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要 旨

骨粗髭症 は骨折 のリ ス ク因 子であり， 生活 の質の低下 に直結 する疾患 である． ヒ トゲ ノ ムワ

イ ド 関連 解析 によ り， membrane palmitoylated protein 7 (MPP7) 遺伝 子が骨密度 に関与 する
ことが示 された その際 ， MPP7 の発現低下 が骨密度 の低下 と相関 した． 申 請者 らは， Mpp 7

遺伝 子の欠 損 マウ ス を樹立 し， 生体内 におけるMPP7 の機能 を解析 した. MPP7 欠 損 マウ ス

は野生型 マウ ス と同頻度 で生 まれた． 雌 のMPP7 欠損 マウ ス は野生型 マウ ス よ りも低 い体軍 を

示 した この体直 の差 は， 雄 のマウ ス では観察 されなかっ た． 体勇 を除 いては， Mpp7- KO マ

ウ ス に特 異 的な異常 は同定 できなかっ た． ヒ ト細胞株 を用いて， MPP7 の蛋 白 の発現 を調べ た

ところ ， MPP7 は複数の骨 肉 腫 由 来 の細胞株 に発現 していることが示 された． 以上 の結果 は，

MPP7 が生体内 において体直 の制 御 に関 与 すること， およ び樹立 したMPP7 欠 損 マウ ス が

MPP7 によ る骨密度 の制 御 機構を解析 する上 で， 有用なモ デル動物になることを示 した．
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は じ め に

骨粗媒症 は ， 骨密度 と 骨 質 の 低 下 に よ り ， 骨折

が 起 こ り や す く な り ， 日 常生活動作 や 生 活 の 質 が

著 し く 低 下 す る 疾患 で あ る l ) _ 国 内 の 骨粗縣症患

者 は 約 1 300 万 人 で あ る ． 近 年 の 高 齢 化 に よ り ，

骨粗縣症 の 予 防 と 治療 法 の 確立 は， 緊急 に 解決す

べ き 医学的課題で あ る ． 骨密度， 骨 質 あ る い ば骨

細 胞 の 分 化 を 制 御 す る 遺 伝 子 と し て は Runx2,

RANKL な ど が 知 ら れ て い る 2 ) 3) . し か し な が ら ，

骨粗縣症の 分子機構 に つ い て は依然 と し て 不 明 な

点 が 多 い ．

ヒ ト ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 解 析 に よ り ， membrane

pa lm itoyl ated prote in  7 (MPP7) 遺伝子が骨密度

に 関 与す る こ と が示 さ れ た り そ の 際， MPP7 の 発

現 低 下 を 伴 う 遺伝 子 ア レ ル が 骨 密 度 の 低 下 と 相 関

し た . MPP7 は， L27, PDZ,  SH3 お よ び GuKc

(guanylate k i nase homologue)  と い う 4 つ の ドメ イ

ン を 持 ち ， 類似 し た 7 つ の 遺伝 子 (MPPl - MPP7)  

か ら 構 成 さ れ る 関 連 遺 伝 子 群 を 形 成 し て い る ．

MPP7 は 多 く の 組織 由 来 の 細 胞 の 細 胞質 に 発現 し

て お り ， 上 皮 系 細 胞 で は タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン

に 局 在 し ， 細 胞 接 着 を 制 御 し て い る こ と が 示 唆

さ れ て い る 5) . し か し な が ら ， MPP7 が い か に し

て 骨密度 を 制 御 す る の か に つ い て は 明 ら か に さ れ

て い な い ．

ヒ ト T 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス 1 型 (HTLV - 1 )

は 成 人 T 細 胞 白 血病 お よ び HTLV - 1 関 連 脊髄症

の 原 因 ウ イ ル ス で あ る 6l 7l _ HTLV - 1 は 関 節 症

(HTL V - 1 - associated arthropathy ; HAAP) に も
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図 l M P P 7 蛋 白 の ド メ イ ン 構造 と マ ウ ス Mpp7 追伝子の タ ー ゲ テ ィ ン グベ ク タ ー の 構造
A. MPP7 は 4 つ の ド メ イ ン を 持つ． こ れ ら は ， L27, PDZ,  SH3 お よ び GuKc ド メ イ ン で あ る . L27,  PDZ, SH3 お よ

