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研究成果の概要（和文）：副甲状腺ホルモン(PTH)は骨代謝を亢進する。PTHによる破骨細胞/骨芽細胞カップリ
ング因子ephrinB2/EphB4変化および機序を検討した。PTH投与マウス骨組織で破骨細胞EphrinB2及び骨芽細胞
EphB4は増加した。破骨細胞/骨芽細胞共培養で破骨細胞形成及びEphrinB2はPTHで増加し、抗RANKL抗体で抑制さ
れた。骨芽細胞へのephrinB2-Fc・PTH添加は骨芽細胞分化・ミネラル化を増加した。以上より、PTHは骨芽細胞
RANKL発現を上昇させ、破骨細胞ephrinB2を増加する。また、ephriB2はPTHと協調して骨芽細胞分化や石灰化を
促進させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Parathyroid hormone (PTH) facilitates bone turnover. We studied the 
mechanisms responsible for the changes of EphrinB2/EphB4, which is bidirectional osteoclast (OCL)
/osteoblast (OB) coupling factor. In mice treated with PTH, EphrinB2 on OCL and EphB4 on OB were 
increased in bone, compared to control mice. Mice treated with RANKL also increased EphrinB2, 
whereas mice treated with anti-RANKL antibody attenuated EphrinB2 in bone, compared to control mice.
 PTH did not change EphirinB2 on OCL; however, OCL/OB co-culture with PTH showed OCL formation and 
EphrinB2 were increased, whereas these effects were reversed by anti-mouse RANKL antibody. On the 
other hand, OB treated with EphrinB2-Fc increased RANKL and PTH had an additive effect, as well as 
ALP and Alizarin Red staining was increased. These results indicate that PTH augments EphrinB2 
derived from OCL via increased RANKL in OB. In addition, EphrinB2 on OCL promotes OB differentiation
 and mineralization coordinately with PTH.

研究分野： 代謝内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PTH 間歇的投与は骨芽細胞による骨形成を促進し、骨密度・骨質を増加させる唯一の骨形成促進薬であり、それ
以外の骨粗鬆症治療薬は、破骨細胞による骨吸収を抑制し、骨密度を増加させる骨吸収阻害薬が主流である。本
研究により、PTHによって、骨組織における破骨細胞/骨芽細胞カップリング因子ephrinB2/EphB4の骨代謝回転に
おける役割と、RANKLを介したの発現調節機構の存在が証明された。この機構が明らかになったことで、骨形成
を促進させる新たなる骨粗鬆症の治療法につながる可能性があり、本研究はトランスレーショナルリサーチとし
て、非常に重要と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
副甲状腺ホルモン(PTH)は骨芽・骨細胞の副甲状腺ホルモン受容体を介して作用し、骨芽細胞

分化や骨形成を促進する。活性化された骨芽・骨細胞は破骨細胞前駆細胞に発現する受容体の
Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B (RANK)と結合する RANK Ligand (RANKL)発現
が増加し、破骨細胞形成および骨吸収を促進する。骨リモデリングは破骨細胞による骨吸収の
後に、骨芽細胞によって新たな骨が再度形成される機構であり、破骨細胞/骨芽細胞カップリン
グが平衡状態を保持することで成立している。近年様々な破骨細胞/骨芽細胞カップリング因子
が報告されており、破骨細胞/骨芽細胞それぞれに存在する細胞表面の分子の ephrin および
Eph 受容体は、シグナル伝達を双方向性に行う主なカップリング因子の一つである。破骨細胞
に発現するephrinB2と骨芽細胞に発現する受容体であるEphB4は細胞同士が接触することでシ
グナルを相互に伝達していることが報告されている(Zhao C et al. Cell Metab 2006)。破骨細
胞において ephrinB2 を介して伝達されるシグナルは、NFATc1 発現を抑制することで、破骨細
胞形成および骨吸収を抑制する。一方、骨芽細胞において EphB4 を介して伝達される ERK シグ
ナルは、骨芽細胞分化および骨形成を促進する。これらの ephrinB2/EphB4 の双方向性シグナ
ルによって、破骨細胞/骨芽細胞は骨リモデリングを調節していることが示されている。副甲状
腺に発生した腺腫や過形成から PTH が過剰に分泌される病態である副甲状腺機能亢進症では、
この骨リモデリングの均衡が崩れており、骨吸収優位の高回転型骨粗鬆症を示すことは以前よ
り良く知られているが、現在のところ、副甲状腺機能亢進症における骨組織でのカップリング
因子の変化やその機序に関しては明らかにされていない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、持続的 PTH 過剰状態によって、破骨細胞/骨芽細胞の ephrinB2/EphB4 カップリ

ング発現が変化し、その変化した ephrinB2/EphB4 により、骨吸収・骨形成がどのように調節さ
れるかを検討とした。さらにその機序を検討し、PTH による破骨細胞/骨芽細胞カップリング因
子の変化を介して、副甲状腺機能亢進症に伴う骨粗鬆症のメカニズムの一旦を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
動物実験において、副甲状腺機能亢進症モデルとして 6週齢 C57BL6J マウスに PTH1-34 を充

