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研究成果の概要（和文）：副甲状腺ホルモン（PTH）は骨細胞に作用して神経ペプチドY（NPY）の発現を刺激す
るが，その生理的意義はわかっていない．本研究では，NPYとエネルギー代謝との関連を調べた．その結果，骨
細胞をPTHで刺激するとグルコース伝搬に関わる遺伝子が抑制され，その経路の鍵を握っているのがNPYであるこ
とがわかった．NPYを骨細胞から欠落させると，グルコース伝搬が活性化されエネルギー代謝は亢進する．この
ことから，PTHの刺激に対して，NPYはグルコース伝搬を抑制し，エネルギー代謝を停滞させることが示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：Parathyroid hormone (PTH) stimulates osteocytes to express neuropeptide Y 
(NPY). However, its physiological significance remains unknown. In this project, we investigated the
 role of NPY in energy metabolism of osteocytes and osteoblasts. We found that when osteocytes were 
exposed to PTH, genes related to the glucose transport were suppressed and that NPY is a center for 
this signaling pathway. Indeed, when NPY was deleted from osteocytes, glucose transporter genes such
 as Glut1 and Glut4 were activated. This suggests that the activation of NPY suppresses the 
transportation of glucose in osteocytes in response to PTH, resulting in slowing energy metabolism 
in osteocytes. 

研究分野： 骨学，再生医療

キーワード： parathyroid hormone　glucose transporter　osteoblasts　osteocytes　energy metabolism

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
副甲状腺ホルモンは生体カルシウム恒常性の維持を司る重要なホルモンである．副甲状腺機能亢進症でホルモン
の分泌が持続的に過多になると骨からカルシウムが吸収され続け骨粗鬆症になる．本研究では，この副甲状腺ホ
ルモンが骨で最も多い骨細胞の糖代謝を神経ペプチドYを介して制御していることを明らかにした．このこと
は，副甲状腺ホルモンが生体のエネルギー代謝の調節に関与していることを示しているもので，糖尿病の病理進
行にも影響している可能性がある．今後，副甲状腺ホルモンが糖尿病患者の病状進行にあたえる影響を明らかに
することで，糖尿病治療に対する新たなアプローチを確立していく所存である．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 

