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研究成果の概要（和文）：本研究では、Jansen型変異PTH/PTHrP受容体（以下Jansen型PTH-R）の機能異常、特に骨・軟
骨における作用について、そのシグナリング経路と細胞分化異常をin vivoで解明することを目的とし、まずはin vitr
oにおいてJansen型PTH-Rの機能を確認した後、Jansen型PTH-Rトランスジェニックマウスの作製を行い、その解析を行
った。その結果、Jansen型PTH-R変異型マウスの骨・軟骨異常の表現型はPTHrP欠損マウスまたはPTH-R欠損マウスの異
常と類似していた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the altered signaling pathway and abnormal 
cell differentiation caused by the PTH/PTHR receptor with H223R mutation (Jansen type PTH-R), which is ove
rexpressed in murine bone and cartilage.  Transgenic mice carrying Jansen type PTH-R were generated and hi
stologically analyzed. As a consequence, the histological phenotype of bone and cartilage of Jansen type P
TH-R transgenic mice was similar to the knockout mice of PTHrP or PTH-R.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
歯の正常な萌出には、歯胚形成に呼応した

歯周組織と歯槽骨の改変が必須であり、組織
学的に基質改変機構が重要となる。 しかし、
歯科臨床的には、全身性疾患に付随する歯の
萌出異常、すなわち、顎骨の骨改造異常に伴
う歯の萌出遅延や形成異常が深刻な問題と
なる。特に、PTH-R の遺伝子変異は骨・軟骨
異形成症を発症させることが明らかにされ
ている (New Enlg J Med, 1996; Science, 
1995)。骨・軟骨異形成症は口腔や顔面組織
においても歯の萌出異常を誘導すること、さ
らに、PTHrP 遺伝子欠損マウスが歯の形成・
萌出異常を招くことから、これら変異型
PTH-R のシグナリング経路と細胞分化異常を
解明することは、学術的・臨床的に重要と考
えられる。 
これまでの研究で、「Blomstrand 型骨・軟

骨異形成症を発症させる変異型PTH-Rタンパ
クの細胞内局在とシグナリング経路の解析」
（平成 17, 18 年度・科学研究費補助金にて
研究成果 Shimomura et al., 2008）におい
て、Blomstrand 型骨・軟骨異形成症の骨格異
常が単にリガンド・受容体の結合能の欠如ば
かりでなく、受容体タンパクの局在異常にも
起因する可能性を見いだした(Shimomura et 
al., Biomedical Research, 2008)。さらに
前回の科研費(若手研究Ｂ)にて、type II 
collagen promoter/enhancer cassette に野
生型および Blomstrand 型 PTH-R 遺伝子を組
み込んだ vector を構築し、マウス軟骨細胞
の primary culture に一過性の発現を行いそ
の機能を確認し、野生型および Bolmstrand
型 PTH-Rトランスジェニックマウスを作製し
た（平成 19-22 年度・科学研究費補助金にて
研究成果の論文作成中）。このような研究経
緯をふまえて、本研究をさらに発展させたい
と考え、type II collagen promoter/enhancer 
cassette (Uneo et al., J Cell Biol, 2001) 
に Jansen 型骨幹端軟骨異形成症の原因とな
る変異型PTH-R遺伝子を組み込んだトランス
ジェニックマウスを作製する構想・準備を行
った。期間としては、平成 23 年度より３年
間にわたり本研究を実行したいと考えてお
り、その解析内容については、Jansen型 PTH-R
トランスジェニックマウスの組織異常所見
および軟骨細胞の分化マーカーや調節因子
を real time PCR などにより解析することに
より、変異型 PTH-R の異常作用を解析する予
定であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、骨代謝調節因子である副甲状腺

ホルモン(PTH)・副甲状腺ホルモン関連ペプ
チド(PTHrP)の受容体(PTH-R)の恒常活性を
示す Jansen 型変異 PTH-R によって誘導され
る分子病理、特に骨・軟骨における作用につ
いて、そのシグナリング経路と細胞分化異常

を in vivoで解明することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
(1)野生型 PTH-R および Jansen 型変異 PTH-R
（以下 PTH1RH223R）遺伝子発現ベクターの C末
にそれぞれ Flag および HAタグを付けたもの
を、lipofection 法にて HEK293T 細胞に遺伝
子導入し、各PTH-Rを強発現させた。その後、
Flag および HA に特異的な抗体を用いた免疫
染色、細胞から抽出した蛋白を用いた
Western blot および免疫沈降、さらに PTH-R
の ligand である human PTH(1-34)添加によ
る cAMP 産生について Cre-luc ベクターを用
いた luciferase assay を行った。 
 