填した浸透圧ポンプを皮下に埋没し、25 µg/kg/dayの割合にて 2週間の持続投与を行った。ま
た、骨吸収促進モデルとして、6週齢 C57BL6J マウスに RANKL 0.5 mg/kg を 24 時間あけて 2回
腹腔内投与し、24時間後に検体を採取した。骨吸収抑制モデルとして、抗 RANKL 抗体 5 mg/kg
を腹腔内投与し、2週間後に検体を採取した。 
骨芽細胞の初代培養として、C57BL6J マウスから採取した大腿骨を 20％ウシ胎仔血清(FBS)

添加α-Minimum Essential Medium (α-MEM) に 100 U/mL ペニシリンおよび 100μg/mL ストレ
プトマイシンを添加した培地中で培養し、遊走した細胞を使用した。単核球の初代培養から破
骨細胞様細胞を誘導するために、6～10 週齢の C57BL6N 雌マウスの大腿骨から骨髄を採取し、
比重遠心法により単球分画を得た。分離した単球にマクロファージコロニー刺激因子
(Macrophage Stimulating Factor; M-CSF) 20 ng/mL を添加し 3 日間培養した後、破骨細胞分
化誘導因子である RANKL 50 ng/mL を添加して 4日間培養し、破骨細胞様細胞を誘導した。破骨
細胞／骨芽細胞共培養では、上記にて誘導した破骨細胞様細胞をセルスクレイパーにて剥離し、
2～3×10 4/mL で播種した。翌日に骨芽細胞をトリプシンによって剥離後に 1×10 5/mL で播種
し、実験に使用した。上記の培養系を用い、PTH および OPG、抗 RANKL 抗体による添加実験はそ
れぞれ 48時間行い、PBS 洗浄後に RIPA 溶解液にてタンパク抽出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) PTH 持続投与によるカルシウム代謝への効果 
 PTH 持続投与群では、vehicle
投与群と比較して、有意な血清
カルシウム値の上昇およびリン
値の低下を認めた。このことは
原発性に過剰な PTH が分泌され
る原発性副甲状腺機能亢進症症
例での血液生化学検査における
特徴と一致する。また、血清ク
レアチニンは PTH 持続投与群で
軽度ではあるが有意に上昇を認
め、高カルシウム血症に伴う脱
水もしくは腎機能障害が示唆さ
れた（図 1）。 
 
 
 

 



(2) PTH による骨組織における ephrinB2/EphB4 変化 
PTH 持続投与マウス骨組織・抽出液では、vehicle 投与群

と比較して、Cathpsin K や ALP 発現増加も認められ、PTH
により破骨細胞および骨芽細胞が活性化され骨代謝回転が
亢進していることが示された。上記検体では PTH 投与群に
おいて、破骨細胞 ephrinB2 及び骨芽細胞 EphB4 発現は増加
した（図 2）。また、in vitro では破骨細胞前駆細胞から成
熟破骨細胞への分化に伴い EphrinB2 発現は増加した。この
ことから破骨細胞の分化が促進するに伴ってephrinB2発現
が増加することが示唆された。 
 
(3) 破骨細胞/骨芽細胞 ephrinB2/EphB4 発現が PTH によっ
て変化する機序 

破骨細胞単独培養において、PTH 添加しても破骨細胞の分
化や EphrinB2 発現に変化なかったが、破骨細胞/骨芽細胞
共培養においては PTH 添加により破骨細胞形成及び
EphrinB2 発現は増加し、osteoprotegerin (OPG)添加でそれ
らは抑制された（図3）。WTマウスへの RANKL投与によって、
骨組織 TRAP 陽性細胞数の増加およびそれらの細胞での
ephrinB2 発現は増加を認めた(図 4)。反対に抗 RANKL 抗体
を投与した WTマウス骨形態計測で Oc.S/BS、N.Oc/BS、ES/BS
は有意に低下し、同マウス骨抽出液の ephrinB2 発現も有意
に低下した。このことから、PTH は破骨細胞に直接作用する
のではなく、骨芽細胞における RANKL 発現を増加させるこ
とで破骨細胞の形成や成熟を促進し、ephrinB2 発現が増加
することが明らかとなった。 
 

(4) 骨芽細胞分化およびミネラル化と ephrinB2/EphB4 シ
グナルの検討 
PTH添加し培養した骨芽細胞の培養上清で破骨細胞形成

は増加し、EphB4-Fc 添加で低下した。骨芽細胞への
EphrinB2-Fc 添加で ALP 及びアリザリンレッド染色は増加
し、PTH 同時添加で更に増加した。このことから、破骨細
胞で増加した ephrinB2 は PTH と共に骨芽細胞分化やミネ
ラル化に寄与することが示唆された。 

 
(5) まとめ 
PTH によって骨代謝回転が亢進すると同時に、破骨細

胞/骨芽細胞カップリング因子である ephrinB2/EphB4 発
現は増加することが示された。その機序として、PTH に
よって骨芽細胞の RANKL 発現が上昇することで、破骨細
胞の形成や成熟が促進し、ephrinB2 発現が増加すると考
えられた。増加した破骨細胞の ephrinB2 は PTH と協調し
て骨芽細胞分化や石灰化を促進させることが明らかとな
った。一方、EphB4 の発現増加の機序に関しては、はっ
きり示すことはできなかった。骨バジェット病では、異
常に活性化した破骨細胞から過剰に分泌される IGF1 や
IL-6 によって、骨芽細胞 EphB4 発現が増加することが示
されており(Teramachi J, et al. J Clin Invest 2017)、
原発性副甲状腺機能亢進症においてもこの機構を介して
EphB4 は調整されている可能性はあると考えられる。 
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