び GuKc ド メ イ ン は 蛋 白 質 と 蛋 白 質 と の 結合 に 関 与す る こ と が 示唆 さ れ て い る ．

B. E xon3 は Mpp7 迫 伝 子 の エ ク ソ ン 3 の 位 罹 を 示す. Neo は ネ オ マ イ シ ン 薬 剤 耐性 迫 伝 子 発 現 カ セ ッ ト を 示 す ．

P r D T - A は， ジ フ テ リ ア ト キ シ ン の A サ ブユ ニ ッ ト ( O T - A) の 発現 カ セ ッ ト を 示す. LoxP と FR T は， Cre リ
コ ン ビ ナ ー ゼ お よ び F L P リ コ ン ビ ナ ー ゼ に よ る 追伝 子 組換 え の 標的配列 を 示す． 矢印 は， Mpp7 追伝 子 の 組換 え
を 検出 す る 際に 用 い た PCR の プ ラ イ マ ー の位岡 を 示す ．

C. Mpp7-KO マ ウ ス か ら 牌臓細胞 を 調製 し ， M P P7, DLGl お よ び a - tubu l i n 蛋 白 の 発現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に
よ り 検出 し た ．
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関与する こと が示唆さ れて いる ． こ れ ら の病気の
発 症に は， HTLV-1 が コ ー ドする Tax 蛋 白 が 深

く 関 与する 九 筆 者 ら の 研 究 室 で は， HTLV-1
の Taxに 結合する 宿主 因 子と し て MPP7 を 同 定
し， HTLV-1 の 病 原 性に お け る MPP7 の機能を

解析 し て き た ． 本研究に お い て， 筆者 は， Mpp7
遺伝子の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 樹立 し， MPP7 の
生体内機能を 解析 し た ．

材料 と 方法

Mpp7-KO マ ウ ス の樹立 （図I )
Mpp 7-KO マ ウ ス は 理 化 学 研 究 所 (BDR

LARGE)と の 共同研究と して作製さ れた (Accession

No . CDB0578K: http://www2.c1st.riken. jp/arg/ 

mutant%20mice%20list.htmi) . 
Mpp7-KO マ ウ ス の 作 製と 解析に つ い て は， 新

潟大学遺伝子組換 え 実験安全委 員 会， 動物実験倫

理 委 員 会 お よ び 理 研 動 物 実 験 委 員 会 (BDR

LARGE) に よ る 承認の元で実施 し た ．
Mpp7 遺 伝 子 の 条 件 付 き ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

(conditional knockout mice) を 樹 立する た めに，

Mpp7 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 以下 の よ うに 作
製 し た ． マ ウ ス の MPP7 遺伝 子 の エ ク ソ ン 3 領

域 を loxP 部 位に よ っ て 挟 ん だ DNA フ ラ グ メ ン

ト を タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 構築用 プ ラ ス ミ ドに
導人 し た （図I ) . こ の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー

構築用 プ ラ ス ミ ド は， 遺伝子組換 え細胞を選択す

る た めに， 2 つ の 構造を 含 む 1 つ 目 は， ネ オ マ

イ シ ン 耐性遺伝子 カ セ ッ ト (Neo) で あ る ． こ の
Neo 遺 伝 子 の 両 端に FLP リ コ ン ビ ナ ー ゼ
(FLPe) の 組 換 え 標 的 配 列 (FRT) を 導 入 し た

（図I ) . 2 つ め は， 遺伝子組換 え が起 こ っ て いな
い細胞を 死滅さ せる た め の， ジ フ テ リ ア ト キ シ ン
A サ ブ ユニ ッ ト (DT-A) の 発 現 カ セ ッ ト で あ
る ． こ の Mpp7 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 胚性幹

