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研究成果の概要（和文）：副甲状腺ホルモン関連ペプチド（PTHrP）はPTH/PTHrP受容体に結合して、軟骨の増殖と軟骨
肥大分化に重要な役割を果たす。本研究では、新生児の関節部位から酵素処理法によって軟骨細胞の培養後、PTHrP刺
激によって変動する遺伝子群をマイクロアレイ法、リアルタイムPCR法を用いて解析した。その結果、PTHrP刺激後によ
って増加する転写因子Nfil3/E4BP4は、軟骨代謝に重要な役割を果たす骨関連因子Bmp4、あるいはPtgs2遺伝子を負に制
御することを明らかにした。すなわち、本研究においてPTH/PTHrP受容体シグナルによって制御される骨軟骨代謝には
時計遺伝子が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) and Indian hedgehog (Ihh) form a 
negative feedback loop that controls the differentiation of chondrocytes in the fetal growth plate. 
Actions of PTHrP are mediated through the parathyroid hormone (PTH)/PTHrP receptor (PPR). Recent studies 
indicated that Gsa is the major mediator of the anti-differentiation action of the PPR, while activation 
of both Gsa and Gq/11a is required for quiescence of stem-like chondrocytes in the resting zone of the 
growth plate. These studies showed that the stimulation of PTHrP increased the transcriptional factor 
Nfil3/E4BP4 in articular chondrocytes. On a molecular level, both loss-of-function and gain-of-function 
experiments demonstrated that Nfil3/E4BP4 negatively regulated Bmp4 and Ptgs2 expression. Our results 
indicated that PPR signaling in chondrocytes regulated clock gene Nfil3/E4BP4 and may contribute to 
circadian clock in articular cartilage.

研究分野：生体分子

キーワード： PTH/PTHrP受容体　circadian clock
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１．研究開始当初の背景 
[研究の学術的背景] 
(1) 再生能力の乏しい組織である骨軟骨組織
においては、加齢に伴う代謝機能の破綻や組
織の変性、欠損に基づくこれら硬組織の機能
異常が変形性関節症（osteoarthritis；OA）、
骨粗鬆症などを誘発し、高齢者の QOL
（Quality of Life）に多大な影響を与えるこ
とになる。一方で、疾病発症のメカニズムの
理解には、標的分子の生体内での正常な機能
の理解が不可欠で、これまでに遺伝子破壊個
体の作出などでアプローチされてきた。こう
した状況下、OA 発症には、マトリックスメ
タロプロテアーゼ 13（MMP13）や A 
disintegrin And Metalloproteinase with 
Thrombospondin-5 motif（ADAMTS5）に代
表されるタンパク質分解酵素が関与するこ
とがノックアウトマウス（KO マウス）の解
析から明らかになりつつあるが、明らかな薬
理効果を確立するに至った研究報告は少な
い。 
(2) 成長軟骨にみられる軟骨内骨化課程（軟
骨の肥大化、X型コラーゲンの発現、軟骨の
アポトーシス）が関節軟骨において誘導され
ることがOA発症に関与するという報告があ
る（①）。一方で、副甲状腺関連ペプチド
（ Parathyroid hormone related peptide; 
PTHrP）は PTH/PTHrP受容体に結合して、
軟骨細胞増殖・肥大化を制御する。これらの
観察所見を考えると、関節軟骨維持機構に
PTH/PTHrP受容体シグナリングが関与して
いる可能性が推察される。すなわち、関節軟
骨における機能的 PTH/PTHrP 受容体シグ
ナリングの役割を明らかにすることは、OA
発症の分子メカニズムの解明において重要
である。 
 
２．研究の目的 
上記した背景のもと、これまでの関連研究結
果を発展・深化させるべく、分子レベルから
関節軟骨における PTH/PTHrP 受容体の正
常な機能と制御に関する知見を収集するこ
と、関節軟骨に特異的な新規機能を明らかに
することを主題として設定し、疾患発生にお
ける分子メカニズムを理解するための知識
基盤を整備することを目標とした。 
(1) 関節軟骨組織における PTH/PTHrP受容
体シグナリングの新規機能を明らかにする。 
(2) 三次元軟骨スフェロイド法を用いた細胞
レベルの解析によって、PTH/PTHrP受容体
シグナリングの標的分子の同定との機能解
析、それら分子との相互作用を明らかにする。
これらのアプローチによる結果を統合し、
PTH/PTHrP受容体シグナリングの本来の制
御、作用機序、生物作用について統括的な理
解を目指した。 
 
