・蛋白発現を検討する
ために、免疫組織化学を行い、この現象が起
こっている時点での PTH－βカテニン関連タ
ンパクの発現を確認する予定である。 
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