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要 約

PTH/PTHrP受容体におけるごく早期の受容体

脱感作のメカニズムを明らかにする目的で， ROS 17 

/2.8細胞におけるヒト PTH(1-34) による細胞内

cAMP産生に対するベータアドレナリン受容体キナーゼ

1 (βARKl)の影響を検討した。細胞に1Q-7MヒトPTH

(1-34)を2分間前投与した後， 1Q-7MヒトPTH(1-34)

を2分間再投与し， ヒトPTH(1-34)を一度だけ 2分間

投与した場合と比較した。細胞隔解液のcAMP濃度はヒ

トPTH(1-34)を一度だけ投与した場合に比べて約30%

低下し，同種脱感作の現象が認められた。 forskolinを

用いた同様の検討では同種脱感作は認められず， ヒト

PTH(1-34)によるcAMP産生反応の脱感作は， PTH/ 

PTHrP受容体を含めてadenyly lcyclaseよりも上流の

メカニズムが原因となっていることが示唆された。細

胞にβARK1アンチセンスphosphorothioateoligo-

DNAを投与してsARK1の機能を阻害すると， ヒト

PTH(1-34)によるcAMP産生のごく早期の同種脱感

作は抑制された。同様に，細胞に sARK1アンチ

センスmRNAを発現させてβARK1の機能を阻害す

ると，ヒトPTH(1-34)によるcAMP産生のごく早期

の同種脱感作は抑制された。 Northern blot法で

sARK1アンチセンスmRNAの発現を確認した。こ

れらの結果から， ROS 17/2.8細胞においてPTH/

PTHrP受容体の2分以内というごく早期の同種脱感

作にβARK1が関与していることが示唆された。

緒 冨

副甲状腺ホルモン (PTH)は，高等動物において

血中カルシウム濃度を調節し，体内のカルシウムホメ

オスターシスを維持する上で重要な役割をもっ(1)0

84アミノ酸から成るPTHおよびそのN末端の34アミ

ノ酸断片は，おもに腎や骨などの標的臓器の細胞膜に

ある特異的なPTH/PTHrP受容体を介してその生理作

用を発現する 0-5)0 PTH/PTHrP受容体の機能異常は，

Jansen-type metaphyseal chondrodysplasia(6)に

おけるPTH/PTHrP受容体の構成的な活性化や

pseudohypoparathyroidismを伴う早期に発症する

HTLV -I-associated myelopathyにみられるPTH

受容体の変化(7)に認められるように，いくつかの疾患

でのカルシウム代謝異常の原因となることがある。こ

れらのことから， PTH/PTHrP受容体の機能異常は

高カルシウム血症や骨組懸症などの骨代謝異常に関与

している可能性が考えられる。ある受容体をリガンド

で刺激し続けるとその受容体の反応性が急速に低下す

る受容体脱感作の現象は，最も重要な受容体制御機能

の一つで、ある。ある種の心不全におけるベータアドレ

ナリン受容体の不応性の原因としてベータアドレナリ

ン受容体の脱感作機構の異常が指摘されているよう

に(ぺ PTH/PTHrP受容体脱感作機構の異常が骨代

謝異常の原因となることも考えられる。

PTH!こ対するPTH/PTHrP受容体反応の同種脱

感作はlnVIVOで観察され(べ種々の細胞株において

キーワード:PTH/PTHrP受容体，ベータアドレナリン受容体キナーゼ1(βARKl)，同種脱感作，副甲状線
ホルモン，細胞内cAMP，G蛋白共役型受容体キナーゼ
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in vitroでも観察されているが(1札 11)，PTHに対する