副甲状腺ホルモン（PTH）は生体カルシウムの恒常性をつかさどるホルモンである．PTH の分泌

が持続的に過多になると副甲状腺機能亢進症であり，骨よりカルシウムを吸収し続け，骨粗鬆症

がおこる．PTH についてはカルシウムの調節以外に生理的に重要な機能は報告されていない．

我々は，PTH が骨細胞の神経ペプチド Y (NPY) の発現を調節することを見いだした．NPY は脳

や脊髄などの神経組織で活性化している遺伝子で神経細胞のグルコース代謝に関与しているこ

とが明らかとなっている．しかし，生体カルシウムの恒常性には関与していない．これらの事実

より，PTH が骨細胞の NPY を調節する意義を解明することは意義がある． 

２．研究の目的 

本研究の目的は，骨細胞が PTH の刺激を受けたときの，NPY の活性化がもつ生理的機能を明ら

かにすることである． 

３．研究の方法 

（1) コラーゲンによる 3 次元細胞培養で，骨芽初代細胞から骨細胞を誘導し PTH で刺激して

NPY とグルコース代謝関連遺伝子 Glut1, Glut2, Glut3, Glut4 の遺伝子発現を定量した． 

 生後 1 週以内の幼若マウス頭蓋骨より，骨芽細胞をトリプシン酵素法で抽出した．ま

ず，この骨芽初代細胞を 10 日間 2 次元培養して骨芽細胞を確立した．次に，これらの骨芽細胞

を深さ 1 cm のコラーゲンジェル内に包埋し 10 日間 3 次元立体培養を行なった．3 次元培養では, 

コラーゲンでボトムアップし, その上に細胞を含むコラーゲンジェルの細胞層, 最後に液体培地

を添加することでジェルの収縮を抑制して実験を行なった．3 次元培養を行なった細胞は突起を

伸ばし骨細胞特有の形態に変化する．形態変化とともに骨細胞特異的である Dmp1 遺伝子を強く

発現する (1). これら骨芽細胞と骨細胞に対して，PTH（Bachem, Swiss）10-7M で刺激して，投与

直後, 1, 3, 24 時間後のグルコース代謝関連遺伝子の発現を RT-qPCR を用いて調べた．cDNA の

作製は PrimeScript RT reagent kit (Takara) を用いた．初代細胞での実験はマウス由来骨芽細胞株

MC3T3E1 細胞でも同じ手法で行い，結果を比較検討した．さらに，in vivo での反応を調べるた

めに，マウスの頸部に 10 μg の PTH を皮下投与して，投与直後, 1, 3, 8 時間後にマウスを屠殺し，

直ちに頭蓋骨を液体窒素中で破砕し RNA を抽出，遺伝子解析を行なった(2)．特に in vivo での各

ドミナント細胞は, Trizol 抽出 3 回行ったものを骨芽細胞ドミナントとして，4 回以降の抽出画分

を骨細胞ドミナントとして解析した． 

(2) MC3T3-E1 細胞, 初代頭蓋骨由来細胞を用いた骨芽細胞および骨細胞の NPY ノックアウト細

胞の構築と PTH による刺激反応の解析 

(3) CRISPR-Cas9 テクノロジーを使った NPY cKO マウス作製のための loxP 配列導入法の確率．

guide RNA の構築には GeneArtTM Precision gRNA Synthesis kit (Invitrogen)を使った． 

４．研究成果 

(1) 副甲状腺ホルモン（PTH）の刺激による骨芽細胞および骨細胞での代謝遺伝子の発現 

PTH の主要な機能は, 生体カルシウム恒常性の維持である．in vitro の条件で，初代頭蓋骨由来

細胞を用いた骨芽細胞（2 次元培養）では，PTH を添加すると 1 時間後に c-fos, glut1, ocn の発

現量がそれぞれ約 7 倍，2 倍増加した (Figure 1)．一方, 骨細胞（3 次元立体培養）では，PTH

添加後 1 時間で c-fos および ocn はわずかに増加したが， glut1, glut4, sost および npy の発現量

は顕著に低下した (Figure 2)．特にエネルギーバランスを制御している glut1, glut4, および npy

発現量も抑制されていることから, 長期的な PTH の存在は，骨細胞のエネルギー代謝を抑制す



るものと考えられる．これは副甲状腺ホルモンの過剰分泌が骨粗しょう症や糖尿病の一因を担

いうることを示唆している． 

 

 in vivo における PTH 単回投与マウスの遺伝子発現解析は，骨芽細胞では in vitro で増

加した遺伝子群に加え glut4 および npy の増加も見られた．一方，骨細胞では一時的に c-fos が

僅かに増加したものの，他の遺伝子は in vitro の結果と同様に低下傾向を示した (Figure 3, 4)． 

 

 

 さらに MC3T3-E1 細胞, 初代頭蓋骨由来細胞を用いた骨芽細胞および骨細胞の NPY

ノックアウト細胞を構築した．NPY ノックアウト株の 2 次元培養では MC3T3-E1 細胞および初

代細胞双方において，PTH 添加よって glut1 および glut4 発現量が顕著に増加した (Figure 5, 

6)．特に初代細胞では, PTH 添加後 1 時間で glut1 (21.9), glut4 (16.8), および c-fos (27.3)が増加し

ていた．これは骨芽細胞においては，PTH よってグルコーストランスポータによるエネルギー

代謝が正に制御され，npy が負に制御されているためと考えられる．一方，NPY ノックアウト

骨細胞では，glut4 などの初期発現量は若干増加がみられたが，PTH 添加後，各遺伝子発現の増

減傾向は通常の細胞それとほぼ変わらない結果となった(Figure 7, 8)．これらのことより，in 

vitro の実験にいて NPY ノックアウト骨細胞は，エネルギー代謝関連の遺伝子に直接は影響し

ていないと考えられる．以上のことより，npy は増殖や代謝が盛んな細胞に強く影響すると考

えられる． 

 



