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研究成果の概要（和文）：セクレチン型のGPCRクラスB (GPCR-classB: GPCR-B)を介した新規骨再生治療法開発を目的
に、骨芽細胞に発現するGPCR-Bの検索を行った。In vitroにおける骨芽細胞培養系のモデルとしてMC3T3-E1を使用しGP
CR-Bの中でもインクレチン受容体として知られるGIPR, GLP-1Rについて検討を行ったところ、その発現が認められ、ま
たqPCRによる定量評価を行ったところBMP-2添加によってその発現が増強することが確認された。現在、骨芽細胞にお
けるインクレチン受容体を介した骨代謝制御メカニズムを検討中である

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to explore the possible implementation of GPCR-B si
gnaling in a new treatment method for bone diseases using an in vitro approach. Incretin receptors, GLP-1 
receptor (GLP-1R) and GIP receptor (GIPR), belong to GPCR-B family and are suggested to play an important 
role in bone metabolism. The osteoblastic cell line, MC3T3-E1 was found to express both GIPR and GLP-1R. T
he quantitative PCR analysis showed that expression of both receptors was upregulated after stimulation wi
th BMP-2. Determination of molecular mechanisms involved in regulation of bone metabolism by incretin rece
ptors-related signaling will help to developed effective strategy for bone regeneration.
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１．研究開始当初の背景 
先天異常、外傷、歯周病、腫瘍摘出持の顎
骨切除などにより欠損した歯槽骨の再生に
ついては、様々な方法が試みられているが、
現在までの手法としては、骨形成促進因子を
外来性に投与あるいは発現させ、骨形成を促
すものがほとんどである。しかしこの場合、
外来物の投与による副作用や強制発現させ
た因子による持続的な影響が無視できない
ことが多く、臨床応用に際して大きな壁とな
ることが多い。そこでこれらの難題を解決す
るため、応募者は最新のRNA工学を応用して、
内因性の骨形成抑制因子を特異的に阻害し、
限られた一定の時間に効率的かつ副作用な
く歯槽骨を再生する方法を探ることを目的
として研究計画を立案した。 
内因性の骨形成抑制因子の候補として、Gタ
ンパク質共役型受容体クラス B（G-protein 
coupled receptor class B: GPCR-B）に着目す
る。GPCR-B はセクレチンに代表される
GPCRのファミリーで、その中には、副甲状
腺ホルモン(PTH)、カルシトニン受容体など
のカルシウム代謝に関する受容体や、グルカ
ゴ ン 、 GIP (glucose-dependent  
insulinotropic polypeptide) 、 GLP-1 
(glucagon-like peptide-1)受容体など糖代謝
に関する受容体、 CRFR (corticotropin 
releasing factor receptor)、GHRHR (growth 
hormone releasing hormone receptor)や、
VIPR (vasoactive intestinal peptide)など各
種ホルモンや神経ペプチド等、様々な生理機
能を持つアゴニストに対する受容体が存在
し、薬剤標的受容体としての重要性から多数
の GPCR-B関連薬が市販されている。骨芽細
胞上にも各種 GPCR-B の発現が確認されて
おり、海外では、骨疾患治療薬として PTH
やカルシトニン受容体のアゴニストが臨床
応用されているが、副作用や投与期間の制限
など解決すべき問題はいまだ多く存在して
いる。一方、国内では未承認薬である PTH
の基礎/臨床研究をはじめ、新たな骨疾患治
療法の開発が期待されている。このような背
景のもと応募者は、高い標的特異性と効果持
続時間の限定が副作用のない新規骨疾患治
療薬の開発につながると考え、骨形成に対し
て抑制的に働く GPCR-Bを特定し、骨芽細胞
上での GPCR-B発現を転写・翻訳レベルで調
節することが、歯槽骨再生の新規治療戦略と
して最適であると考えた。以上が本研究の着
想に至った経緯である。 
 
２．研究の目的 
７回膜貫通型受容体である G タンパク質共
役型受容体 (G-protein coupled receptor: 
GPCR)には 4つのファミリーが存在するが、
セ ク レ チ ン 型 の GPCR ク ラ ス B 
(GPCR-classB: GPCR-B)には骨代謝制御に
関わる受容体が数多く存在することが知ら
れている。現在、骨疾患治療薬の標的受容体
として最も研究が展開されている GPCR-B