皮応における脱感作のメカニズムは各種の実験におい

ても異なっており，未だ日月らかではなし、。受容体の脱

感作にはさまざまなメカニズムが関与しているが(12，ペ
ベータアドレナリン受容体キナーゼ 1(βARKl)に

よる受容体リン酸化はベータアドレナリン受容体など

の同種脱感作(川に関与する重要なメカニズムの…つで

ある。我々のこれまでの研究では， ヒト宵癌細胞株

MKN4“5!にこおいでsARK11はまヒス夕ミンH2受容体の
同積脱感作lにこ関与していることが示されt:(こどαlヘ5

研究により， sARK1 はベータアドレナリン受容体

のみならず， α2アドレナリン受容体(6)，m2ムスカリ

ン受容体(17，18) サブスタンスP受容体(凶)などの

G蛋白共役型受窓体の同種脱感作にも関与しているこ

とが明らかにされており， sARKlはG議自に共役す

る種々の受容体の共通する受窓体ニドナ…ゼである可能

性が考えられる。さらに， ラット骨非細胞様細胞株

ROS 17/2.8においてsARK1活性が認められると

いう報告があり(20) ヒト骨芽細胞様細胞株SaOS-2に

おいて ßARK1ないしごく類縁のG蛋白共役型受~体

キナーゼの活性化がPTH/PTHrP受容体のcAMP

産生の中期間種脱感作 (2時間以内)

果たしていることも示されている則。ロドプシンなど

を含むG蛋白共役型受容体キナーゼの一つである sA

RK1 はごく短時間にベータアドレナリン受容体のリ

ン酸化を米すことが知られている(ヘしかし， βAR

K1がごく早期のPTH/PTHrP受容体の同種脱感作

に関与しているか否かについては解明されていない。

この研究ではROS17/2.8細胞におけるPTH/

PTHrP受容体のごく早期の受容体脱感作のメカニズ

ムを明らかにすることを目的とし， PTH/PTHrP受

容体のごく早期の受容体脱感作に sARK1が関与す

るかどうかを検討した。

方 法

使用試薬

Ham's F12は ICNBiomedicals (Aurora，OH) 

製，ウシ胎児血清(FBS)は大日本製薬(大阪)製の

ものを用いたo 合成ヒト PTHC1ω34) は Peptide

Institute (大阪)より入手し， O.OlN酢酸十0.2%

ウシ血清アルブミン (BSA)に溶解した。 [32PJα"

deoxyadenine triphosphate (3，000 Ci/ mM) は

Amersham (Buckinghamshire， UK)製を用いた。

細胞培養

ラット骨芽細胞様細胞株ROS17/2.8は， 2mM 

L~glutamine ， 100 IU/ml penicillin， 100μg/ 

ml streptomycin (GIBCO-BRL， Grand Island， 

NY)および10%FBSを含むHam'sF12培養液を用

いて継代維持された。

cyclic AMP (cAMP)産生量測定

cAMP産生量の測定に際しては，細胞は24wellプ

レートを用いて5x104cells/wellの濃度で、播積後24

時間培幾された。この細胞に101Mのヒト PTH

c1ω34)を370Cで1--60分間投与した。この際， 1O-4M 

払isobutyl閉トmethylxanthine(IBMX) を含むHEPES・・1

bufferd Krebs-Ringer's bicarbonate buffer (pH 

7.4) (KRBG) 緩衝液を用いた。 500μlの12%

trichloroacetic acid (TCA)を加えて皮応を停止し

凍結解凍を3凹くり返した後，細胞をプレートから凹

収し遠心分離した。 500μlの上清をとり， 2mlのwaterω

saturated diethy letherで3問抽出した。抽出後， この

溶液中のcAMP濃度をcAMPradioimmunoassay kit 

(Amersham， UK)C23，24)を用いて測定した。

PTHC1-34)によるcAMP産生の同種脱感作

1O-1MヒトPTHC1崎34)梓在下ないし非存在下に， 5 

x104の細胞をKRBG緩衝液中で3TCで2分間培養を

行った。細胞をphosphate-bufferedsaline (PBS) 