細胞 株 (TT2) に 遺 伝 f 導 人 し， ネ オ マ イ シ ン

(G- 418) で選択 し た 選択 し た細 胞 の 中 か ら，

相同組換 え細胞を ス ク リ ー ニ ン グ し， MPP7 タ ー

ゲ テ ィ ン グ遺伝子 が導人さ れ た， 組換 え細胞を 樹

立 し た （図I ) . こ の 組換 え細胞を 用 い て， キ メ

ラ マ ウ ス (Mpp7-flox - Neo キ メ ラ ／＋） を 作 製 し

た ． こ の キ メ ラ マ ウ ス を 交配 し， ヘ テ ロ 組換 え マ

ウ ス (Mpp7-flox-Neo/+) ( 図 I ) を 樹 立 し た ．
こ の マ ウ ス を ， FLP リ コ ン ビ ナ ー ゼ (FLPe) を

発現する ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ スと 交配 し 8) ,
Neo カ セ ッ ト を 除 去 し た マ ウ ス (Mpp7- flox/+)

を 樹 立 し た ． 次に， Mpp7 -flox/ + マ ウ ス を，
TLCN-Cre マ ウ スと 交配 し た . TLCN-Cre マ ウ

ス は テ レ ン セ フ ァ リ ン (telencephalin; TLCN) 遺

伝子の プ ロ モ ー タ ーに よ っ て 発現誘導さ れる Cre
リ コ ン ビ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を 保 有する 9l _ TLCN
Cre マ ウ ス で は， Cre リ コ ン ビ ナ ー ゼ が 生殖細胞
で発現 し， 生殖細胞に お い て DNA 断片を 除去 で

き る . TLCN-Cre マ ウ スと の 交 配に よ り， Mpp7

遺伝子の エ ク ソ ン 3 を 全身 で ヘ テ ロに 欠損 し た マ

ウ ス (Mpp7 (一／＋） ） を 樹立 し た こ れ ら の マ ウ ス

を 5 回 以 上 C57/BL6 (B6) マ ウ スに 戻 し 交 配 し

た . B6 遺伝子背景を 持つ Mpp7 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア
ウ ト マ ウ ス (Mpp7 (一／＋） ） を 交 配 し， 全 身 性 の
Mpp7-KO マ ウ ス を 樹立 し た ． マ ウ ス は通常の 12

時 間 の 明 暗サ イ ク ル の もと で飼育さ れ， 食事 は 自
由に 摂取可能と し た ．

Mpp7 遺伝 f の DNA レ ベ ル で の 欠 損 は， 下 記

の プ ラ イ マ ー を 用 し ヽ て polymerase chain reaction 

(PCR) 法に よ り 確 認 し た （図I ) . 野 生 型 で は

1377 塩碁対の PCR 産物 が 検 出さ れ， Mpp7-KO
お よ び Mpp 7 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は，
499 塩甚対の産物 が 検 出さ れる ．
Upper primer: TGTCGCCCTCT AGCATCTCAT 

TCT 
Lower primer: CT AGTGGCTGATGGTTCTCGT 
GGTG 

細胞株の培養
U20S, HOS, NOSlO, NOSl, MG63, OST お よ

び Saos2 は ヒ ト の 骨 肉 腫 由 来 の細 胞 株 で あ る ．

こ れ ら の細 胞 は， 10% 牛 胎 児 血 清 (FBS) , 1 %  
PSG (ペニ シ リ ン， ス ト レ プ ト マ イ シ ン， L- グ

ル タ ミ ン の 混合液， Life technologies 社） お よ び

1% MEM 非 必 須 ア ミ ノ 酸 (MEM Non -Essential 
Amino Acids, Life technologies 社 ） を 含 む ダ ル
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ベ ッ コ 変法 イ ー グル培地で培養 し た ．

