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          D T の構造  

C o l l i e r  R J .  e t  a l . ,  2 0 0 1

1-1.序論  

 

ある組織や細胞の生体内での役割を明らかにするアプローチとして、それら

の細胞群を除去してその機能を解析する方法がある。これまで物理的手法とし

ては組織の外科的除去やレーザーを用いた細胞破壊などが、また発生工学的

な手法としては毒素遺伝子を組織特異的なプロモーターの下流に連結し、そ

の細胞のみを破壊する方法が利用されてきた  （Palmiter  AM Jr .  et  al . ,  1987,  

Brei tman ML.  et  al . ,  1987,  Borrel l i  E.  et  al . ,  1988,  Heyman RA.  et  a l . ,  1989,  

Lowell  BB.  et  al . ,  1993,  Ross  SR.  et  al . ,  1993,  Palmiter  AM Jr .  et  al . ,  

2001）  。しかし、これらの方法にはそれぞれ問題点がある。実際に外科的手法

で散在する細胞を全て除去することは不可能であるし、毒素遺伝子が胎児期

に発現し胎児が死亡した場合にはその後の機能解析は困難であるため、標的

細胞を任意の時期に容易に除去することはできない。そこで我々の研究室では

これまでに、マウスを用いたジフテリア毒素受容体を介した細胞ノックアウト法

（Toxin Receptor-mediated Cel l  Knockout :TRECK）を開発し、実際に肝炎モ

デルマウスの作製に成功した（Sai to  M. et  al . ,  2001）  。  

TRECK法で使用するジフテリア毒素 （DT）は、DTの
遺伝子をコードしているファージに感染し溶原化

している病原性ジフテリア菌（ Corynebacterium 
diphtheriae）が分泌する菌体外毒素で 535アミノ酸

から成る一本鎖のポリペプチド（分子量約 58,000）として

産生されA, B ２つのフラグメントを持つ。DTはBフラグメ

ントのRドメインで標的細胞表面に存在するDT受容体

で あ る ヒ ト の ヘ パ リ ン 結 合 性 EGF 様 増 殖 因 子

（hHB-EGF）と結合しエンドサイトーシスによりTドメインを

介して細胞内に進入することが知られて

いる。エンドソーム内は酸性条件下であ

るため、DTの立体構造変化が起こり活

性中心であるAフラグメント（Cドメイン）のみがサイトゾルに放出

され毒素活性を示す（Draper  RK. et  a l . ,  1980,  Sandvig K.  

et  al . ,  1980）  参考１）  。  

 一方、DTのターゲットであるEF-2（elongat ion factor  2）

は真核生物で高度に保存されているペプチド鎖伸長因子

である（Fig.1 ）。EF-2はG-protein  スーパーファミリーのひとつで、脱アシル化

tRNAを輸送するポストペプチジルトランスフェラーゼの活性を触媒し、ペプチジ

ジフタマイド  

I v a n k o v i c  M .  e t  a l . ,  2 0 0 6  
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ル tRNAをリボソームのEサイトからPサイトへと移す。EF-2は、715番目のヒスチジ

ン（His）が（酵母では699番目に相当）、特徴的な翻訳後修飾を受けジフタマイ

ドを形成する（Van Ness  BG. et  al . ,  1978,  Kohno K.  et  al . ,  1986）。DTはNAD
＋のADPリボースをジフタマイドのイミダゾール環の1位のNに転移し（ADPリボシ