で370Cにおいて 2分間 3回洗浄した後， 1Q-4M 

IBMXおよび1O-7MヒトPTHC1-34)を含むKRBG緩

衝械にて培穫した。 370Cにおいて 2分間の培養後，

500μlの12%TCAを加えて反応を停止した。

対照群として1Q-5M forskolin帯在下ないし

下lこ， 5x1Q4の細胞そKRBG緩衝液中で370Cで2分

間培養を行った。細胞をPBSで3TCにおいて 2分間，

3回洗浄した後， 1O-4M IBMXおよび1Q-5Mのfors-

kolinを含むKRBG緩衝液にで培養した。 370Cにおい

て2分間の培養後.500μlの12%TCAを加えて反応

を停止した。凍結解凍を3回くり返した後，細胞融解

械に合まれるcAMP、濃度を上述の方法で測定した。

phosphorothioate oligo-DNAによる ROS17/ 

2.8細胞の処理

ラット sARK1適松子openreading frame (ORF) 

上の268“287地基に対応する20merのsARK1センス

またはアンチセンスphosphorothioateoligoωDNA 

を合成し， high-pressure liquid chromatography 

column (東亜合成，東京)にて精製した。 5X 104 

のROS17/2.8細胞を24wellプレートに播種後24時

間培養し， s ARK1センスまたはアンチセンス
phosphorothioate oligoωDNAを2μMまたは10μM

( 2 ) 
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さらに[32PJで標識したラット sARK1cDNA断片を

用いて42
0

Cにで16時間hybridizationを行った。この

filter membraneを0.2xSSC/O.1% SDS格液で

50
0

Cにで20分間， 2回洗浄した後， auto幽radiography

司会行った。さらに同じfiltermembraneを脱probe

処理後， [32PJで標識したうット β聞actinprobeを用

いて再度hybridizationを行い，同様に洗浄および

auto-radiographyを行った。

の濃度で8時間毎に24時間投与した。その後上述の方

法でPTHを投与し，細胞のcAMP産生盤を測定した。

統計処璃

全ての実験は4回くり返し行った。得られたデータ

はmean士SEで表示し， paired Student' s t testに

て統計学的に解析した。

ROS 17/2.8細胞におけるPTH刺激によるcAMP産

生の変化

日OS17/2.8におけるPTH刺激によるcAMP産生

の変化を検討するために，細胞に10…7MヒトPTH(1鞠

34)を投与した。図1に示すように，副甲状腺ホルモ

ンのN末端断片であるヒトPTH(1-34)はROS17/ 

2.8細胞のcAMP産生を有意に上昇させた。ヒト PTH

(1-34)の刺激後1分でその上昇が始まり， 10分後には

最大の2867fmol/5 X 104 cellsに議した。その後

反応はわずかに低下し， 60分後まで持続した口
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アンチセンスsARK1遺伝子誘導発現系の作製およ

