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研究成果の概要（和文）：本研究はPTHシグナルにおけるGαsとGαqの骨・軟骨代謝調節

機構をそれぞれ骨・軟骨組織特異的に遺伝子を欠損させた遺伝子操作マウスを用いて

独立に解析し、それぞれの関連シグナルを同定すると同時に、GαsとGαq シグナルの

バランスによるPTHの骨形成促進作用と軟骨分化作用を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify regulatory mechanism of 
bone and cartilage metabolism by Gαs and Gαq signaling via PTH using TypeI collagen 
Cre;Gαs-or Gαq-flox mice and TypeII collagen Cre;Gαs-or Gαq-flox mice. In vitro,  
using constitutively active Gαs-or Gαq adenoviruses, we tried to clarify osteogenic 
and chondrogenic function via Gαs-or Gαq signaling.   
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１．研究開始当初の背景 
口腔外科領域では顎顔面の先天的疾患や外
傷などによって骨部分欠損が生じるが修復
方法として自家骨移植が主に行われている。
しかし、自家骨移植では健全な部位を犠牲に
することになることから、これらに取って代
わる治療法として細胞を積極的に利用した
組織修復を目指す再生医療的アプローチが
必要であると考えられる。しかし、骨髄由来
間葉系細胞の増殖能には限界があり、かつ増
殖培養中に分化性能が低下することが挙げ

られる。このため、再生医療を応用した骨再
生の成功のためには、この問題点を乗り越え
ることが不可欠である。そこで十分な骨芽分
化を経て、実際に機能する再生骨を得るため
に骨形成促進剤を併用することを着想した。
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)が初めての
骨形成促進剤として既に FDA の承認を得て
臨床の現場で用いられている。しかしながら、
この PTH の薬理効果の分子メカニズムにつ

機関番号：12601 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009  ～ 2011  

課題番号：21791973 

研究課題名（和文） Ｇ蛋白を中心としたＰＴＨの骨形成促進作用メカニズムの解明と骨再生

への応用 

研究課題名（英文） The elucidation of bone formation by PTH centering on G protein and 

its application to bone regeneration. 

 

研究代表者 西條 英人（SAIJYO HIDETO） 

     東京大学・医学部附属病院・講師 

   研究者番号：80372390 



 

 

いては殆ど解明されていないのが現状であ
り、より効率的な骨形成促進作用薬の開発へ
つなげるためにもそのメカニズムの解明が
切望されている。PTH の骨組織に対する多彩
な作用は、G 蛋白を介するこの２つの異なる
シグナルの使い分けやバランスによって調
節されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、この Gαs と Gαq による