ル化 ）、EF-2を不活性化させることで細胞のタンパク質合成を阻害する（Honjo 

T.  et  al . ,1968,  Pappenheimer  RD.  1977,  Kohno K.  et  al . ,  1986,  Mekada E.  et  

al . ,  1988,  Moskaug JO.  et  al . ,  1991）。  

ヒトのHB-EGFはDT受容体として機能するが、マウスのHB-EGFは、その相同

性の違いからDT受容体としては機能しない（Mitamura T.  et  al . ,  1995）。この

差異を利用してTRECK法では、まず組織特異的プロモーターの下流にDT受

容体であるhHB-EGFを連結し、トランスジェニック（Tg）マウスを作製する。得ら

れるTgマウスは組織特異的にDT受容体を発現しているため、DTを投与した場

合にのみ特定の組織を破壊することが可能になる（参考 2）。これまでに我々の

研究室で得られた肝炎モデルマウスでは、DT投与依存的に発症の時期や症

状の程度をコントロールすることが可能であった（Sai to  M.  et  al . ,  2001）。このよ

うに、TRECK法は任意の時期に特定の細胞のみを除去することが可能なため、

まだ機能が明らかにされていない細胞の解析や、発生過程におけるその細胞

系譜の役割について明らかにすることが可能である。  

しかし、TRECK法にはまだいくつかの課題が残されている。DTの受容体であ

るhHB-EGFは増殖因子であり、膜結合型として合成されプロテアーゼによる切

断を受けて分泌型になる。肝炎モデルマウスの場合には特に影響は見られなか

ったが、hHB-EGFが心肥大に関与するという報告があり（Asakura M. et  a l . ,  

2002）、増殖因子活性が問題になる可能性が考えられる。またhHB-EGFは膜

結合型の場合にのみ受容体として機能するため、プロテアーゼにより切断され

てしまうとDTの受容体としては機能しない。そこでこれらの問題を改善するため

に、増殖因子活性を失いプロテアーゼによる切断を受けない受容体の改良を

行っている（当研究室古川智久修士論文、  Furukawa N.  et  al . ,  2006）。さら

に、標的にする細胞や疾患の種類によってはDTの長期的な投与が必要になっ

てくる場合が考えられる。例えば、再生可能な組織やDTの届きにくい骨や脳を

標的とした場合には高濃度のDTを複数回投与する場合が想定される（Buch T.  

et  al . ,  2005）。しかし、DTはマウスにとって異種タンパクであるためDTの連続投

与を行うとマウス体内に抗体が産生し、投与したDTが中和されてしまい長期的

な組織破壊ができなくなる恐れがあるため（木村泰子修士論文）、DTに対する

抗体を産生しないマウスを用いる必要がある。一般的に、異種タンパクを発現し

ているTgマウスは、そのタンパクに対して免疫寛容を獲得していることが知られ
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ている（Miller  JF.  et  al . ,  1989,  Adams TE.  1990,  Lai  JC.  et  al . ,  1998）。そこで、

活性消失型DTを発現するTgマウスの作製を試みた。DTは細胞内に1分子で

も存在すると、細胞を死に至らしめるため（Yamaizumi M.  et  al . ,  1978）、完全

に毒性を消失した変異型DTをトランスジーンとして採用する必要がある。このマ

ウスは、発生初期より変異型DTを発現するためDTを自己タンパクとして認識し

DTに対する免疫寛容を獲得することが期待される。用いた変異体はCRM：

Cross react ing mater ia l  197と呼ばれるG52E変異体とK51E/E148K変異体で

ある。CRM197はDT遺伝子を持つジフテリアバクテリオファージにランダム変異

を導入して得られた変異体の1つでDT活性は検出されないがDT抗体と反応す

ることが知られている（Col l ier RJ. 1982、Uchida T. et a l . ,  1973）。

K51E/E148Kは酵母を用いた活性消失型DTのスクリーニングにより報告されて

いる変異体である（Fu H. et a l . ,  1997）。これらの変異体をトランスジーンの候補

として検討し、DT免疫寛容マウスの作製を試みたので報告する。  
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F ig.1 真核生物における EF-2 相同性  

 

真核生物における EF-2 の相同性の一部を示す。ジフタマイド形成に関わる

His を赤色で、また本研究において使用する KEE1 及び酵母 SE2-GR が変異

を持つ Gly を青色で示した。また＊は示した全ての高等生物 EF-2 において保

存されているアミノ酸を示す。 
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参考 1）DTの作用機序 
 

DTは標的細胞膜上の DT受容体（DTR）に Bフラグメントを介して結合し細胞内に取り込まれる。毒素活性を持つ Aフラグメント
がサイトゾル内に放出されペプチド鎖伸長因子である EF-2を ADPリボシル化し不活性化することで細胞を死に至らしめる。 
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参考 2） TRECK法の概要 
 

野生型のマウスは DTR を持たないので DT投与による影響は見られない。一方、組織特異的に DTR を発現する TRECK マウスは DT の投
与量や時期依存的に特定の細胞にのみ障害を与えることが可能になる。
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1-2.材料と方法  

 

本研究においてプラスミド作製には大腸菌のDH5αを用いた。また各制限酵素

はTaKaRa 社のものを使用した。オリゴDNA合成は北海道システムサイエンス

社による。マウスは全て日本クレア株式会社（CLEA Japan,  Inc .）から購入し、

DTはジフテリア菌 （PW8株）の培養上清より精製したものを用いた（ Ishi i -Kanei  

C.  et  al . ,  1979、当研究室岩脇隆夫修士論文）  。  

 

1-2-1  BALB/cA Jcl 及び C57BL/6J Jcl マウスの DT 連続投与  

BALB/cA Jcl  及び C57BL/6J  Jc l の 5 週齢雌マウスに体重 kg あたり

0.5µg/kg、5µg/kg、50µg/kg になるように DT を滅菌した PBS（ -）で希釈し、それ

ぞれ 5 匹ずつ腹腔内投与 を行 った。当 研究室でのこれまでの解析により

50µg/kg の DT を投与した場合、血中の DT は約 3 日で代謝されると考えられ

る（当研究室岩脇隆夫修士論文）。そのため、投与は 3 日毎に行いコントロー

ルとしては PBS（ -）を使用した。マウス尾静脈からの採血は 5 日毎に行い投与

開始から 30 日後（計 10 回投与）、回収した血清で ELISA を行った。また、連

続投与後に新たに 50µg/kg の DT を単回投与し、6 時間後の血中残存毒素を
3 5S の取り込みにより測定した。  

 