(2)Type II collagen promoter/enhancer 
cassette (長崎大学・小守教授よりご供与)
に PTH-RH223R遺伝子を組み込んだ vector を作
製し（図１）、マウス軟骨細胞の primary 
culture に一過性の発現を行いその機能を確
認した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図１：ベクター構築 
 
(3)採卵した受精卵に調整した DNA をインジ
ェクション（顕鏡注入）し、インジェクショ
ンした受精卵を仮親の卵管に移植する。但し、
この過程は専門技術を要するので、研究委託
をした。 
 
(4)胎生 18 日目で開腹により胎仔を得た後、
尾からゲノムを抽出し、これを用いて、PCR
法によりtransgeneが組み込まれたマウスを
スクリーニングした。 
(4)組織切片を作製し、Hematoxylin-Eosin
（H-E)染色による組織学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)各 PTH-R を強発現させた HEK293T 細胞か
ら抽出した蛋白を用いた Western blot を行
ったところ、PNGaseF 処理前は、野生型 PTH-R
と PTH-RH223Rとで異なるバンドのパターン（特
に 80KDa 付近）を示すのに対し、PNGaseF 処
理後は同様のバンドパターンを示した（図
２）。 
 
 
 

 

PTH-R 



 
(2)また、還元処理の有無で比較したところ、
非還元処理では 130 KDa 付近のバンドが認め
られたのに対し、還元処理後では消失してい
た（図３）。 

 
(3)次に Co-immunoprecipitationを行ったと
ころ、野生型 PTH-R 同士および野生型 PTH-R
とPTH-RH223Rが互いにdimerを形成しているこ
とが強く示唆された（図４）。 

 
(4)さらに免疫染色より、野生型 PTH-R を導
入したHEK293T細胞では細胞膜上に受容体の
発現を認めたが、PTH-RH223R を導入した
HEK293T 細胞では細胞膜上への均等な発現が
認められなかった（図５）。 
 
 
 
 

図５：anti-HA および anti-Flag 抗体を用い
た免疫染色 

 
(5)luciferase assay では、PTH-RH223Rは PTH
無添加の状態でも恒常活性を持っていたが、
野 生 型 PTH-R と 共 発 現 さ せ た 場 合 、
luciferase activity が有意に低下した（図
６）。  

 
(6) マウス軟骨細胞の primary culture に作
製した PTH-RH223R 発現ベクターをマウス軟骨
細胞のprimary cultureにtransfectionし、
anti-HA 抗体にて局在を確認したところ、野
生型PTH-Rを強発現させた細胞では膜表面に
発現を認めたが、PTH-RPH223Rを強発現させた細
胞では膜表面への発現をほとんど認めなか
った（図７）。 
 

 
 



(7) マイクロインジェクション（企業委託）
に関しては、以下の手順で行われた。 
 
①採卵用メスマウス（C57BL/6）の卵管膨大
部より採卵する。 
②採卵した前核期受精卵に精製済みのDNA溶
液をインジェクトする。 
③インジェクトした受精卵を1昼夜インキュ
ベート(37℃，5％CO2)し、翌日に 2細胞期に
発生した受精卵をレシピエントマウスに移
植する。 
 
(8) レシピエントマウス計９腹を開腹し、ジ
ェノタイピングおよび組織固定を行った。ジ
ェノタイピングの結果、2/19 の確率で陽性を
示した。陽性を示したマウスを PTH-RH223R遺伝
子が組み込まれた TG マウスとして解析に用
いた。 
 
(9) PTH-RH223R遺伝子が組み込まれた TG マウ
ス胎仔の外観は PTH-RH223R 遺伝子が組み込ま
れていないControlのマウス胎仔と比較して
四肢が短かった（図８）。 
 

図８：胎生 18 日齢マウス胎仔の表現系 
 
(10)H-E 染色を行った結果、 PTH-RP132L TG マ
ウス胎仔では骨端軟骨の異形成が観察され
た。また、H-E 染色での結果をふまえ、type II 
collagen に対する免疫染色を行った結果、 
PTH-RH223R TG マウス胎仔では、control マウ
ス胎仔と同様に、低形成を示しながらも軟骨
基質は type II collagen 陽性を示した。 
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