３．研究の方法 
PTH/PTHrP受容体シグナリングの標的分子
の同定するために軟骨細胞に対する PTHrP

刺激により、影響を受ける分子カスケードの
絞込みと同定を、【DNAマイクロアレイ法】、
【リアルタイム PCR 法】、【プロモーター解
析】、【ChIP アッセイ】、【ウエスタンブロッ
ト法】などを用いて試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 骨端部に発現している PTHrP は
PTH/PTHrP受容体に結合して、軟骨の増殖
と軟骨肥大分化に重要であることが、PTHrP
およびPTH/PTHrP受容体KOマウスの解析
から明らかになっている。また、成長軟骨に
おいては、Indian Hedgehog（Ihh）と PTHrP
の間にはネガティブフィードバックシステ
ムが形成され、縦方向の骨成長を最大化して
いる（②）。さらに、骨芽細胞・軟骨細胞の
分化因子 Runx2/Cbfa1 が軟骨細胞の肥大化
に必須の転写因子であることが知られてい
るが、Runx2の上流分子である Ihhシグナル
関連分子がOA治療の標的分子である可能性
が指摘されている（③）。近年の研究報告よ
り、PTH/PTHrP 受容体および Gsαコンデ
ィショナルノックアウト（cKO）マウスを中
心とした解析の結果、PTH/PTHrP受容体シ
グナルは静止軟骨細胞の未分化維持に関与
していることが示唆された（④）。一方、本
研究では、静止軟骨細胞における PTHrP の
役割と未分化維持機構における PTH/PTHrP
受容体シグナルの関与の可能性について検
討するために、生後３日目の新生児の関節部
位から酵素処理法によって軟骨細胞の培養
後、PTHrP 刺激をおこない、刺激後１時間
から８時間目までの total RNAを回収し目的
遺伝子の変動をマイクロアレイ法、リアルタ
イム PCR法を用いて解析した結果、PTHrP
（1 nM）刺激後１時間目から転写因子
Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated/ 
E4 Promoter-Binding Protein
（Nfil3/E4BP4）mRNAが有意に増加するこ
とが明らかとなった。近年、時計遺伝子とし
て同定された Nfil3/E4BP4は、ヘルパーT細
胞（Th 細胞）の分化決定に必須な転写因子
であることが報告されている（⑤）。我々は、
この転写因子 Nfil3/E4BP4 に着目した結果、
軟骨代謝に重要な役割を果たす骨関連因子
Bone morphogenetic protein 4 （Bmp4）遺
伝子の発現を負に制御することを明らかに
した（⑥）。また、シクロオキシゲナーゼ２
をコードする Prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2（Ptgs2）が Nfil3/E4BP4の標的
遺伝子の一つであることを明らかにし、
Nfil3/E4BP4は時計遺伝子群（Bmal1あるい
は Period）と協調的に Ptgs2の発現を制御し
ていることは明らかにした（⑦）。さらに、
PTHrP刺激によるADAMTS5遺伝子の有意
な減少を確認した。一方、軟骨スフェロイド
培養法を用いた培養法の確立において一定
の成果があった。特定の条件において、静止
軟骨細胞が三次元スフェロイド培養法によ
って細胞塊を形成することを明らかにした。



すなわち、新生児の関節部位から酵素処理法
によって細胞を単離後、三次元スフェロイド
培養法によって培養すると、培養軟骨細胞は
細胞塊を形成することが明らかとなった。こ
れら細胞塊の特徴は、細胞塊を形成するが細
胞増殖能は低く、静止軟骨細胞の特徴を再現
する可能性が示唆された。我々は、BrdU 
Pulse-Chase 法によって、静止軟骨層には
Labal-Retaining Cells（LRC）が局在するこ
とを明らかにしているが、これらの結果は、
関節軟骨組織には LRC が局在し、関節軟骨
の変性•欠損や機能破綻には、軟骨前駆細胞
未分化維持機構の異常が関与している可能
性を示唆するかもしれない。 
  近年、Per2-lucマウスより摘出した骨標本
を培養した場合、２４時間のリズミックな発
光を示し、これらの概日時計は PTH によっ
てリセットされるなど、時計遺伝子による軟
骨代謝の制御の可能性が示唆されている
（⑧）。すなわち、PTH/PTHrP 受容体シグ
ナルによって制御される「概日時計」と骨軟
骨代謝との関連について明らかになりつつ
ある（⑧）。一方で、PTH投与が OAに対し
て有効である可能性も報告されている（⑨）。
今後は、PTH/PTHrP受容体シグナルの標的
分子である Nfil3/E4BP4 の個体レベルでの
機能解析、すなわち、Nfil3 KOマウスの解析
によって、PTH/PTHrP受容体シグナルによ
る概日リズムの制御あるいは分子時計制御
との関連について詳細に検討する必要があ
る。特に、PTHrP 刺激によって発現減少す
る ADAMTS5 遺 伝 子 に 関 し て は 、
Nfil3/E4BP4 が直接制御するか否かについ
て今後詳細に検討する必要がある。 
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