プラ ス ミ ド

レ ン チ ウ イ ル ス 発現ベ ク タ ー を 用 い て ， MPP7

遺伝子の恒常 的 な ノ ッ ク ダ ウ ン 細胞 を 樹立 し た ．

レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の作製は Yoshida ら の方

法 に 準 じ た 10l . C S - C P - sh - hMPP7 - A お よ び

CS - CP - sh - hMPP7 - C は MPP7 - RNA に 対 す る

short-hairpin RNA (shRNA) を 発 現 す る レ ン チ

ウ イ ル ス 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ド で あ る . CS - CP 

sh- Control は こ れ ら の コ ン ト ロ ールであ る . shRNA 

配列 と し て 下 記 の オ リ ゴヌ ク レ オ チ ド を 用 い た ． 配

列 中 の小文字部分 は 標 的 配列 であ る ． 大文字部分

は左か ら ル ー プ配列 と 終始 シ グ ナ ル で あ る ．

MPP7 - A: ggataccagtggaggataaTTCAAGAGAttat 

cctccactggtatcc TTTTT 

MPP7 - C: gtgatggtgttgaatacatTTCAAGAGAatgta 

ttcaacaccatcac TTTTT 

Control :  gcaacaagatgaagagcacTTCAAGAGAgtgct 

cttcatcttgttgcTTTTT 

pCAG - HIVgp と pCMV - V SV - G - RSV - Rev は レ

ン チ ウ イ ル ス 作製 プ ラ ス ミ ド で あ る ．

M PP? ノ ッ ク ダ ウ ン 細胞の樹立

U20S 細 胞 を 用 いて， MPP7 の ノ ッ ク ダ ウ ン 細胞

を樹立 し た . MPP7-RNA を 標 的 と す る ， 2 種類の

shRNA (C S - CP - s h - h M P P 7 - A ,  C S - C P - s h 

hMPP7- C) あ る い は コ ン ト ロ ー ル (CS-CP-sh

Control) を 発 現 す る レ ン チ ウ イ ル ス 発 現 プラ ス ミ ドと

レ ン チ ウ イ ル ス 作 製 プ ラ ス ミ ド (pCAG - HIVgp,

pCMV-VSV- G -RSV-Rev) を 293T 細 胞 に

F u G E N E  6 ( R o c h e  M o l e c u l a r  S y s t e m s ,  

Pleasanton, CA) を 用 い て 遺 伝 子 導人 し た ． 培養

上精 中 の レ ン チ ウ イ ル ス を U20S 細 胞 に 感 染 さ

せ， ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 存在 下 で 培 養 し ， shRNA

発現細胞 を 選択 し た 選 択 さ れ た 細 胞 に お け る

MPP7 蛋 白 の 発現量 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ

び免疫沈降法で解析 し た ．

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法

細 胞 に ドデシル硫酸ナ ト リ ウ ム (sodium dodecyl 

sul fate; SDS) サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (2% S D S ,  

62 . 5mM Tr i s - HC I  (pH6 .8 ) , 5 0 m M  DTT, 1 0%  

グ リ セ ロ ール） を 加 え ， 溶 解 し， 細 胞 抽 出 液 を 調

製 し た ． 細 胞 抽 出 液 ( 1 0 - l5µg) を 95 ℃ で 5 分

間加熱 し， 遠心後， そ の上清中 の 蛋 白 質 を， 10%

ポ リ アク リ ルア ミ ドゲル電気泳動に よ り 分離 し た ． 分

離 し た タ ンパ ク 質 を 含むゲル を セ ミ ド ラ イ 法 に よ り

PVDF メ ン ブ レ ン に 転写 し た ． メ ン ブ レ ン を 1 次抗

体 と 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ， 続 い て 2 次抗体 と 室温

で 1 時 間 反 応 さ せ た ． 蛋 白 質 と 抗体 と の 結合 を 検

出 す る た め に ， ECL Western Blotting Detection 

System (Amersham Biosc iences) を 用 し ヽ た . 1 

次 抗 体 と し て， 抗 MPP7 抗 体 1 (Santa Cruz 

Biotechnology) , 抗 MPP7 抗体 2 (Dr. A lan  Ha l l  

よ り 分 与 ） 列 抗 DLGl 抗 体 (BD Transduction 

Laboratories) , 抗 a - tubulin 抗体 (Calbiochem) お

よ び 抗 /3 - actin 抗 体 (Santa Cruz Biotechnology) 