ノックアウト用の guideRNA は GeneArtTM Precision gRNA Synthesis kit (Invitrogen)に従って

gRNA を構築した(Table 1)．また MC3T3 細胞への導入は，Neon Transfection system のプロトコー

ルに従った．その結果, 上流（left arm）は mgRNAnpy2.F および mgRNAnpy2.R,下流（right arm）

は mgRNAnpy4.F および mgRNAnpy4.R で構築した gRNA が，最も良い切断効率であった

（Supplemental data, wild sequence bold 参照）．この切断部位に 150-mer で構築した left ssODN お

よび right ssODN の loxP 配列導入（Supplemental data）を試みた．現在までに MC3T3-E1 細胞に, 

0.2 ug (cas9): 100-400 ng (left ssODN) : 100-400 ng (light ssODN)の濃度で, Neon #14 or #16 のプロト

コールで行ったが loxP 配列の導入には至っていない. これは ssODN の長さが, ゲノムに導入さ

れるには適切ではないためであったと考えられた.  ssODN はより長く作成することで特異性を

上げることができ, もしくは短くすることで導入効率を上げることができると考えられる．今後

は, 導入する ssODN の長さを調整することで loxP 配列を導入する, もしくは left ssODN および

light ssODN を 1 つにした long ssODN (CLICK: one-step generation of conditional knockout mice)(3)

を用いることで, NPY コンディショナルノックアウトマウスが作成を目指す. 
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Table 1. gRNA synthesis 

1 mgRNAnpy1.F TAATACGACTCACTATAGACCGTGCTAGAGACAA Npy-intron1 

 mgRNAnpy1.R TTCTAGCTCTAAAACAGTATTGTCTCTAGCACGG Npy-intron1 

2 mgRNAnpy2.F TAATACGACTCACTATAGAGGCTCAGTTCGGATT Npy-intron1 

 mgRNAnpy2.R TTCTAGCTCTAAAACCCAAAATCCGAACTGAGCC Npy-intron1 

3 mgRNAnpy3.F TAATACGACTCACTATAGCCTCCGATTCTCCTGG  Npy-intron1 

 mgRNAnpy3.R TTCTAGCTCTAAAACCTCACCAGGAGAATCGGAG  Npy-intron1 

4 
mgRNAnpy4.F 

TAATACGACTCACTATAGCCTAGAGCCGGGAAA

A 
Npy-intron2 

 mgRNAnpy4.R TTCTAGCTCTAAAACCAAGTTTTCCCGGCTCTAG  Npy-intron2 

5 mgRNAnpy5.F TAATACGACTCACTATAGCTCTAGATAAATATGT Npy-intron2 

 mgRNAnpy5.R TTCTAGCTCTAAAACGCTCACATATTTATCTAGA Npy-intron2 

6 mgRNAnpy6.F TAATACGACTCACTATAGTTTCCCCCGAGATATG Npy-intron2 

 mgRNAnpy6.R TTCTAGCTCTAAAACAGCACATATCTCGGGGGAA Npy-intron2 

 

  



<Supplemental data> 

Left arm lox66 (total, 150-mer) 

tcctagtgggagattcccccaagtattgtctctagcacggtgagctctgttgcctccaaagcttTACCGTTCGTATAATGTATGCTA

TACGAAGTTATaaatccgaactgagcctctgggatccgactgtcacagcgcttgtagccacac 

Right arm Lox71 (total, 150-mer) 

catcaccagacagaggtgggtgcatacgcggctggtacctagagccgggaaaacgaattcATAACTTCGTATAATGTATGCTA

TACGAACGGTAttgcggttctggagatcttggacatcagggatcatttctttctccttgttcatagg 

 

 

 

 