びROS17/2.8細胞の処瑠

ラット sARKlcDNN25JのORF82-1103境基に対応

する1022bpのPCR断片を， tetracycline repressorが

結合することにより遺伝子発現を抑制するtetraω

cycline responsive elementをもっpTR日expression

plasmids CClontech， Palo Alto， CA)にサブクロ…

ニングした。 βARKlセンスmRNAを発現しうる

insertをもっplasmidclone CpTRE-s ARKトS)，

sARK1アンチセンスmRNAを発現しうるinsertを

もっ plasmidclone CpTRE-s ARK1~AS) を選別

後，精製した。 3x105のROS17/2.8細胞を24時間

培養し，大腸闘のtetracyclinerepressorとherpes

simplex virusのVP16protein C末端部との融合蛋

白であるtetracycline-responsivetranscriptional 

activatorを発現するpTet-Offplasmid CClontech， 

Palo Alto， CA) 2.0μgをtransfectした。 transfec-

tionは12μgのDOSPERLiposomal Transfection 

Reagent CBoehringer， Germany)を用いて行い，

100μg/mlのG418CSigma， St.Louis， MO) で

stable transfectant cloneを選別した。選別された

ROS 17/2.8 Tet-Off細胞に1μg/mlのtetracycline

CSigma， St. Louis， MO)の存荘下，あるいは非存

在下でpTRE欄 sARK1-S， pTRE嶋 sARKI-AS，あ

るいは対照のpTRE-LucCClontech， Palo Alto， 

CA)を24時間，一過性に導入した。この系では， tet-

racyclineの非存在はtetracycline repressorを

tetracycline responsive element!こ結合させ， VP-

16 transcriptional activatorにより sARK1セン

スあるいはアンチセンスmRNAの発現を促進するo

その後上述の方法でPTHを投与し細胞融解液中の

cAMP産生最を測定した。

60 

ROS 17/2.8細胞におけるヒトPTH(1-34)に

よるcAMP産生の時間的変化

5 XI04ROS 17/2.8細胞を24wellプレート

に播種後， lO%FBSを加えたHam'sF12培養液

で24時間培養した。 3TCPBSで2回洗浄後，さら
に10…4MIBMXおよび1O-7MヒトPTHC1-34)を
含むKRBG緩衝液で種々の時間培養した。 500μ1

の12%TCAを加えて反応を停止し， cAMP濃度

をRIA!こて測定した。

40 
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0 

図l

(3) 

