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研究成果の概要：骨シアロタンパク質（BSP）は、アパタイト結晶形成能を有することから、歯
周組織再生に重要な役割を果たすと考えられる。骨芽細胞様細胞を副甲状腺ホルモン(PTH; 10 
nM)で刺激すると、3時間後に BSPmRNA，タンパク質量が増加した。ヒト BSP 遺伝子プロモータ
ーの転写活性は PTH 刺激(10 nM、3~6 時間)で上昇し、プロモーター中の 2つの CRE 配列への核
内タンパク質の結合は、PTH(10 nM)刺激 3 時間後に増加した。以上の結果は、PTH が BSP の遺
伝子発現を増加させ、歯周組織再生を増強する可能性を示唆すると思われる。 
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１．研究開始当初の背景 
骨代謝において PTHは重要なホルモンであ

ることから、BSPの転写に対するPTHの影響、
特に転写調節機構を検索することを当初の
目的として検索を行った。 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
骨シアロタンパク質 (Bone sialoprotein; 
BSP) は、リン酸化および硫酸化を受けた糖
タンパク質で、石灰化初期に石灰化結合組織
特異的に発現し、アパタイト結晶形成能を有
することから、初期の石灰化において重要な
役割を果たすと考えられている 
副甲状腺ホルモン (parathyroid hormone; 
PTH) は，分子量約 9,600 の、84 個のアミノ
酸から成るペプチドホルモンで、生体内での
カルシウム調節に関与する。血中カルシウム
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レベルが低下すると、PTH は骨吸収を促進し、
血中カルシウムを上昇させる。腎臓では遠位
尿細管でのカルシウムの再吸収を促進する。
間接的に小腸に作用し、カルシウムの吸収を
促進する。PTH は、骨芽細胞の PTH 受容体に
結合し、骨芽細胞の分化を誘導する一方で、
骨芽細胞への作用を介して間接的に破骨細
胞による骨吸収を促進する。さらに、骨芽細
胞の増殖を促進し、骨量および新生骨を増加
させる。骨芽細胞に存在する PTH 受容体は、
7 回膜貫通型の G 結合蛋白質で、1~3 型の 3
種類の受容体が存在する。PTH の N 末端から
34 位までのアミノ酸部分が受容体に結合し、
アデニル酸シクラーゼを活性化して細胞内
cAMP 濃度を上昇させる。さらに、ホスホリパ
ーゼ Cを増加させ、プロテインキナーゼ Cを
介する経路が報告されている。 
ヒト、ラットおよびマウス BSP 遺伝子のプ

ロモーター領域の塩基配列は、非常に相同性
が高く、転写開始位置より 370 塩基対上流ま
では約 75 %の相同性を示す。BSP 遺伝子のプ
ロモーター領域にはホルモンや成長因子に
応答する遺伝子配列が存在し、ヒト BSP 遺伝
子のプロモーター領域には、逆方向の TATA
配列 (-28 ~ -23塩基対上流)、逆方向の CCAAT
配列 (-54 ~ -50 塩基対上流)および 2 つの
CRE 配列 (CRE1; -79 ~ -72 塩基対上流、CRE2; 
-674 ~ -667)が存在する。さらに FGF2 応答
配列 (FRE; -96 ~ -89 塩基対上流)、3 つの
AP1 配列 (AP1(1); -149 ~ -142 塩基対上流、
AP1(2); -483 ~ -477 塩基対上流、AP1(3); 
-797 ~ -791 塩基対上流)が存在する。 
本研究では、骨代謝において重要なホルモ

ンである PTH を用い、BSP 遺伝子発現に対す
る PTH の影響、特に転写調節機構を検索する
ことを目的に解析を行った。 
 
 
 
３．研究の方法 
PTH (10 nM) で Saos2 細胞を刺激し、ヒト

BSP mRNAおよびタンパク質の発現量の変化を
ノーザンおよびウエスタンブロット法で検
索した。次に、ヒト BSP プロモーターを種々
の長さに調節したルシフェラーゼコンスト
ラクトを Saos2細胞に導入し、PTH (10 nM) に
て 3 および 6 時間刺激後、細胞を回収して、
ルシフェラーゼ活性を測定した。ルシフェラ
ーゼアッセイの結果から、PTH に応答すると
考えられる DNA配列を合成し、PTH (10 nM) で
刺激した Saos2 細胞から、経過的に核内タン
パク質を抽出し、プロモーター配列と核内タ
ンパク質との結合量の変化を検索するため
に、ゲルシフトアッセイを行った。以上の結
果を総合して、PTH に応答する配列の検索を
行った。 
 

４．研究成果 
Saos2 細胞を PTH (10 nM) で刺激し、ヒト
BSP mRNAおよびタンパク質の発現量の変化を
ノーザンおよびウエスタンブロット法で検
索を行った結果、PTH刺激3時間からBSP mRNA
およびタンパク質の発現が増加した。 
 

 
 
次に、ヒト BSP プロモーターを種々の長さ
に調節したルシフェラーゼコンストラクト
を Saos2 細胞に導入し、PTH (10 nM) にて 3
および 6時間刺激した結果、ルシフェラーゼ
プラスミド (-184、-211、-428、-868 および
-927 Luc) 全ての転写活性が上昇した。 
 

 
 
転写開始点から-927 塩基対上流までのプ
ロモーター配列中には、2つの cAMP 応答配列 
(CRE) が存在するため、CRE1 (-79 ~ -72) お
よび CRE2 (-673 ~ -666) に注目して 
検索を行った。 
 

 



 

 

逆方向の CCAAT配列と核内タンパク質との
結合は変化しなかった。アイソトープ標識し
た CRE1 配列と核内タンパク質との結合は、
PTH (10 nM) 刺激 3時間後から増加した。CRE2
配列においても、PTH 刺激 3 時間後から核内
タンパク質との結合が増加した。CRE1 配列と
核内タンパク質の結合は 1本のバンドで確認
されたが、CRE2 配列では 2本のバンドが認め
られた。CRE1 および CRE2 への核内タンパク
質の結合の特異性を検索するため、アイソト
ープ標識していない 40 倍濃度のオリゴヌク
レオチドと 2塩基対の変異を導入したミュー
テーション CRE1 および CRE2 配列を 40 倍濃
度で用いて競合実験を行った。CRE1 配列と核
内タンパク質との結合は、アイソトープ標識
していない CRE1 配列にて競合されたが、無
標識のミューテーション CRE1 配列では競合
されなかった。CRE２配列と核内タンパク質
の結合は、アイソトープ標識していない 40
倍濃度の CRE2 配列で競合され、無標識のミ
ューテーション CRE2 配列では競合されなか
った。次に、CRE1 および CRE2 配列に結合す
る転写因子を検索する目的で、各種抗体を用
いたゲルシフトアッセイを行った。CRE1 配列
では、抗リン酸化 CREB1 抗体で結合バンドが
高分子領域へ移動(スーパーシフト)し、抗
CREB1 抗体で結合バンドが消失した。CRE2 配
列においても、抗リン酸化 CREB1 抗体で結合
バンドがスーパーシフトし、抗 CREB1 抗体で
結合バンドがスーパーシフトし、抗 CREB1 抗
体で結合バンドが消失した。 
 

 
 
以上の結果から、ゲルシフトアッセイで認

められた核内タンパク質の結合の変化は、細
胞の分化段階により異なると考えられた。ま
た、これらの応答配列に結合する転写因子の
相互作用については今後の検討課題である。 
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