骨代謝調節機構を、それぞれ骨組織特異的に

遺伝子を欠損させた遺伝子操作マウスを用

いて独立に解析し、それぞれの関連シグナル

を同定すると同時に、Gαs と Gαq シグナ

ルのバランスによる PTH の骨形成促進作用

の分子メカニズムの解明、更にはより効果が

強く副作用の少ない骨再生のための骨形成

促進剤の開発に結びつけることである。 
 
３．研究の方法 
①Conditional Gαs-KO および conditional 
Gαq-KO の作出 

マウスの作成：今までの研究で、骨芽細胞

において Gαq を介したシグナルに分化抑制

作用があることが分かったが、Gαq の loss of 
function についての解析は行われていない。

コンベンショナルな Gαs-、Gαq-KO マウスは

両者ともにすでに作成されておいるが、

Gαs-KO マウスは胎生初期に死亡してしまい、

また Gαq-KO マウスは胎生後期もしくは出生

直後に血小板の異常により死亡してしまう

ため、骨量の変化が明らかとなる成人の骨の

骨組織の解析が不可能である。そこで、両 G
蛋白の骨組織特異的な conditional KO マウス

が必要となってくる。Cre/loxP システムを用

いて作成するが、両蛋白を flox で挟み込んだ

２つのターゲティングベクターの構築を行

う。このベクターを用いて Conditional Gαs-
および conditional Gαq-flox マウスの作製を行

う。作出されたそれぞれの flox マウスを、現

在保有する骨芽細胞特異的に Cre を発現する

I 型コラーゲン-Cre マウス、軟骨細胞特異的

に Cre を発現する II 型コラーゲン-Cre マウス

と交配させて、骨芽細胞および軟骨細胞特異

的 conditional KO マウスを作出する。 
 
②恒常的に活性を持つ CA-Gαs と CA-Gαq
のアデノウイルス作成 
①のターゲティングベクターの作成に時間
がかかり、マウスを使った骨解析が遅れるこ
とが予想されたため、急遽、Gαs-、Gαqの
アデノウイルスを用いた in vitro の実験系
を進めることにした。作成方法は invitrogen
の gateway system を用いて、恒常的に活性
を持つ CA-Gαs と CA-Gαq のアデノウイルス

を作成する。 
③効率的な骨形成のための Gαs シグナルと
Gαq シグナルのバランスの検討 
今まで我々が確立した、PTH の骨形成促進作
用が認められる骨芽細胞様細胞株
（MC3T3E1）、軟骨細胞様細胞株（ATDC5）
培養系を用いて PTH シグナルの下流分子の
解析を行う。 
具体的にはGαsおよびGαqを含むアデノウィ

ルスをこれらの骨芽細胞に同時に強制発現

させその発現バランスにより、骨芽細胞分化、

および破骨細胞形成支持能に差が現れるか

を検討する。各々の G 蛋白の発現量の差で、

分化へ影響、あるいは骨吸収の指標となる破

骨細胞形成支持能すなわち RANKL の発現へ

の影響があるかどうかを検討する。具体的に

は 1)骨芽細胞の増殖能を細胞増殖曲線およ

び[3H]-thymidine 取込能により評価し、また

骨芽細胞分化能・基質合成能・石灰化能をそ

れぞれ ALP 活性、Alizarin red 染色、von Kossa
染色によって評価。2) 骨髄細胞培養系におけ

る 骨 芽 細 胞 分 化 能 を colony forming 
unit(CFU)-F/ALP+、CFU-OB で評価する。 
 
４．研究成果 
骨量の変化が明らかとなる成体の骨組織解

析のために、骨組織特異的な conditional Gαs- 
と Gαq- KO マウスの作出を開始した。現在

Gαs- と Gαq-flox マウスを作製するためにタ

ーゲティングベクター作成を行っている。作

成途中の確認作業として、のタンパク発現な

どを行っていたが、確認作業とベクター組み

換えに時間がかかり、現在も作成中である。

しかし、この間、In vitro の解析を進めた。ま

ず、恒常的に活性を持つ CA-Gαs と CA-Gαq
のアデノウイルスを invitrogen の gateway 
system を用いて作成した。最適なウイルス濃

度を確認後、各培養細胞に感染させ、それぞ

れの G 蛋白の発現量の差で、骨・軟骨分化へ

の影響、あるいは骨吸収の指標となる破骨細

胞形成支持能すなわち RANKL の発現への影

響があるかどうかを検討した。その結果、恒

常的活性型 CA-Gαs による Gs シグナルの増

強により、骨芽細胞において分化促進作用が

あり、かつ、軟骨細胞では肥大分化を強力に

抑制する作用がみられた。その一方、恒常的

活性型 CA-Gαq によるシグナルの増強により、

骨芽細胞において分化抑制作用があり、かつ、

軟骨細胞では肥大分化を促進する作用がみ

られた。 

 さらに、現在、各 Gα 蛋白を介したシグ

ナル下流に存在しうる分子を同定するため、

CA-Gαs、CA-Gαq 遺伝子導入細胞と非導入対



 

 

象細胞との間の mRNA の比較を gene chip 
microarray を用いて行う準備中である。15000
遺伝子を搭載した gene chip を用い、2.5 倍以

上で発現増加、0.4 倍以下で発現減少という基

準で解析を行う予定である。 
引き続き、Conditional Gαs-および conditional 
Gαq-flox マウスの作成は行っていく予定であ

る。 
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