N orthern blot法

guanidine isothiocyanate心sC12法を用いて

sARK1を誘導発現するROS17/2.8 Tet-Off細胞

からtotalRNAを抽出した。このROS17/2.8 Tet酬

Off細胞は1μg/ml tetracylineの滞在下，あるいは

非存在"Fで‘pTR日帰sARK1-S， pTR日sARKI-AS，

あるいは対問、のpTRE心ucを24時間， …過性に導入

されたものである。それぞれの細胞の toalRNA 20 

μgを1.0%agarose-formaldehyde gellこて電気泳

動し， nitrocellulose membrane CSchleicher & 

Schuell， Dassel， Germany)にtransferを行い，



と同様，ヒトPTH(1-34)によるcAMP産生は再投与

群⑫)では初回投与群(.)の約70%であった。こ

れに対し 2μMまたは10μMの濃度のβARK1ア

ンチセンスoligo-DNAで24時間処理した場合，

PTH(1-34)によるcAMP産生は再投与群⑫)では

初回投与群(.)のそれぞれ約82%(2μM)および約

94% (10μM)であった。これらの結果は， アゴニス

トであるヒトPTH(1-34)によるcAMP産生の同種脱

感作はsARKlアンチセンスoligo-DNAで一部抑制

されたことを示している。反対に βARK1センス

oligo-DNAは， ヒトPTH(1-34)の前投与で生じる再

投与後のcAMP産生の抑制に殆ど影響を与えなかっ

fこD

ヒト

4 

ROS 17/2.8細胞におけるPTH刺激によるcAMP産

生の同種脱感作

図2に示すように， ROS 17/2.8細胞にヒトPTH

(1-34)を2分間前投与した場合，再投与時のcAMP産

生が有意に抑制された。細胞内で産生されたcAMP

は初回投与群(・)3060士314fmol/5 X 104 cells 

に対し再投与群⑫)1733::t:205 fmol/5 X 104 cells 

であった。一方， forskolinによる cAMP産生は初回

投与群(圃)2913 ::t:332 fmol/5 X 104 cellsに対し

再投与群(協)2770::t: 380 fmol/ 5 X 10 4 cellsと，

cAMP産生の有為な低下は認、められなかった。

ROS 17/2.8細胞におけるヒトPTH(1-34)刺激によ

るcAMP産生の同種脱感作に対する βARK1センス

またはアンチセンスmRNAの影響

ヒトPTH(1-34)刺激によるcAMP産生の同種脱感

作におけるsARK1の関与をさらに検討する目的で，

ROS17/2.8Tet-Off細胞に1μg/mlのtetracycline

の存在下あるいは非存在下で， pTRE-s ARK1-S， 

pTRE-s ARK1-AS，あるいは対照群としてpTRE-

Lucを一過性に導入した。図4に示すように，導入さ

れたplasmidからのmRNAの発現を抑制するtetra-

ROS 17/2.8細胞におけるヒトPTH(1-34)刺激によ

るcAMP産生の同種脱感作に対する βARK1セン

スおよびsARK1アンチセンスphosphorothioate

oligo-DNAの影響

ROS 17/2.8細胞におけるヒトPTH(1-34)刺激に

よるcAMP産生の同種脱感作に対する sARK1の影

響を検討する目的で，細胞にβARK1センスまたは

sARK1アンチセンスphosphorothioate oligo-

DNAを， 2μMまたは10μMの濃度で8時間毎に24

時間投与した。図3に示すように， ROS 17/2.8細

胞を2μMまたは10μMの濃度のβARK1センスoligo-

DNAで24時間処理した場合，処理なし対照群(H20)
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ROS 17/2.8細胞におけるヒトPTH(1-34)刺激

によるcAMP産生の同種脱感作に対するsARK1

センスまたはアンチセンスphosphorothioate
oligo-DNAの影響

5 X104ROS 17/2.8細胞をsARK1センス
oligo-DNA，もしくはsARK1アンチセンス
oligo-DNAあるいは対照としての蒸留水
(H20)を含む培養液で24時間培養した。 PBS
で洗浄後1O-7MヒトPTH(1-34)の存在下(協)

もしくは非存在下(・)にKRBG緩衝液で2
分間処理し，続いて1O-7MヒトPTH(1-34)で

さらに 2分間処理した後，細胞融解液のcAMP

濃度をRIA'こて測定した。 'P<0.05・・P<O.Ol
NS有意差なし

H，O 

図3

(4) 

初回控与頁持与 制1司持与高持与

PTH(1'34) forskolin 

ヒトPTH(1-34)によるcAMP産生の同種脱感作

5 x104ROS 17/2.8細胞を1O-7MヒトPTH
(1-34)または1O-5M forskolinの存在下⑫)

あるいは非存在下(・)にKRBG緩衝液にて
3TC2分間培養した。 PBSで2回洗浄後， 10-4 

M IBMXと1O-7Mヒト PTH(1-34)もしくは
10-5M forskolinを含むKRBG緩衝液にて培

養した。 3TC2分間培養後， 500μlの12%TCA 
を加えて反応を停止し， 細胞融解液の

cAMP濃度をRIAにて測定した。.P<0.05 
NS有意差なし

図2



5 

-28s 

紬 sAF司Kl

4000 

2000 

3000 
駒山一首
HW

・0
H
X刷
、
色

Z
〈

ω

由。E恥 .18$ 1000 

明 f3a:ctin 

ROS 17/2.8Tet-Off細胞における βARKl誘

導発現のNorthern blot法による検討
l μg/ml tetracyclineの存在下[TC(十)J
Clane 1， 3および 5)あるいは非存在下
[TC(一)JClane2，4および6)で， pTRE-
βARK1-S Oane 1および2)，pTRE田 sAR

K1-AS Clane 3および4)，あるいはpTR日制

Luc Clane 5および6)を一過性に導入した

ROS 17/2.8Tet-Off細胞から抽出したtotal

RNAをNorthern blot法で解析した。上段は

ラット sARK1の，下段はうット sactinの遺
伝子DNA断片を標識プローブとして用いた結

果を示す。

図5

TC(+l TC(-) TC(+) TC(・}

pTRE-sARK1・AS pTRE-Luc 

ROS 17/2.8細胞におけるヒト PTH(1ω34)

刺激によるcAMP産生の同種脱感作に対する
sARK1センスまたはアンチセンスmRNAの

影響

5 x 104ROS 17/2.8Tet-Off細胞にlμg/
ml tetracyclineの存在下[TC(十)Jあるいは
非存在下 [TC(一)Jで. pTRE-s ARK1-S， 
pTR日制sARK1-AS， あるいはpTRE-・心ucを
一過性に導入した。 PBSで洗浄後1Q-7MヒトPTH

(1-34)の存在下働)もしくは非存在下(幽)

