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研究成果の概要（和文）： 

 

  当研究においては、BMP の抑制因子である CIZ の PTH シグナルへの関与について、解

析した。PTH/PTHrP 受容体の恒常活性型を骨芽細胞/象牙芽細胞にて発現している caPPR

マウスと、同じく骨量増加の表現型をもつ CIZ ノックアウトマウスを掛けあわせて、さら

なる骨量増加の表現型が得られてたため、caPPR-CIZKO マウスの解析を行うことを目的

としている。 

  caPPR-CIZKO マウスの繁殖に関しては、caPPR マウスが弱いことと、CIZKO マウス

に過去に報告したように精巣の異常があるため、困難であったが、caPPR-CIZKO および

そのコントロール各群の計８群について、♂、♀それぞれ 6 例から 10 例のマウス検体を

得た。 

  細胞培養の系では、骨芽細胞様細胞株 MC-3T3E1 細胞において、PPR の下流シグナル

である CRE(cAMP response element)を介した転写活性化を見るため、pCRE-Luc ベクタ

ーでルシフェラーゼアッセイを行った。CIZ を大量発現させた場合には、当初 PPR によ

る CRE の活性化が軽減される傾向があったが、その後の繰り返し実験の結果、ほぼ軽減

はされないという結論に至った。CIZ が BMP シグナルの阻害因子であること、PTH が

BMP シグナルを亢進するという報告があることから、CIZ の作用は、PTH の CRE 活性

化作用そのものではなく、PTH から BMP へ至り骨形成につながる経路の側にあるものと

考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 

  We analyzed the involvement of CIZ, a BMP-inhibitory factor, in PTH-signaling. The 

caPPR mice express constitutively active PTH/PTHrP receptor (caPPR) in osteoblasts and 

in odontoblasts, and exhibit increased bone volume.  The CIZKO mice also show increased 

bone volume. We crossed caPPR mice with CIZKO and caPPR-CIZKO mice exhibited 

further increased bone volume in our preliminary experiments. 

  We had difficulties in expanding the number of caPPR-CIZKO mice, because caPPR mice 

are weak and because CIZKO mice have defect in spermatogenesis as reported. However, 

we finally got 6-10 mice in each group of 4 genotypes x 2 sex. 

  In cell culture system, we used MC-3T3E1 cells, a osteoblast-like cell line. In order to 

analyze the transcriptional activity of CRE (cAMP response element), we transfected cells 
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with pCre-Luc vector and performed luciferase assays.  When CIZ was overexpressed, 

caPPR-induced increase of CRE-activity did not show changes.  CIZ inhibits BMP signal 

and PTH are reported to enhance BMP signals. Therefore we speculate that CIZ does not 

directly inhibit PTH-induced bone increase but that CIZ affects PTH-induced bone increase 

by way of inhibiting BMP signaling. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

骨粗鬆症は、日本で、１０００万人もの患者
がいると言われており、高齢者の病的骨折を
引き起こし、寝たきり状態を誘導して、生命
予後を悪化させている。骨量は、骨芽細胞に
よる骨形成と破骨細胞による骨破壊のバラ
ンスによって決まるが、日本で使用されてい
る骨粗鬆症の治療薬は、破骨細胞をターゲッ
トとしており、いったん減った骨を再び増や
すのは難しい。海外では、副甲状腺ホルモン
(PTH)が、骨芽細胞に作用して、骨量を増や
す薬として用いられており、日本にも導入さ
れることが予想される（報告書作成時点では
すでに導入されている）。しかしながら、PTH

は、使用期間が限定されていることと、当初
は効果があっても、使用する内に効果が減弱
すること、破骨細胞の活性化を来すことなど、
限界があることも認識されている。一方、骨
形成因子(BMP)も、骨芽細胞に働きかけ、骨
形成を促すが、骨折治療などでの人工骨に組
み込んで、治癒を促進する薬剤として海外で
用いられている。 

  PTH の骨に対する作用は、単純ではない。
間欠的投与と連続投与で骨量への作用も異
なることや、間欠投与でも投与している内に
骨量増加の効果が薄れてくることもある。そ
れらの機序については、さまざまな報告があ
るが、いまだ、課題が多い。一つの可能性と
して、PTH が BMP のシグナルを正または負
の方向に制御していることがある。PTH が
BMP 産生を促すという報告もあるが、ヒト
検体において、PTH 治療中に BMP シグナル