を用いた. 2 次抗体 と して， ホ ース ラ ディ ッ シュペルオ

キ シダー ゼ (Horseradish peroxidase) で標識 さ れた

mouse anti - goat lgG (Santa Cruz Biotechnology) , 

r a t  a n t i - m o u s e  l g  k a p p a  l i g h t  c h a i n  ( B D  

Biosciences) お よ び goat ant i - rabb it  lgG (B io

Rad) を用いた．

免疫沈降実験

100mm ディ ッ シ ュで 培養 し た セ ミ コ ン フルエ ン ト

の 細 胞 に ， 1ml の 氷 冷 し た Nonidet P-40  (NP-

40) 細胞溶解液 (1% NP- 40,  プ ロ テ アー ゼ阻害剤

(Halt  Protease Inh ibitor S ingle - Use Cockta i l ,  

Thermo Fisher SCIENTIFIC) を 加 え ， 細 胞 を

溶解 し た ． こ の 細 胞 溶 解 液 を， 15K-rpm, 4℃ で

20 分間遠心 し， 不溶性画分 を 除 き ， 上清の 一 部 を

「Input」 と して 回 収 し た ． 残 り の上 清 に ， 10µ1 の

Protein G ビ ー ズ (Protein G Sepharose 4 Fast 

Flow beads の 50% 懸濁液 ； GE healthcare) を 加

え ， 4℃ で 1 時間緩 や か に 混合 した ． 遠心 に よ り ビ
ーズ を 沈 殿 さ せ， 上 消 を 回 収 し た ． 回 収 し た 上清

(500µ1 に ， Protein G ビーズ (20µ1 ) と 抗 MPP7

抗体 あ る い は抗 goat- lgG 抗体を加 え ， 再び 4℃ で

1 時間緩やか に混合 し た . Protein  G ビーズ を 遠心

で沈殿 さ せ， 沈殿 し た ビーズを NP-40 細胞溶解液
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で 5 回 洗 浄 し た 後 ， SDS サ ン プル バ ッ フ ァ ー に 再

懸濁 し た . Prote in  G ビーズ に 結合 し た 蛋 白 質 を ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 解 析 し た

骨 肉腫細胞株の分化誘導活性

U20S 細胞 を ， 24 ウ エ ル プ レ ー ト に ， 1 ウ エ ル

当 た り 2 X l 炉 個 の 細 胞猥 度 で 播種 し ， 48 時 間 培

蓑 し た こ れ ら の 細 胞 を 骨 分 化 誘 導 剤 (50µg/ml

ア ス コ ル ビ ン 酸 リ ン 酸， l .8mM リ ン 酸 二 水 素 カ

リ ウ ム ， l OOnM デ キ サ メ サ ゾ ン ） の 存 在下 で 4 週

間 培 蓑 し た こ の 間 2 , 3 日 毎 に 新鮮 な 分 化 誘

導培地 に 交換 し た 分 化 誘 導後 ， 細 胞 を 4 % パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固定 し ， 1% ア リ ザ リ ン レ ッ ド