1-2-2  ELISA による抗体産生解析  

マウスから採血した血液を遠心（1,000rpm、4℃、10 分）し血清を回収した。

まず、平底 96well  assay Plate（＃353912：FALCON）に抗原として PBS（ -）で

希釈した 4µg/ml の DT を 50µ l /wel l  加え、室温１～2 時間、もしくは 4℃で一

晩静置して抗原を coat した。PBS（ -）で 3 回洗浄後 100µ ｌ  の１％BSA/PBS（ -）

を用いて室温で 1 時間  b locking した。次に、1 次抗体としてマウス血清を１％

BSA/PBS（ -）で、Balb/cA の場合は 1,000 倍希釈、C57BL/6J の場合には 100

倍希釈し 50µ l /wel l ずつ添加し室温で１時間静置した。さらに、PBS（ -）で 3 回

洗浄後、2 次抗体として HRP-conjugated goat  ant i -mouse  IgG（DAKO）を１％

BSA/PBS（ -）で 2,000 倍希釈し、100µ l ずつ添加し室温で 1 時間静置後 PBS

（ -）を用いて洗浄した。その後、発色液（10mg O-Phenylene diamine、1ml 1M 

ci t ra te  buffer  （pH4.5）、4µ ｌ  H2 O2  /10ml  ddH 2 O）を 100µ l ずつ添加し室温で

30 分間発色させ、吸光度（450ｎm）A4 5 0 を測定した。  

 

1-2-3  血中 DT 活性の検出  

24 wel l  p las t ic  dish（＃3526：CORNING）に5.0×104  cel ls /wel lになるようDT
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感受性であるVero細胞を培養し、その培養液中 （500µ l）に希釈した血清をそ

れぞれ5µ lずつ加え6時間培養した。その後 200µ lのメチオニン、システイン不含

培地（Gibco BRL）に交換し 3 5S ラベル化メチオニン、システイン溶液（5µCi/ml、  

#NEG-772：NEN）を加え1時間培養した。さらにPBS（ -）で2回洗浄し、細胞を

0.1N NaOHで溶解し10%トリクロロ酢酸を加えた。生成した沈殿物を10 穴吸

引 式 glass  f i l ter フ ォ ル ダ ー を 用 い て 25mm glass  f i l ter （ #1822-025 ：  

Whatman ） に吸 着 させ、その放 射 活 性 を液 体 シンチレーションカウンター

（BECKMAN）で測定した。  

 

1-2-4  プラスミド作製  

pDT201 （Leong D. et a l . ,  1983）をDTA-WTとしてテンプレートに使用し、

PCRを用いてCRM197変異プラスミドを作製した。DTA-CRM197フラグメントは

pCAGGS （Niwa H.  et  al . ,  1991）  にEco RⅠで導入した。使用したオリゴヌク

レオチドプライマーは以下の通りである。（下線はRco  RⅠを、点線はミスマッチ

変異導入部分を示す。）  

 

DTA（+ ）：  CCC CTC GAG GAA TTC ACC ATG 

GGC GCT GAT GAT GTT GTT GAT 

TCT TCT AAA TAT TTT GTG ATG G  

G52E-R： TCG GTA CTA TAA AAC TCT TTC CAA 

TC 

 

pDT201、pBS-K51E/E148K-DTA（Fu H.  et  al . ,  1997）それぞれをテンプレー

トに以下に示すプライマーを用いて DTA 部分を増幅し、Eco RⅠで切り出し

pCAGGS に挿入した（Fig.4）。完全長変異型 DT は pBS-DTA -K51E/E148K

に pβ176（Gen Bank Accession No.M19546）  から Hin dⅢと Bal  Ⅰで切り出し

た  B フラグメントを導入し、そこから完全長 DT を Eco RⅠで切り出し pCAGGS

に 導 入 す る こ と で 作 製 し た 。 PCR に は Pyrobest® DNA  polymerase  

（TaKaRa）  を使用した。  

 

 

5-X-E-DTA :  CCG CTC GAG GAA TTC ACC ATG  

GGC GCT GAT GTT  GTT GAT 

TCT TCT AAA TCT TTT GTG 

ATG G 

98℃ ,5分  

98℃ ,30秒  

58℃ ,30秒   35サイクル  

72℃ ,30秒   

72℃ ,7 分  

4℃, ∞ 

98℃ ,5分  

98℃ ,30秒  

58℃ ,30秒   35サイクル  

72℃ ,30秒   

72℃ ,7 分  

4℃, ∞ 
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DTA （ -） :  CCC AAG CTT CGA ATT CGG  ATC CTC ATC GCC TG 

