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研究成果の概要（和文）：副甲状腺ホルモン(PTH) の間歇投与頻度が高い場合、前骨芽細胞の細胞増殖亢進および多数
の破骨細胞形成を伴った活発な骨リモデリングが誘導され、また、投与頻度を下げると、前骨芽細胞の細胞増殖よりも
骨芽細胞の骨基質合成が優位になることが明らかとなった。一方、同じ受容体に結合する副甲状腺ホルモン関連ペプチ
ド(PTHrP)は骨髄ストローマ細胞や前骨芽細胞の増殖促進に作用するが、破骨細胞形成には大きく作用しない可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that intermittent administration of PTH (parathyroid hormone) sho
ws anabolic effects in bone, while continuous injection of PTH results in catabolic effects.  When human P
TH(1-34) was administered into mice with high frequency, actively-proliferating preosteoblasts, abundant o
steoclasts and many mature osteoblasts forming bone matrices were observed, representing high bone turnove
r.  However, when PTH(1-34) was administered with low frequency, preosteoblasts was not so proliferated, w
ith less forming osteoclasts, and mature osteoblasts formed more bone.  Meanwhile, the fetuses continuousl
y overexpressing PTHrP (PTH-related peptide) showed a large numbers of preosteoblasts and bone marrow stro
mal cells without accompanying accelerated osteoclast formation, and a few mature osteoblasts formed bone 
matrix.  Thus, PTH and PTHrP appear to differently show predominant effects to preosteoblastic and osteobl
astic activities, despite their binding the common receptor.
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１．研究開始当初の背景 
 
主要な骨代謝調節因子である副甲状腺ホル

モン(PTH)および副甲状腺ホルモン関連ペプ

チド(PTHrP)は、共通の受容体(PTH/PTHrP

受容体: PTH-R)に結合することが知られてい

る。従って、これらPTHと PTHrPはともに同様

の作用を示すことが報告されてきた。また、

PTH に関しては、間歇投与で骨形成が優位

に、また、持続注入で骨吸収が優位になること

も知られている。 

  ところが、骨組織には、骨基質を合成する

成熟した骨芽細胞の他に、その前駆細胞であ

る前骨芽細胞が存在する。骨芽細胞は基質

合成を行うが細胞増殖できず、一方、前骨芽

細胞は細胞増殖できる細胞である。前骨芽細

胞は、破骨細胞形成に重要な役割を果たす

細胞であり、前骨芽細胞の数が増えることは、

骨芽細胞に分化する細胞群のプールを増加

させるととともに、破骨細胞形成系が亢進する

ことも意味する。 

 同容量のPTHとPTHrPを投与した場合、血

中カルシウム濃度を速やかに高い値まで上昇

させることができるのは、PTHrP ではなく、

PTHであるということが以前から知られており、

ここに、PTHとPTHrPのターゲットは骨芽細胞

や前骨芽細胞であるものの、それらの投与

量・投与頻度が異なると、骨芽細胞による骨

基質合成、または、骨髄ストローマ細胞を含め

た前骨芽細胞による細胞増殖などへの作用

が異なる可能性があげられる。 

 

 
２．研究の目的 
 
本研究目的は、PTH と PTHrP のターゲットは

骨芽細胞や前骨芽細胞であるにもかかわらず、

それらの投与量・投与頻度が異なると、骨芽

細胞による骨基質合成、あるいは、前骨芽細

胞の細胞増殖への作用のどちらに影響を及

ぼすのか明らかにすることである。そこで、

PTHの間歇投与が骨形成を誘導することが知

られていることから、その投与頻度を１回/２日、

１回/１日、２回/１日、４回/１日と、２日１回から

６時間ごとに１回の割合で humanPTH(1-34)を

マウスに投与し、骨芽細胞と前骨芽細胞との

作用を高頻度投与群（２回/１日、４回/１日）と

低頻度投与群（１回/２日、１回/１日）に分けて

解析をすることを主要目的とした。 

 また、PTHrP は胎生期に様々な組織から合

成されているが、PTH は充分量が分泌されて

いない。一方、成獣期では PTH 分泌は正常

に行われるため、PTH 分泌がほとんど行われ

ていないマウス胎仔に PTHrP 過剰発現を行

いことで、PTHrP の恒常的な過剰量分泌の状

態を作成し、PTH の高頻度投与群の骨組織

の状態と比較・検討した。 
 さらに、追加実験として、PTH, PTHrP 受容

体(PTH-R)は、通常、二量体を形成することで

機能するという報告がなされており、果たして

PTH-R が二量体を形成しているのかタンパク

レベルで検索した。 

 
 
３．研究の方法 
 

生後６週齢雄性マウスに humanPTH(1-34)を４

回/日、２回/日（以上、高頻度群）、１回/２日、

１回/２日（以上、低頻度群）で２週間、腹腔内

投与した。また、PTH の投与量として、１回の

投与量が 80g/kg または 20g/kg の群、およ
び、１日の総投与量が 80g/kg または
20g/kg となる群を作成した（各群 n=6）。 
これらのマウスを２週間後に固定する４日前