（ カ ル シ ウ ム 結 合 色 素 ） で 染 色 し ， 10% 塩化 セ チ

ル ピ リ ジ ニ ウ ム (cetylpyr id in ium) ( 1 ml ) で 溶 出

し た ． 培 養 液 の 570nM の 吸光 度 を ， 吸光 度 計 を

用 い て 計測 し た ．

結 果

Mpp7-KO マ ウ ス の樹立

マ ウ ス Mpp 7 遺 伝 子 の エ ク ソ ン 3 の 前 後 に

loxP 配列 を 組み 込 ん だ ， Mpp 7 遺 伝 子 の 条 件 付 き

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (Mpp7- f lox マ ウ ス ） を 樹立

し た （ 図 1 ) . 次 に ， 生 殖 細 胞 系 列 で 発 現 す る

Cre リ コ ン ビ ナ ー ゼ (TLCN - Cre) を 用 い て 9) ,

Mpp7 遺 伝 子 の エ ク ソ ン 3 を 全 身 で 欠 損 さ せ た

(Mpp 7- KO) マ ウ ス を 樹立 し た こ の マ ウ ス で は ，

ェ ク ソ ン 3 の 欠 損 に よ り フ レ ー ム シ フ ト が 起 こ

り ， MPP7 の N 末 1 2 ア ミ ノ 酸 に 無 関 係 な 2 ア ミ

A 
Body weights of male Mpp 7-KO m ice 

3 1  

29 

27 

2 5  

23 

2 1  

1 9  

1 7  

1 5  
Weeks: 5 6 7 8 9 1 0  1 1  1 2  1 3  1 4  1 5  1 6  1 7  1 8  1 9  20 

26 
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22 

20 

1 8  

1 6  

1 4  

1 2  

1 0  
Weeks. 4 

-- M PP7+/+ : 3 匹 -- M PP7+/- : 9匹 ー- M PP7-/- : 2 匹

Body weights of female Mpp 7-KO mice 

＊ p<0.05 

5 6 7 8 9 10 I I  12 13 14 1 5  16 1 7  1 8  1 9  

....._ M P P7+/+ : 7匹 ....._ M PP7+/- : 9匹 ....._ M P P7-/- : 7 匹

図 2 Mpp7-KO マ ウ ス の週齢毎の 体 重ii.II線
A. 雄 マ ウ ス の 体重 の推移， 野生型マ ウ ス (N=3) , Mpp7 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (N=9) , Mpp7- KO マ ウ ス (N=2) .
B. 雌 マ ウ ス の 体重 の推移， 野生型マ ウ ス (N=7) , Mpp 7 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (N=9) , Mpp7- KO マ ウ ス (N=7) .
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ノ 酸が 付加された 蛋 白が 翻訳され る． このマ ウ ス

を C57BL/6マ ウ スと 5 回 以 上戻し 交 配し， 遺伝

背景を C57BL/6に 純化し た
マ ウ スの 牌臓から 牌臓細胞を 調製し， MPP7 蛋

白の発現 を ウ エ ス タ ン ブロ ッ ト 法に よ り 調 べた
（図 1 c). 野生型マ ウ スの 牌臓細胞では MPP7 蛋
白の発現が 検出されたが， Mpp7- KOマ ウ ス では
検出されなかった . CTLL-2細胞は IL - 2 依存性

の T細胞株 である． 野 生 型マ ウ スの 牌 臓細胞の
MPP7 蛋 白 量は CTLL - 2と ほ ぼ 同 レ ベ ル であっ

た . MPP7 蛋 白は D LGl 蛋 白に 結 合し， DLGl
蛋 白の発現 量 を 増 加さ せ る 5 l _ D LGlは Mpp 7-
KO 牌臓細胞では， D LGlの発現低 下が 観察され

A �ざ <§
c:,

<§� 8〇含 �宮 ✓怠
100 

7S 

← M PP7 
.,. "' 50 "" 

： 贔 畜(66kDa) 
忍 必 、

J7 

DLG l 1 
ヽ""""" 一ふ ，....... � ' -

P-actin ← 

た . Dlgl 逍伝子の 欠 損マ ウ スは， 胎生 致死であ り，
骨 格の発達 異 常 を 発 症する． 本研究 では MPP7

と DLGlとの 関係に ついても解析し た
マ ウ スは 通常の 12時間の明 暗 サ イ クル 条 件 下

で 飼 育さ れ， 食 事は 自 由に 摂 取 可 能と し た ．
Mpp 7- KOマ ウ スは 期 待され る 頻度 で 正常に 出 生

し， MPP7はマ ウ スの発生には 関与しないことが

示され た しかしながら， その 後の 5 - 8 週 齢に
おいて， 雌の Mpp 7 ヘ テ ロ ノ ッ クア ウ トマ ウ スの

体重が 野生 型マ ウ ス よ りも有 意に 軽いことが 示さ

れた（図 2 ) . この 低 体 重は， 9 週 以 降において
も 観察されたが，この 差は 有意にはならなかっ た

この 体 重差は， Mpp 7-KOマ ウ スと 野生 型マ ウ ス

B 
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C 

令"-
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図3 MPP7 蛋 白 の 発現
A. 骨肉腫細胞株に お け る MPP7 蛍 白 の 発現

7 つ の 骨肉腫細胞株か ら 細胞抽 出液 を 調製 し ウ エ ス タ ノフ ロ ッ ト法 に よ り ， MPP7 蛋 白 の 発現 を 解析 し た．
B. MPP7 - KD 細胞 に お け る MPP7 蛋 白 の 発現

MPP7 - KD - U20S 細胞株か ら 細胞抽 出 液 を 調整 し ， ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ り ， MPP7 蛋 白 の 発現 を 解析 し た．
C. MPP7 - KD 細胞に お け る MPP7 蛋 白 の 発現