 

※下線はEco RⅠ、二重下線はXho Ⅰ、波線はHin dⅢサイトを示す。  

 

1-2-5  酵母菌株及び発現プラスミド  

本研究で用いた酵母菌株については表 1 に示した。  

酵母発現用プラスミドは、GAL1 プロモーターを持つ CEN 型、URA3 マーカーの

pMGU10 ベクター（ Iha H.  et  a l . ,  1998）  を使用し、それぞれ上記の pCAGGS

ベースのプラスミド  （Fig.4）  より Eco RⅠで切り出した DTA フラグメントを導入し

た  （pMGU10-DTA-WT、CRM197、K51E/E148K）  （Fig.5）  。酵母菌株は合

成最小グルコース培地（SD）およびグルコースの代わりに 2％のガラクトースを含

む合成最小ガラクトース培地（SG）で培養した。必要に応じて 2％アガーを添加

した。酵母の遺伝学的操作については Kaiser  C.  et  al . ,  1994 を参考に行っ

た。  

 

1-2-6  酵母へのプラスミドの導入  

酵母へのプラスミド導入には酢酸リチウム法を用いた。まず YPD 培地 1ml、

30℃で一晩培養した酵母培養液を 30ml  の YPD に植菌し、さらに 4 時間培

養した。これを 3,000rpm 、 5 分遠心して集菌し、まず 10ml の TE buffer  

（10mM Tris-Cl  （pH8.0）、1mM EDTA）、次に約 5ml の TE-LiAc buffer  

（10mM Tris-Cl（pH8.0）、1mM EDTA、100mM 酢酸リチウム）でそれぞれ 1 回

ずつ洗浄した。それを TE-LiAc buffer  400µ l  に懸濁し、30℃で１時間緩やか

に撹拌した。この菌体懸濁液から 100µ l  を分取し、10mg/ml  牛胸腺 DNA（キ

ャリア DNA）5µ l、プラスミド溶液約 1µg 分  を加え、30℃で 30 分間静置した。

これに 40％PEG4000 を含む TE-LiAc buffer  700µ l  を加え、再度 30℃で 45 

分間静置後寒天培地にまき 30℃で培養した。スポットは OD6 0 0 =0.2 を原液とし

て ddH2 O で 10 倍ずつ段階希釈し 2µ l ずつ寒天培地にスポットした。  
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表 1．本研究で使用した酵母菌株 
 
FY24は EF-2野生株、SE2-GR及びMKK-Mは EF-2変異株、LMY10及び LMY11株は EF-2修飾酵素機能欠損株として使用した。 
酵母には EFT１、EFT2の 2つが存在し同じタンパク質をコードするため、両方欠損してはじめて表現形が認められる。
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1-2-7  細胞培養  

全ての細胞は 37℃、5％CO2 で培養した。NIH3T3 細胞及び Ltk-  細胞

（Kohno K.  et  al . ,  1987）、COS7 細胞、HeLa 細胞、CHOK-1 細胞、KEE1 細

胞（Kohno K.  et  al . ,  1985,  Kohno K.  et  al . ,  1987）、Vero 細胞（大阪大学微

生物病研究所 、目加田英輔博士 より供与 ）については 10% FCS を含む

αMEM 培地（#M4526：SIGMA）で培養し、PLAT-E 細胞（Mori ta  S.  et  al . ,  

2000 ） は 10% FCS 、  1µg/ml ピ ュー ロマ イシン （ ＃ 161-19391 ：Wako ） 、  

10µg/ml ブ ラ ス ト シチジ ン （ ＃ R21001 ： Invi torogen ） 、 １ ％ペニシ リ ン （ ＃

023-07731 ：Wako ）と１％ストレプトマイシン（＃ 196-08511 ：Wako ）を添加 した

DMEM 培地（#D6546：SIGMA）で培養した。トリプシン処理には 0.01％トリプシ

ン /0 .05％EDTA を用いた。  

 

1-2-8  トランスフェクション  

Ltk-  細胞、COS7細胞、CHOK-1細胞、KEE1細胞へのトランスフェクション

はリポフェクションにより行った。24 wel l  d ish（＃3513：CORNING）で培養した

細胞にEffecten （QIAGEN ）を用いてルシフェラーゼレポーター（ pCAG-GL3、  

当研究室岩脇隆夫博士作製 ） ：エフェクター（ pCAG-DTA-WT、CRM197、

K51E/E148K）が1：4になる様にマニュアルに従いトランスフェクションを行った。

24時間後、細胞からタンパク質を回収しサンプルとして使用した。毒素のタンパ

ク質合成阻害活性はルシフェラーゼ活性を指標とすることで定量し、活性測定

にはLuciferase  TM Reporter  Assay System （Promega）を用いた。  

 