にKRBG緩街械で2分間処理し、統いて10-7

MヒトPTH(1-34)でさらに2分間処瑚した後，

細胞融解液のcAMP濃度をRIAIこで測定した口

市く0.05本市<0.01NS有意差なし
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図4

RNAはβARK1センスまたはアンチセンスmRNA

を強く発現しており，反対にmRNA告抑制するため

にtetracyclineの存在下にあった細胞Clane1および

3)ではβARK1センスまたはアンチセンスmRNA

の発現はわずかに留まった。これらの結果はROS17 

/2.8Tet・Off細胞においてmRNAの誘導発現系が良

好に機能していることを示す。

pTR払Lucを導入された ROS17/2.8Tet心ff細

胞Clane5および 6)では， tetracyclineの存在下

Clane 5)でも非存夜下Clane6)でも sARK1セン

スまたはアンチセンスmRNAの発現は認められなか

った。

PTH!こ対するPTH/PTHrP受容体の同種脱感作

についての研究の進展lこ伴い，いくつかの興なるメカニ

ズムが明らかにされている。 cAMPdependent kinase 

およびcAMPには依存しないその他の機序が受容体

脱感作に関与するとされており(Jへまた2時間後に最

大の効巣をあらわすproteinkinase Cの脱感作機序

も存在する (26，ヘ受容体のdownregulationは種々

の受容体で脱感作の服閣となるが， PTH/PTHrP受

容体においてもこのメカニズムが働いていることが確

察考

( 5 ) 

cyclineの存在下[TC(十)Jでは， ROS 17/2.8細胞で

のPTHC1-34) によるcAMP~窓生は再投与群(閣)で

は初回投与群(聞)の約41ないし60%であり，これら

のplasmidからのmRNAの発現の抑制は， ROS 

17/2.8Tet-Off細胞におけるヒトPTH(1-34)刺激に

よるcAMP産生の問種脱感作に影響を与えなかった。

一方，導入されたplasmidからのmRNAの発現を促

進するためのteもracyclineの非存在下山C(一)Jでは，

ROS 17/2.8細胞でのPTH(1-34)によるcAMP康生

は， pTR払 βARK1-S導入細胞の再投与群(協)で

は初回投与群(聞)の約56%，pTRE-s ARK1-AS導

入細胞で約89%，またpTREふuc導入細胞で約63%で、あ

り，sARK1センスmRNAおよび対照の luciferase

mRNAは同種脱感作に影響を与えなかったのに対し，

sARK1アンチセンスmRNAはヒトPTH(1-34)刺激に

よるcAMP産生の問種脱感作を有意に抑制した。

tetracyclineの非帯租により sARK1センスまたは

アンチゼンスmRNAが誘噂されていることを確認す

る目的で， これらの細胞から抽出したtotalRNA 

をNortherm blot法で検討した。岡 5に示すよう

に， pTRE-s ARK1-S Oane 1および2)あるいは

pTR日明sARKI-AS Clane 3および4)を導入され，

かつtetracyclineの非存在下にあった日OS17/2.8 

Tet-Off細胞Clane2および4)から抽出されたtotal
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認されており (28，ペ異種のリガンドによるdownreg-

ulationのメカニズムでもPTH/PTHrP受容体の脱

感作を起こしうるとされている (30，3九なかでも βAR

K1はagonistが結合した受容体を特異的にリン酸化

することでベータアドレナリン受容体制およびその他

のG蛋白共役型受容体(川の同種脱感作に重要な機能を

もつことが知られている。最近の研究では， ROS 17 

/2.8細胞においてラット sARK1mRNAが見い出

され， レチナール光受容体で、あるロドプシンをリン酸

化するβARK1様活性がラット骨芽細胞様細胞UMR

106-H5で確認されている (20)。さらにヒト骨芽細胞様

細胞SaOS-2においてsARK1ないしごく類縁のG蛋

白共役型受容体キナーゼの活J性化がPTH/PTHrP受

容体のcAMP産生の早期同種脱感作(2時間以内)