各種 U20 S 細 胞 株 か ら 細 胞 抽 出 液 を 調整 し ， 抗 M P P7 抗 体 に よ り 免疫沈降 し ， ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ り ，
MPP7 蛋 白 の 発現 を 解析 し た
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との 間 においても 観察されたが， 有意差は 検 出さ

れなかっ た 一 方 で， 雄の Mpp 7-KOマ ウ スは 野

生 型マ ウ ス よ りも 体 重が 重い ことが 示 唆された
が， この 体重差 には 有意差は 示されなかっ た 体

重 以 外 には， Mpp 7-KOマ ウ スと 野生 型マ ウ スと

の 間 に 違いは 観察されなかっ た

骨 肉腫細胞 に お け る M P P7 の発現 と 機能
7 つの ヒ ト骨 肉 腫 由 来の細胞株 における MPP7

蛋 白の発現 を ウ エ ス タン ブ ロ ッ ト 法 で 検 討した
（図 3 ) . MG63, Saos2および U20S細胞において，

MPP7 蛋 白と 推定され る， 約 66kDの バン ドが 検

出された．

次 に， MPP7 蛋 白の発現が 検 出された U20S
を 用いて， MPP7の ノ ッ ク ダ ウ ン (MPP 7 - KD)

細胞を 樹立した . U20S細胞 に ヒ ト MPP7-RNA

に 対する short-hairpin (shRNA) を 発 現する レ
ン チ ウ イ ル ス を 感 染し， 薬 剤選 択 で MPP7 -
shRNA発現細胞を選択した . MPP7-KD - C 細 胞
において， MPP7 蛋 白 発現量の 有意な 低 下が 観察

さ れ た（ 図 3 ) MPP7-KD - C細 胞 では， DLGl

蛋 白の 発 現 量の 低 下も 観察された . MPP7-KD 

A細胞 においても MPP7 蛋 白 量は 低 下していた

が， この発現低 下は MPP7-KD-C細胞よ りも 少

なかった . MPP7 蛋 白の 発現をさら に 確認するた

め に， 免 疫 沈 降 実 験 を 実 施した . MPP7-KD細
胞か ら細胞抽出 液を 調製し， MPP7 抗 体 (Santa 

Cruz 社） を 用いて MPP7 蛋 白 を 免疫沈降し た
免 疫 沈 降 産 物 に 含 まれ る MPP7 蛋 白 を， 同 じ
MPP7 抗体を 用いて ウ エ ス タン ブロ ッ ト法 に よ り

検 出した . MPP7 抗体特異的 に， MPP7 蛋 白が 2

つの コン トロ ー ル細胞 (control, 親株（ 一）） で 検
出さ れ た 一 方 で， MPP7-KD - C細 胞 では
MPP7 蛋 白は 検 出されなかっ た また， MPP7
蛋 白は MPP7-KD-A細胞においても 検出された

が， その 量は コン トロ ー ル細 胞 よ りも 低かった
（図 3 ) . 以 上 よ り， U20S細 胞が MPP7 蛋 白 を

発 現してい る ことが 確認され た また， MPP7-
KD-C細 胞 において， MPP7 蛋 白の 発 現が 顕 著
に 低 下してい る ことが 示され た

骨 芽細胞分 化誘祁 剤（ア ス コル ビン酸リン酸，
リン酸二 水素カリ ウ ム， デ キ サ メ サ ゾン）は 骨 芽
細胞を分 化さ せ， 石 灰化を 促進する 薬 剤 である．

野 生 型細胞と MPP7-KD細胞を 骨 芽細胞分 化誘
溝剤の 存在 下 で 4 週間培養し， 骨 芽細胞の分 化能
を 比 較 検 討した（図 4 ) . Mpp 7-KO細 胞は コン