1-2-9 レトロウイルスベクターによる遺伝子導入  

パッケージング細胞 PLAT-E、レトロウィルス発現ベクターpMXc-IRES-GFPプ

ラスミド（以下 pMXc ベクター）は東京大学医科学研究所の北村俊雄博士に

供与して頂いた。導入プラスミドとして、pCAG-DTAよりDTA部分をEco RⅠによ

り 切 り 出 し pMXc ベ ク タ ー に 挿 入 し pMXc-IG-DTA （ WT 、 CRM197 、

K51E/E148K）を作製した（Fig.7）。  

 

パッケージング細胞 PLAT-E へのトランスフェクション  

PLAT-E細胞  を6cm plast ic  dish （＃25060-61：CORNING）に10µg/ml

ペニシリン、10µg/mlストレプトマイシンを含む培地 4mlで2.0×106 cel lsになるよ

う前培養した。トランスフェクションはFuGENE6 （ROCHE）を用いたリポフェク

ション法により行った。血清を含まない培地 100µ lに6µ lのFuGENE6を加え、

軽 く懸濁し5分間室温で静置した後、3µgのプラスミドを加え軽く懸濁した。
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15分間室温で静置しPLAT-E細胞に滴下した。24時間培養後培地を交換

し、さらに24時間培養してその上清をウィルス溶液とした。  

 

標的細胞への感染（遺伝子導入）  

感染 18時間前に10cm dish（＃430167：CORNING）に2×105cel lsで前培

養したNIH3T3細胞にウィルス溶液 4mlを加え、さらに8µg/mlの濃度になるよ

うポリブレン（＃H-9268：SIGMA）を加えることでインフェクションによる遺伝子

導入を行った。ポリブレンはポリカチオンであり、細胞膜とウィルス外皮の陰電

荷を相殺することによって膜への吸着を促進する。また、PLAT-E細胞で産

生されるレトロウィルスは齧歯類由来の細胞のみを標的細胞とするためヒトへ

の感染は起こらない。用いたウィルス溶液や細胞はオートクレーブ処理を行な

ってから廃棄した。  

 

1-2-10  FACS解析  

Dish からトリプシン処理により回収した細胞を 0.05%BSA /  PBS（ -）に懸濁し、

20,000 個の細胞を FACSCal ibur  （BD）を用いて測定した。  

 

1-2-11  培養細胞及びマウス組織からのタンパク質回収  

 トリプシン処理で細胞を回収した後、10mM Tris-HCl  （pH7.4）、  1% NP-40、  

1mM EDTA、  2µg/mlアプロチニン（＃03346-84：nacala i  tesque）、2µg/mlロイ

ペプチン（＃L-2884：SIGMA）、1µg/mlペプスタチン（＃4397：ペプチド研究所）、

100µg/ml  PMSF（＃273-27：nacala i  tesque）を含むPBS（ -）に懸濁し氷上で20

分間静置した。その後、遠心（15,000rpm、4℃、2分）し上清を回収した。マウス

組織からタンパク質を回収する場合は上記 buffer内でホモジナイズ後遠心し、

上清をサンプルとして回収した。  

 

1-2-12  Western 解析  

細 胞 及 び組 織 から回 収 したタンパク質 は BCA法 により濃 度 を測 定 した

（PIERCE ）。サンプルは 50mM Tris-HCl （ pH 6.8 ）、 1% SDS、 0.01% BPB、  

10% Glycerol、0.1M DTTとなるように調整した。5分間 100℃で処理し10%アク

リ ル ア ミ ド ゲルで電 気 泳 動 後 、 ニ ト ロ セル ロー ス メ ンブ ラ ン （ #10401196 ：   

Schleicher  & Schuel l ）に blot t ingし、 10%スキムミルク（＃ 31149-75 ： nacalai  

tesque） /PBS（ -）で  b locking を行った。1次抗体として当研究室所有の抗毒

素ウマ抗体を100倍希釈し室温で1時間処理後、10％Tween20/PBSで3回洗

浄した。2次抗体としてHRP-conjugated rabbi t  ant i -horse  IgG （L+H）：（ ICN）  
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を1,000倍希釈し室温で1時間処理した。コントロールとして用いたGAPDHの場

合は、1次抗体としてant i -mouse GAPDH（＃ab9484：abcam）を1,000倍希釈し

て使用し2次抗体にはHRP-conjugated ant i -mouse IgG（＃55570：CAPPEL）

を1,000倍希釈して使用した。その後、ECL Western blot t ing detect ion system

（Amersham Bioscience）で発色させルミノイメージアナライザー（FUJIFILM）を

用いて検出した。  

 