を介した安全で効果の高い新規骨再生治療
法の開発を研究の全体構想として掲げ、『骨
芽細胞に存在する GPCR-B の発現調節機構
を解明し、骨形成に対して抑制的に作用する
GPCR-B 遺伝子をターゲットに最新の RNA
操作技術を用いて GPCR-B 遺伝子をノック
ダウンすることで、部位特異的に効率的、か
つ副作用なく歯槽骨再生を目指す』ことを本
研究の具体的な目標として遂行を行った。ま
た、新規骨再生治療法の開発を目指し、これ
までに骨芽細胞上への発現が確認されてい
ない GPCR class Bに注目することとし、さ
らに今後の臨床応用を踏まえて実験動物を
用いた in vivo の実験系を確立することを目
標として行った。 
 
３．研究の方法 
（１）骨芽細胞に存在する新規 GPCR-Bの探
索 
内因性骨代謝関連受容体として、骨芽細胞上
に発現が認められる新規 GPCR-B の探索を
行う。具体的にはセクレチンに代表される
GPCR-Bに関して NCBIおよび BLASTサイ
トを参考にmRNAの発現を PCRにより確認
を行い、さまざまな刺激に対する発現量の変
化を qPCR、ウエスタンブロッティング、蛍
光染色により検討を行う。 
 
（２）GPCR-Bが骨芽細胞に与える影響の検
討 
①骨芽細胞の GPCR-B発現に対する RNAi 
各 GPCR-B遺伝子に対する合成 siRNAを作
製し、骨芽細胞(MC3T3-E1, KUSA)に導入す
る。細胞質内の RNAi に関しては、リポフェ
クション法を用いる。 
② 骨芽細胞の GPCR-Bサイレンシングの確
認 
siRNA導入後、GPCR-Bに対するノックダウ
ン効果を判定するため、qPCR法およびウエ
スタンブロッティング法を用いてサイレン
シングの評価を行う。 
③ 骨芽細胞の機能解析 
RNAi 効果が確認された骨芽細胞において、
siRNA 投与前後のアルカリフォスファター
ゼ、1型コラーゲン、core-binding factor alpha 
1 (Cbfa1) の発現を qPCRを用いて検討する。 
④ GPCR-B 遺伝子のダブルノックダウン効
果の判定 
GPCR-B 遺伝子に対し 2 種類の siRNA を組
み合わせて骨芽細胞に投与し、それぞれの受
容体発現に対するサイレンシング効果およ
び骨形成能の評価をqPCRを用いて検討する。 
 
（３）唾液腺における新規 GPCR-B発現の有
無 
将来的な臨床応用（唾液腺遺伝子治療）を見
据えて候補に挙がった新規 GPCR-B とその
アゴニストに関して、唾液腺での発現と各種
刺激に対する発現量の違いについて生化学
的に検討を行った。 



 
４．研究成果 
（１）MC3T3-E1細胞上のインクレチン受容
体発現とグルコース濃度による影響 
骨 芽 細 胞 (MC3T3-E1) に お い て GIPR, 
GLP-1R の両インクレチン受容体の発現が確
認された。その発現量は BMP-2 添加培地に
おいてグルコース濃度の上昇とともに増加
した。GLP-1Rの細胞内局在は BMP-2やグル
コース濃度の影響を受けなかった。現在は骨
芽細胞におけるインクレチン受容体の機能
の詳細について検討中である。 
（２）RNAサイレンシングによる骨芽細胞上
インクレチン受容体発現の変化 
骨代謝への関連が示唆されるインクレチン
受容体（GIPR, GLP-1R）の骨芽細胞での発
現は BMP-2 およびグルコース濃度により影
響を受けることが確認された。現在は siRNA
やアンチセンスオリゴ等を用いた RNA サイ
レンシングによるインクレチン受容体発現
量の変化と骨形成関連遺伝子の発現変化に
ついて詳細に検討中である。 
（３）唾液腺におけるインクレチンおよびイ
ンクレチン受容体発現の有無 
骨代謝への関連が示唆されるインクレチン
受容体とそのアゴニストに関して、将来的な
臨床応用標的臓器として最も有望と考えら
れる唾液腺（顎下腺、舌下腺、耳下腺）での
発現を PCR および免疫染色にて確認したと
ころ、ラット唾液腺（顎下腺、舌下腺、耳下
腺）での GIP および GIPR 発現が認められ、
また成長に伴い発現量が変化することも確
認された。現在 GLP-1R やその他 GPCR-B
についても詳細な検討を行っている。 
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