に重要な役割を果たしていることも報告されている(幻)O

sARK1は30分以内など早期にベータアドレナリン

受容体のリン酸化を来すことが知られているが(22)

sARK1が数分以内などごく早期のPTH/PTHrP

受容体の同種脱感作に関与しているか否かについては

知られていない。

今回の研究では， PTH/PTHrP受容体のごく早期

の受容体脱感作にsARK1が関与することを初めて

明かにした。 PTH(1-34)をROS17/2.8細胞に投与

すると細胞内cAMP産生は急速に上昇し，最初に投

与されたリガンドを十分に洗浄除去した後PTH(1-34)

を再投与すると細胞内cAMP産生の上昇は有意に抑

制された。この結果はPTH/PTHrP受容体に同種脱

感作が生じたことを意味するものである。これに対し，

adeny ly lcyclaseを直接活性化するforskolinでは再

投与後の細胞内cAMP産生の抑制が認められなかった。

これらの結果より， PTH(1田34)によるPTH/PTHrP

受容体に対するcAMP産生反応の脱感作は， PTH/

PTHrP受容体を含めてadenyly lcyclaseよりも上流

のメカニズムが原因となっていることが示唆された。

受容体脱感作におよぼすsARK1の影響を検討す

るために， sARK1アンチセンスphosphorothioate

oligo-DNAにより sARK1の内因性mRNAの翻訳

を阻止すると，ごく早期である 2分後にPTH(1-34)

によるcAMP産生の脱感作は抑制された。これに対

してsARK1センスoligo-DNAは対照群と同様にこ

の脱感作を抑制しなかった。これらの結果は，

sARK1アンチセンスoligo-DNAがβARK1の内因

性mRNAの翻訳を阻止し， βARK1蛋白が減少し，

そのためにごく早期の受容体脱感作が抑制されたこと

を示唆する。

これらの結果を確認するために， ROS 17/2.8Tet-

Off細胞においてsARK1アンチセンスmRNAを誘

(6) 