LoxP 導入前（wild） 

Acctatcccagggcagcggtggggttttgtttggttgtttgtttgtttggttggttggttggttacaaccaggaacccagattgcatgtgtgctcctagtggga

gattcccccaagtattgtctctagcacggtgagctctgttgcctccaaaatccgaactgagcctctgggtatccgactgtcacagcgcttgtagccacac

aaatcaaaagcaacccagaagaaaagttttctcctccaagggtgatttaggaacgagaggagaaaagtggtcattctttaagatagagggcagaacttcc

aattctgttctgaaaaggggacctctgcctctcaccaggagaatcggaggaagttttctgaaatatgtggacggggcagaagatccaggtcggggcaagt

ggtcttctaaagatttggaagtggcgcctgcccagtctgggcttttattctagggtctgggatgggattagatgagggtctagagtgatagctggaattggg

acaaagacgagcaatctcagcatctccaagtctgagccttctgtatccacagatgctaggtaacaagcgaatggggctgtgtggactgaccctcgctctat

ctctgctcgtgtgtttgggcattctggctgaggggtacccctccaagccggacaatccgggcgaggacgcgccagcagaggacatggccagatactac

tccgctctgcgacactacatcaatctcatcaccagacagaggtgggtgcatacgcggctggtacctagagccgggaaaacttgcggttctggagatctt

ggacatcagggatcatttctttctccttgttcatagggcaggatcagacataaattcagctctagataaatatgtgagctgggtacacactccacaaactgga

tacattgtctttgtcactagactttctctccaagacccaagcccaaggttcagtgcctctaggctgtcctctgtctgccacttacctttcctgccttttttgcttaca

tcagttggagatttacccagcacatatctcgggggaaaggcctgcattgggcaggggtgcagaagtgtaaaggtgtagggagaagaggaaccctgattt

agagtaaacaaccacagtcaaagaaaaccaaggacacaatccagctgtcaaaagggtggagagatctttgagcctgc 

 

LoxP 導入後配列 

acctatcccagggcagcggtggggttttgtttggttgtttgtttgtttggttggttggttggttacaaccaggaacccagattgcatgtgtgctcctagtgggag

attcccccaagtattgtctctagcacggtgagctctgttgcctccaaagcttTACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAG

TTATaaatccgaactgagcctctgggatccgactgtcacagcgcttgtagccacacaaatcaaaagcaacccagaagaaaagttttctcctccaagg

gtgatttaggaacgagaggagaaaagtggtcattctttaagatagagggcagaacttccaattctgttctgaaaaggggacctctgcctctcaccaggaga

atcggaggaagttttctgaaatatgtggacggggcagaagatccaggtcggggcaagtggtcttctaaagatttggaagtggcgcctgcccagtctggg

cttttattctagggtctgggatgggattagatgagggtctagagtgatagctggaattgggacaaagacgagcaatctcagcatctccaagtctgagccttc

tgtatccacagatgctaggtaacaagcgaatggggctgtgtggactgaccctcgctctatctctgctcgtgtgtttgggcattctggctgaggggtacccct

ccaagccggacaatccgggcgaggacgcgccagcagaggacatggccagatactactccgctctgcgacactacatcaatctcatcaccagacagag

gtgggtgcatacgcggctggtacctagagccgggaaaacgaattcATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAACGG

TAttgcggttctggagatcttggacatcagggatcatttctttctccttgttcatagggcaggatcagacataaattcagctctagataaatatgtgagctgg

gtacacactccacaaactggatacattgtctttgtcactagactttctctccaagacccaagcccaaggttcagtgcctctaggctgtcctctgtctgccactt

acctttcctgccttttttgcttacatcagttggagatttacccagcacatatctcgggggaaaggcctgcattgggcaggggtgcagaagtgtaaaggtgta

gggagaagaggaaccctgatttagagtaaacaaccacagtcaaagaaaaccaaggacacaatccagctgtcaaaagggtggagagatctttgagcctg

c 
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