トロ ー ル細胞と 同 程度の 骨分 化の 誘導活性（石灰

化能） を 示し た 以 上の 結果は， MPP7が， 用い

た 骨 芽細胞分 化誘甜剤 に よる， U20S細胞の分 化
に 関 与しない こと を 示唆し た
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図 4 M P P7 - K D 細胞の分化能の解析
A. 野生型お よ び M P P 7- K D 細 胞 を 骨 分化誘甜剤で処理 し， 4 週 間 後 に ア リ ザ リ ン レ ッ ド染 色 に よ り 石灰化能を定蘇 し た ．
B. 吸 光 計 に よ る 骨分化 誘甜能 （ ア リ ザ リ ン 染色） の定拭．
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考 察

骨粗縣症は， 骨折リス クを高めることから， 高

齢化が加速する先進国において緊急の医療課題で
ある． ヒ トゲノ ム ワ イ ド関連解析により， MPP7

が骨密度の制御に関与することが示された． しか

しながら， MPP7 がいかなる分子機構を介して骨

密度を制御するのかは不明である． 本研究におい

て筆者らは， Mpp 7-KO マウスおよ び Mpp7-flox

マウスを樹立し， その表現型の一部を明らかにし

た． 本研究は， Mpp 7-KO マウスが， MPP7 が関

与する骨粗縣症の発症機構を解析する上で， 有用
なモデル動物になりうることを示 した．

雌の MPP7 ヘ テロノックアウトマウスが野生型
マウスよりも体 菫が軽いことが示 された（図 2 ) .

また， この 低多 重は， Mpp7-KO マ ウスより も
Mpp7 ヘ テロノ ック アウ トマウスでより顕著に観
察された． 一方で， 雌の マウスとは異なり， 雄の
Mpp7-KO マウスでは， 野生型マウスよりも体重
が直いことが示唆された． この違いには， 有意差
は認め られなかった． これらの結果は， MPP7 が

体重に関して 2 つの相反する作用を持ち ， これら

が性（雄と雌）によ って異なる活性を示 すことを
示唆している． 体順と骨密度にも性差が存在する．

性ホルモンであるエス トロゲンとテス トステロン

は体重と骨密度の制御に関することが知られてい
る 11) - 14) . 従 って， MPP7 が骨密度と体軍の両方
を 類 似の メ カ ニ ズ ムで制御している可能性があ

る． 今後， MPP7 がいかにして体重を制御するの
かを解明することが重要である． また， これらの

解析が MPP7 による骨量の制御機構の解明へと

繋がる可能性がある．
複数の骨 肉腫細胞株 が MPP7 蛋 白 を発現して

いることが示唆された（図 3 ) . また， U20S 細
胞において， MPP7 蛋 白の発現が免疫沈降実験で
確認された. U20S 細胞において， MPP7 をノ ッ

クダウンすると， DLGl 蛋 白 の発現が低下した．
Stucke らは， MPP7 が DLGl 蛋 白 の発現を上皮
系細胞株において制御すること， MPP7 と DLGl
がともに上皮系細胞株のタイ トジャンク シ ョンの
形成に関与することを明らかにした 5). 従 って，

体直あるいは骨密度に対する MPP7 の機能の 一

部は DLGl を介する可能性 が ある. MPP7 は骨

肉腫細胞株 U20S の分化誘導活性には影響を与
えなかった. U20S は骨芽細胞に分類される細胞
株であるので， 今後， 破骨細胞などでの解析が重
要である．

HTLV-1 は成人 T 細胞 白血病および HTLV-1

関連脊髄症の原因ウイルスである. HTLV-1 は

関 節 症 (HTLV -1-associated arthropathy) の 発

症にも関与することが示唆されている． これらの

病気の発症には， HTLV-1 の Tax 蛋 白 が深く関

与する． 筆者の 研究 グル ー プは， MPP7 およ び

DLGl を Tax の 結 合 因 子 と し て 同 定 し た 15) ,

HTLV-1 の病原性における MPP7 の役割は不明

であり， Mpp7-flox マウスおよび Mpp 7-KO マウ

スは HTLV-1 の病原性を解析する有用な ツ ール
になる可能性を持つ．

結 論

本研究において筆者らは， Mpp 7 のノ ック アウ

トマウスを樹立し， MPP7 が マウスの体重制御に

関与することを示 した． このMpp7-KO マウスは，

MPP7 による骨粗縣症および体順制御の分子機構

を解析するうえで有用なツ ールになることが期待

される．
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