1-2-13  酵母からのタンパク質回収  

  5ml の培養液から菌体を回収し、200µ l の Lysis  buffer（10ｍM Tris-Cl  

（ pH7.5 ） 、 1mM EDTA、 1mM EGTA 、 5mM β -メルカプトエタノール、 2mM 

PMSF （＃ 273-27 ： nacalai  tesque ） 、 0.2mg/ml アプロチニン （＃ 03346-84 ：  

nacalai  tesque ） 、 0.2mg/ml  ペプ ス タ チ ン （ ＃ 4397 ： ペ プ チ ド 研 究 所 ） 、

0.2mg/ml ロイペプチン（＃L-2884：SIGMA））に懸濁し、ガラスビーズを用いて

菌体を破砕した。15,000rpm、4℃、15 分で遠心後、回収した Lysate  50µg を

Western 解析に使用した。ADP リボシル化アッセイに用いる場合には、100ml ま

でスケールアップし同様に回収した。最後に Lysate を透析 buffer （ 10ｍM 

Tris-Cl、50mM KCl、2.5ｍM EDTA、1.5mM DTT、10％Glycerol）を用いて

4℃で透析を行った（1,000 倍量の buffer で 6 時間、3 回）。  

 

1-2-14  リコンビナント DTA の作製  

GST 融合 DTA タンパクを作製するため、pCAG-DTA（Fig.4）をテンプレートと

して以下のプライマーを用い Pyrobest® DNA  polymerase  （TaKaRa）  を使用

し PCR で増幅し Bam HⅠ /Eco RⅠにより pGEX-2T（GE Heal thcare）に DTA

（WT、CRM197、K51E/E148K）を導入したプラスミドを作製した（Fig.12）。  

 

 

5-B-DTA :  CGC GGA TCC GGC GCT GAT    

GAT GTT GTT GAT T 

DTA （ -） :  CCC AAG CTT CGA ATT CGG ATC  

CTC ATC GCC TG 

 

※下線はEco RⅠ、波線はHin dⅢ、太下線はBam HⅠサイトを示す。  

 

目的タンパク質の発現確認  

そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 BL21 codon plus  （ DE3 ） -RIL 株

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒   35サイクル 

72℃,30秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞ 
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（Starategene）にトランスフォーメーションし得られたクローンについて IPTG でそ

の発現を誘導動し目的のタンパク質を確認した。  

得られたクローン2種類を１mlのLB培地で前培養し（37℃、一晩）、翌日新

鮮な培地で10倍希釈し30℃で2時間培養し発現誘導前のサンプルとして

100µ lの菌体を回収し20µ lの2×sample buffer（0.1M Tris-Cl（pH6.8）、4% 

SDS、0.02% BPB、20% Glycerol、0.1M DTT）で懸濁した。その後、1mM 

IPTGを添加して、さらに30℃で2時間培養することで目的のGST融合タンパク

質を誘導した。なおGST-DTA-CRM197のみ0.1ｍM IPTG 20℃で発現誘導を

行った。発現誘導後のサンプルとして100µ lの菌体を回収し20µ lの2×sample 

bufferで懸濁した。さらに残りのサンプルは3,000rpm、15分遠心し菌体を回収

し100µ lのLysis  buffer（0.35mg/ml Lysozyme、1％  Tr i tonX-100、5mM 

MgCl 2、DNaseⅠ（TaKaRa）70U/1ml、2mM PMSF（＃273-27：nacalai  tesque）、

0.2mg/ml  アプロチニン（＃03346-84：nacalai  tesque）、0.2mg/ml ペプスタチ

ン（＃4397：ペプチド研究所）、0.2mg/mlロイペプチン（＃L-2884：SIGMA））で

懸濁し、氷上で30分静置した。その後、超音波破砕を30秒 ×2回行い、

15,000rpm、4℃、15分遠心し、上清を可溶画分として回収した。また、沈殿は

200µ lの2×sample  bufferで懸濁し、不溶画分とした。それぞれについて、10µ l

をSDS-PAGE後 CBB染色及びWestern解析により目的タンパク質の発現を確

認した。  

  

GST 融合 DTA の精製  

発現確認できたクローンについて培地を 200ml にスケールアップし、同様

に菌体を回収した。  

50ml チューブ 1 本分の菌体に対し、15ml の Lysis  buffer で懸濁した後、

氷 上 で 30 分間静置 した。その後 、超 音波破砕 を 30 秒 、 3 回行い、

8,200rpm、4℃、10 分遠心し、上清をさらに 30,000rpm、4℃、1 時間で遠心

した 。上 清 を回 収 し 、平 衡 化 した 1ml  bed gluta thione-Sepharose 4B

（Amersham Bioscience）を加え、4℃で一晩ゆっくり攪拌した。翌日、それら

をカラムに詰めて 5 ml の ice  cold  PBS（ -）で 3 回洗浄後、8 ml の elut ion 

buffer（50mM Tris-HCl、20mM reduced glutathione（pH 8.0））で溶出した。

溶出フラクションのうち、ピークフラクションを 20％Glycerol /PBS（ -）で透析し

液体窒素で凍結後－80℃で保存した。  

 