と１日前とでカルセイン投与し、その後、パラホ

ルムアルデヒド固定を施し、通法にてパラフィ

ンまたはエポキシ樹脂への包埋を行った。解

析項目として、アルカリホスファターゼ(ALP), 

酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ(TRAP), 

オステオカルシン, オステオポンチン、ならび

に、PCNA（proliferating cell nuclear antigen）

の組織化学を行った。また、一部のエポキシ

樹脂包埋したサンプルは透過型電子顕微鏡

観察を行い、カルセイン標識用には、MMA包

埋を行ったサンプルを薄切切片とした後、蛍

光顕微鏡観察を行った。 

一方、PTHrP transgenic マウス作成は、

骨芽細胞特異的 Col1a1 プロモーターに full 

length PTHrP cDNA を組み込んだベクターを

作成し、マイクロインジェクションを卵子に行い、

レシピエント母体マウスに移植した。胎生１８

日齢で大使を上記と同様の方法で固定し、同

様の解析を行った。 

 PTH-R の二量体形成については、野生型

（正常）の PTH-R ならびに恒常活性を示すこ

とで常にシグナルが送られる Jansen 型変異



PTH-RH223R 遺伝子をそれぞれ Flag および

HAtag を付けて、発現ベクターに組み込んだ。

それらを HEK293T 細胞に遺伝子導入し、過

剰発現させた。その後、同細胞からのサンプ

ルを用いて、Western blotおよび免疫沈降、さ

らに human PTH(1-34)添加による cAMP 産生

について解析した。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）PTH の間歇投与の頻度の違いが骨芽細

胞および前骨芽細胞に及ぼす影響の違い 

 

１回の投与量が80g/kg または20g/kgの群、
および、１日の総投与量が 80g/kg または
20g/kg となる群を作成したが、２週間後にお
ける骨形成量は、PTH の１日当たり、または１

回あたりの投与量による違いはほとんどなく、

むしろ、PTH の投与頻度（１日に何回投与す

るか）に依存して、骨量が増加することが明ら

かになった。つまり、このことは、PTH の半減

期が１時間にも満たないことから、PTH-R から

のシグナル伝達の頻度が重要である可能性、

また、投与した PTH はすでに生体内で過剰

量となっている可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 骨組織の顕微解析を行うと、PTH 高頻度投

与群（２回/１日、４回/１日）では、多数の不規

則な骨梁が形成されており、鋸歯状の骨表面

やオステオポンチン・オステオカルシン陽性セ

メントラインを示していた。骨梁周囲には ALP

強陽性前骨芽細胞の厚い細胞層と多数の

TRAP 陽性破骨細胞が局在したことから、活

発な骨リモデリングが推測された。一方、PTH

低頻度投与群（１回/２日、１回/１日）では前

骨芽細胞による細胞層はあまり発達せず、滑

らかな骨表面とセメントラインが認められ、比

較的太い骨梁が形成されていた。また、前骨

芽細胞層の発達が悪いことに伴って、破骨細

胞形成の有意な亢進は認められなかった。 

以上から、PTH間歇投与による骨形成の機

序は、その投与頻度によって、骨芽細胞また

は前骨芽細胞に与える影響がことなること、さ

らに、PTH の１日または１回投与量よりも、投

与頻度が、これらの細胞群のどちらに優位に

作用するか異なることが強く示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）PTH高頻度投与とPTHrP過剰発現マウス

の比較 

 

PTHrP 過剰発現マウス胎仔（成獣マウスでは

比較が難しいため、上述参照）では、多数の

前骨芽細胞が存在し、一方、骨基質合成を行

う成熟骨芽細胞はあまり認められなかった。

von Kossa 染色で石灰化骨基質を検索すると、

野生型マウスに比べて、transgenic マウスの

骨基質はごく僅かにしか形成されていないこと

が明らかにされた。また、厚い前骨芽細胞層

が形成されているにも関わらず、破骨細胞の

数は少なく、骨リモデリングがほとんど行われ

ていないことが示唆された。 

 PTH と PTHrP が PTH-R に同じ親和性と活

性を持って作用するという過去の論文、ならび

に、PTHrP 過剰発現マウスでは常に PTHrP

が産生されていることを考えると、今回の我々

の所見は、PTH の高頻度投与は前骨芽細胞

に対して、活発な細胞増殖と破骨細胞形成を

誘導して高代謝回転を示す骨リモデリングを

誘導するのに対して、PTHrPは前骨芽細胞の

細胞増殖に作用するが、その後の破骨細胞

形成や前骨芽細胞から成熟した骨芽細胞へ

の分化は亢進しないか、抑制することが推察

された。 

 以上から、PTHは高頻度で投与されると、骨



代謝回転を亢進させながら血中カルシウム濃

度を上昇させるホルモンであるのに対して、

PTHrP はいわゆる局所因子として機能するも

のであり、成熟した骨芽細胞よりも、前駆細胞

である前骨芽細胞に作用する傾向が高い、ち

うまり、前骨芽細胞のニッチェ形成に作用する

と推測された。 

 

 

（３）PTH-R の二量体形成の相違と骨芽細胞

および前骨芽細胞への作用 

 

PTH-R の二量体形成でシグナルが伝えられ

ることから、骨芽細胞および前骨芽細胞で

PTH-R の二量体形成の度合いが異なってお

り、従って、PTH または PTHrP の作用が異な

るのか作業仮説を立てた。 

 生体内の骨芽細胞と前骨芽細胞を分けて、

PTH-R の二量体形成を検索する前段階の研

究として、HEK293T 細胞に野生型（正常）の

PTH-RならびJansen型変異PTH-RH223R遺伝

子をそれぞれ Flag および HA tag を付けて、

過剰発現させたところ 、同じ分子量に

Flag/HA tagで免疫沈降されるバンドを検出し

た。さらに human PTH(1-34)添加で両方の

PTH-R を発現させた細胞で高い cAMP 産生

を示した。従って、PTH-R が二量体を形成し

たほうが効率よくシグナルを送ることができると

考えられる。現在、PTH-R の二量体化は、骨

芽細胞と前骨芽細胞とでどのようになっている

のか、引き続き研究を継続している。 
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