が抑制されるために効果が限定されるとの
報告もある。 

  我々は、CIZ というタンパク質をクロー
ニングし、CIZ の骨格系における機能解析を
行なってきた。骨芽細胞系の培養細胞におい
ては、CIZ の大量発現によって BMP による
骨分化が阻害された。さらに、CIZ ノックア
ウトマウスは、海綿骨量の増加、骨芽細胞に
よる骨形成の促進、骨折治癒の促進、BMP

刺激に対する過剰反応、非荷重負荷による骨
量減少の消失などの表現形を示し、生体内に
おいても、CIZ が BMP の抑制因子であり、
骨量抑制因子であることが示された(MCB 

20:1659, 2000,JEM 201:962, 2005) 。 

  caPPR トランスジェニックマウスは、
PTH/PTHrP 受容体の恒常活性化型が、１型
コラーゲンα1 鎖の 2.3kb プロモーターの制
御下に発現するようにしたトランスジェニ
ックマウスで、骨芽細胞に特異的に PTH シ
グナルが入るようなっている。この caPPR

トランスジェニックマウスにおいては、骨芽
細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収
の両者が亢進し、結果として、骨量が増加す
ることが報告されている  (JCI 107:277, 

2001) 

  最近、我々は、CIZ ノックアウトマウス
を caPPR トランスジェニックマウスと掛け
合わせた。caPPR-CIZ ノックアウトマウスは、
CIZ ノックアウトマウスまたは caPPR トラ
ンスジェニックマウスと比較しても、大幅な
海綿骨量の増加を認めた。 

 前述したように、CIZ は BMP シグナルの
抑止因子でもあることから、CIZ がない状態



では、BMP シグナルの亢進を介して、PTH

のシグナル増強が起きている可能性が考え
られるため、その可能性を追求するために本
研究が計画された。 

 

２．研究の目的 

 

副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）は、骨形成を
促す骨粗鬆症治療薬として海外で用いられ
ているが、その作用には限界があり、その
限界を解決する方法が模索されている。恒
常活性型の PTH/PTHrP 受容体(caPPR)を
骨芽細胞に発現するトランスジェニックマ
ウスと、転写因子 CIZ のノックアウトマウ
スを掛け合わせたところ、海綿骨が骨内を
覆い尽くすほどの著明な骨量増加を認めた。
当研究では、その caPPR-CIZKO マウスの
解析を行い、さらに、培養細胞系にて、CIZ
のPTHシグナルにおける役割を解析する。
PTH による骨量増加作用の限界の理由が
解明され、その限界を突破するためのター
ゲットを見つけることが当研究の目的であ
る。 

 

３．研究の方法 

 
マウスの解析 
  caPPR-CIZKOマウスの繁殖を行う。現在、
caPPR-CIZKOマウスは、♂３匹、♀３匹が得
られており、骨量の著明増加は６匹とも認め
られているが、例数を増やす必要がある。歯
にも表現形があると思われることから、離乳
直後に死亡することも多いが、軟飼料にて対
応する。 
骨芽細胞様細胞株の MC3T3E1細胞やストロー
マ細胞系の細胞株 ST2細胞などを用いて、CIZ
の PTHシグナルにおける機能解析を行う。 
  PTHシグナルの下流には、cAMPの上昇か
ら、CRE (cAMP response element)を介した
遺伝子転写活性化がある。そのシグナル系で
の CIZの役割を見るために、caPPR 
(H223R-PPR)の発現ベクターで、PTHシグナル
を入れ、出力は CRE-Lucベクターでルシフェ
ラーゼアッセイを行う実験系で、CIZの大量
発現あるいは siRNAを用いたノックダウンの
影響を調べる。 
 
 
４．研究成果 
caPPR-CIZKOマウスの繁殖に関しては、caPPR
マウスが弱いことと、CIZKO マウスに過去に
報告したように精巣の異常があるため、困難
であったが、caPPR-CIZKO およびそのコント
ロール各群の計８群について、♂、♀それぞ
れ 6例から 10例のマウス検体を得た。 
細胞培養の系では、骨芽細胞様細胞株
MC-3T3E1細胞において、PPRの下流シグナル

である CRE(cAMP response element)を介した
転写活性化を見るため、pCRE-Lucベクターで
ルシフェラーゼアッセイを行った。CIZ を大
量発現させた場合には、当初 PPR による CRE
の活性化が軽減される傾向があったが、その
後の繰り返し実験の結果、ほぼ軽減はされな
いという結論に至った。CIZ が BMP シグナル
の阻害因子であること、PTH が BMP シグナル
を亢進するという報告があることから、CIZ
の作用は、PTH の CRE 活性化作用そのもので
はなく、PTH から BMP へ至り骨形成につなが
る経路の側にあるものと考えられる。 
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