1-2-15 ADP リボシル化活性測定  

15mM N-octylglycoside 、 7mM DTT 、 5.6mM Thymidine 、 92.5µΒq 
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3 2P-NAD（＃NEG023X：PerkinElmer）にラビットレティキュロサイト由来 EF-2（大

阪大学微生物病研究所，目加田英輔博士より供与）  10µg、MKK-M Lysate  

200µg或いは、リコンビナントDTA 50µg を添加し37℃、10分インキュベートした。

Lysateを用いた場合には、その後 TCA沈殿を行い生成した沈殿物を10 穴吸

引 式 glass  f i l ter フ ォ ル ダ ー を 用 い て 25mm glass  f i l ter （ #1822-025 ：  

Whatman）に吸着させ、EF-2に取り込まれた 3 2P-NADの放射活性を液体シンチ

レーションカウンター（BECKMAN）で測定した。また、リコンビナントDTAを用い

た場合にはColdのNAD（＃N-0632：SIGMA）を過剰量加えることで反応を停

止させ10％SDS-PAGEゲルで全量泳動し、ゲルドライヤーで乾燥させた。シグナ

ルの検出はBAS 2500 system （FUJIFILM）を用いて行った。コントロールとして

は、ジフテリア菌培養上清から精製したDTを2µg使用した。  

 

1-2-16  Tg マウスの作製  

 

トランスジーンの作製  

pCAGGS に完全長の変異型毒素（K51E/E148K）を Eco RⅠで導入した

pCAG-DTA+B-K51E/E148K（Fig.14）から Sal  Ⅰ /Pst  Ⅰで切り出し、0.8％ア

ガロースゲルから QIA quick Gel  Extract ion ki t  （QIAGEN）を用いて精製し

た。  

 

  受精卵の採取  

採卵予定日より 3 日前に雌マウス C57BL/6J  5 週齢に牝馬血清性性腺

刺激ホルモン（Pregnant  mare  serum gonadotrophin,  PMSG：帝国臓器）を

5IU/匹腹腔内投与した。採卵予定日の 20 時間前にヒト絨毛性生殖刺激ホ

ルモン（human chorionic  gonadotrophin,  hCG：三井ゾーキ）を 5IU/匹腹腔

内投与し、雄マウス C57BL/6J と同ケージにて飼育交配させた。翌朝雌マウ

スの卵管を切除し実体顕微鏡下にて受精卵を膨大部より採取して 1mg/ml

のヒアルロニダーゼ（SIGMA）培養液中で卵丘細胞を除去した後、受精卵を

M2 培地中（SIGMA）で洗浄した。さらにパラフィンオイルで覆われた M16 培

養液（SIGMA）液滴中でインジェクションまで 37℃、5％CO2 で培養した。  

 

  マイクロインジェクションと移植  

   1ng/µ l に 10mM Tris /  0 .1mM EDTA（pH7.4）で希釈した DNA を受精卵の

雄性前核中にインジェクションした。この卵を一晩 37℃ ,5％CO2 中で培養後、

2cel l を偽妊娠マウス Jcl : ICR の卵管に移植した。  
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1-2-17  マウス尾からのゲノム回収  

3～4 週齢になるマウスを親から離乳後、尾を約 1cm 切除した。1ml の Lysis  

buffer  （50mM Tris-HCl（pH 8.0）、0.1mM NaCl、20mM EDTA、１％  SDS）に

Proteinase K を 100µg/ml  になるように添加し 55℃で混和し 4 時間から 1 日か

けて完全に溶解した。その後フェノール･クロロホルム抽出を 2 回繰り返し、エタ

ノール沈殿後 70％エタノールで洗浄し適当量の TE に一晩かけて溶解した。  

 

1-2-18  Genomic  PCR 

 マウス尾 から回 収 したゲノムをテンプレートに、 ｒ Taq® DNA  polymerase

（TaKaRa）を用いて PCR を行った。用いたプライマーは以下に示す。  

 

 

DT-F1:  ACT AAA AGT GGA TAA TGC CG 

DT-R3:  TTT TTG ATA GGG CCA TGC TC 

 

 

1-2-19  Southern 解析  

マウスゲノム5µgをEco RⅠで完全消化し、0.8％アガロースゲルで電気泳動し

た。EtBrで染色しサテライトバンドによりゲノムの完全消化を確認した後、0.25M 

HClで加水分解処理し続いて1.5M NaOH、0.5M NaClで中和した。その後、

0.4M NaOH で ポ ジ テ ィ ブ チ ャ ー ジ の ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン （ Hybond N+ ：   