導発現させることにより内因性のβARK1mRNA 

の作用の抑制を試みた。培養液をtetracyclineの非存

在状態におくとpTRE-s ARK1-ASを導入された

ROS 17/2.8Tet-Off細胞内でsARK1アンチセンス

mRNAが誘導され， PTH(1-34)刺激によるcAMP産

生のごく早期の脱感作が抑制された。しかしながら，

tetracyclineを投与するとpTRE-βARK1-ASを導

入されたROS17/2.8Tet-Off細胞内でsARK1アン

チセンスmR~Aの発現が抑制され，脱感作抑制は認

められなかった。またpTRE-s ARK1-Sあるいは
pTRE-Lucを導入されたROS17/2.8Tet-Off細胞で

はtetracyclineは脱感作に影響を与えなかった。

これらの結果は， βARK1アンチセンスmRNAがs
ARK1の内因性mRNAの翻訳を阻止し， βARK1蛋

白が減少し，そのために受容体脱感作が抑制されたこ

とを示唆している。遺伝子導入されたROS17/2.8 

Tet-Off細胞においてsARK1センスまたはアンチセ

ンスmRNAが誘導されていることを確認する目的で，

抽出されたtotalRNAをNorthern blot法で、検討し

た。 pTRE-s ARK1-SあるいはpTRE-s ARK1-AS 

を導入し，かっ， tetracyclineの非存在下で培養した

ROS 17/2.8Tet-Off細胞では， total RNA中に，

誘導されたsARK1mRNAの発現が認められた。

これらの結果はβARK1mRNAの誘導発現系が良

好に働いていることを意味しているo

ベータアドレナリン受容体にリガンドが結合すると，

sARK1.続いてcAMP-dependentkinase (protein 

kinase A)のリン酸化が起こり，それによって短時

間(数秒から数分)の刺激が原因となる同種脱感作が

生じることが知られている(22)0 s ARK1とG蛋白の

sr -subunitおよび受容体からなる複合体が形成され

受容体のリン酸化が起こると，今度は受容体と G蛋

白の相互作用が抑制され，細胞内情報伝達系が抑制さ

れる。このメカニズムにおけるG蛋白のsr -subunitの

関与は他のG蛋白共役型受容体のリン酸化においても

認められている (33)。さらに，受容体のsequestra-

tion (細胞質への一過性の移行)もまた受容体の同種

脱感作に関与すると考えられている(判。今回の研究で

は，細胞内のsecondmessengerであるcAMPは

PTH(1-34)投与後1分で上昇したため，細胞内の情

報伝達は1分以内に開始されていると考えられる。 β

ARK1は数秒から数分で作用するため， ごく早期の

PTH/PTHrP受容体の同種脱感作を検討する今回の

実験では， PTH(1-34)の初回投与と再投与の間隔を

2分とした。最終的にPTH(1-34)によるcAMP産生

の同種脱感作は2分で生じること， βARK1がこの

機序に関与していることが見い出された。この結果は，



PTH/PTHrP受容体におけるごく早期の同種脱感作

にsARK1が関与することを示唆している。 βARK

1はベータアドレナリン受容体， α2アドレナリン受容

体(6)，m2ムスカリン受容体(陀ペヒスタミンH2受容

体(ペサブスタンスP受容体(19)などいくつかのG蛋白

共役型受容体の同種脱感作にも関与しているので，

PTH/PTHrP受容体も含めたG蛋白共役型受容体に

共通した受容体キナーゼである可能性が考えられる。

βARK1アンチセンスoligo-DNAもsARK1アンチセ

ンスmRNAも脱感作を完全には抑制し得なかったので，

sARK1はROS17/2.8細胞におけるPTH/PTHrP

受容体のごく早期の受容体脱感作のメカニズムに部分

的に関与しているとも考えられるo このことはPTH

/PTHrP受容体のごく早期の受容体脱感作に sAR

K1による受容体リン酸化以外のメカニズムがあるこ

とをも示唆している。
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Effect of s -Adrenergic Receptor Kinase 1 on the Very Rapid Phase 
Homologous Desensitization of PTH/PTHrP Receptors in 

Rat Osteoblastic Osteosarcoma Cells， ROS 17/2.8 

XIN CHEN1)， HIROHISA NAKATA1)2)， HISAMITSUBABA1)2) 

Department of Biosignal Pathophysiology， Graduate School of MedicinelJ & 

Medical Center for Student HealthZ)， Kobe University 

Abstract 

The effect of beta-adrenergic receptor kinase 1 (βARKl) on intracellular cAMP production 

caused by human PTH(1-34) in ROS 17/2.8 cells was examined to investigate the mechanism of 

homologous desensitization of PTH/PTHrP receptors in a very rapid phase. After the cells 

were pretreated with 10-7 M hPTH(1-34) for 2 min， they were treated again with 10-7 M 

hPTH(1-34) for 2min. The concentration of cAMP in the cell lysate decreased approximately 

30% compared with that of cells treated with 10-7 M hPTH(1-34) for 2min only once Chomologous 

desenstitization). Homologous desensitization was abscent when the cells were treated with 

10→ 5 M forsko1in in the same way， which indicated that hPTH(1-34) induced desensitization of 

cAMP was caused by desensitization of the upper stream mechanisms than adenylylcyclase 

including the PTH/PTHrP receptor. When ROS 17/2.8 cells were treated with 10μM sARKl 

antisen凶 phosphorothioate oligo“DNA to block the function of s ARK1， the homologous 

desensitization of cAMP response to hPTH(1-34) in the very rapid phase was suppressed. When 

s ARK1 antisense mRNA was expressed in ROS 17/2.8 cells to block the function of βARK1， the 

homologous desensitization of cAMP response to hPTH(1-34) in the very repid phase was also 

suppressed. The expression of s ARK1 antisense mRNA was confirmed with Northern blot 

analysis. 

These data suggest that βARK1 is involved in the PTH/PTHrP receptor homologous 

desensitization in the very rapid phase in ROS 17/2.8 cells. 
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