Amersham Bioscience）にアルカリトランスファーを行い、2×SSC（0.3M NaCl、  

0 .03M Na Ctrate-2H2 O （pH7.0））でメンブランを洗浄した。メンブランへのDNA

の固定は80℃で2時間  Baking 処理することにより行なった。  

 

プローブの調整  

プ ロ ー ブは PCR （ ｒ Taq® DNA  polymerase を 使 用 ） に よ り 作 製 し た 。

pCAG-DTA+B-K51E/E148Kをテンプレートとして使用し、以下のプライマー

を用いて増幅した。約 2Kbpのフラグメントを0.8％アガロースゲルから回収して

使用した。プローブはRandom Primer  DNA label ing ki t  ver .2（TaKaRa）を

用いて［α - 3 2P］dCTPで標識した。  

 

 

 

 

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒    35サイクル 

72℃,30秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞ 
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CAG （+） :  TTC GGC TTC TGG CGT GTG AC 

CAG （ -） :  AAG GGG CTT CAT GAT GTC CC 

 

 

ハイブリダイゼーション  

ハイブリダイゼーション、メンブレンの洗浄にはチャーチリン酸 buffer （ 0.5M 

Na2 HPO4・12H2 O,  pH7.2）（Church G.  et  al . ,  1984）を使用した。メンブラン

100㎝ 2あたり5mlのハイブリダイゼーションbuffer（1M チャーチリン酸 buffer、  

１mM EDTA、7％  SDS）  で65℃，5分間以上プレハイブリダイゼーション後、

プローブを添加し65℃で16～20時間ハイブリダイゼーションを行った。65℃の

洗浄液（40mM チャーチリン酸 buffer、1％  SDS）で5分間洗浄を3回繰り返

し 最 後 に 15 分 間 洗 浄 し た 。 シ グ ナ ル の 検 出 は BAS 2500 system 

（FUJIFILM）を用いて行った。  

 

1-2-20  血球からの RNA 回収  

マウスの血液から、 ISOGEN-LS（NIPPON GENE）を利用し to ta l  RNAを調整

した。マウスから採血する際には、EDTAを適当量添加することで凝血を防いだ。

また、血液の大半は赤血球でありサンプル中のタンパク質濃度が高いので、必

要量のRNAを回収するために複数回に分けて採血を行い、さらにddH 2 Oで2倍

に希釈してサンプルとして使用した。  

 

1-2-21  RT-PCR 

Total  RNA 20µgを37℃で30分間  DNaseⅠ（0.5U）処理しフェノール･クロロ

ホルム抽出した。エタノール沈殿後、70％エタノールで洗浄し適当量のDEPC水

に溶解し、SuperScr ipt  I I（ Invi t rogen）を用いて逆転写反応を42℃で50分間

行った。反応液をRNase Hで処理したものをcDNAとして使用した。コントロール

には、mouse GAPDHを使用した。使用したプライマーは以下に示した。変異型

毒素については、DT-F1,DT-R3を用い同様の条件でPCR反応を行った。  

 

mGAPDH 1sense:  GCC GAA TTC ATG GTG AAG   

GTC GGT GTG A 

mGAPDH 1042ant i :  GCC GAA TTA TTG CTC  

AGT GTC CTT GCT GG 

 

 

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒    35サイクル 

72℃,30秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞ 

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒    35サイクル 

72℃,30秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞ 
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DT-F1:  ACT AAA AGT GGA TAA TGC CG 

DT-R3:  TTT TTG ATA GGG CCA TGC TC 

 

1-2-22  Northern解析  

10µgの to ta l  RNAを1%アガロース /6 .7％ホルマリン変性ゲルで電気泳動し

Hybond-Nメンブレンに転写した。プローブを  Random pr imer  DNA label ing 

ki t  ver.  2 .0  を用いて [α - 3 2P]dCTP でラベルし、チャーチリン酸 buffer中でハイ

ブリダイゼーションを65℃で一晩行った。シグナルの検出はBAS 2500 system 

（FUJIFILM）を用いて行った。プローブはSouthern解析と同様のものを使用し

た。  

  

1-2-23  組織凍結切片作製  

マウスを頚椎脱臼により安楽死させ、各種組織を摘出後 10%ホルマリン /PBS

で一 晩 固 定 し 、 30% sucrose に置 換 し 4℃で一 晩 ゆ っ く り 攪 拌 し た 。

O.C.T.Compound （#4583 ：SAKURA）中で凍結後 、クライオスタットにて 8～

10µm の切片を作製した。切片を PBS（ -）で処理し O.C.T.Compound を除去し

てから HE 染色に使用した。  

 

1-2-24  HE 染色  

 ヘマトキシリン（#131-09665：Wako）で 5 分染色後、流水で 10 分から一晩か

けて水洗後、ddH2 O に浸す。70％、85％、92.5％、96％、100％それぞれの濃

度のエタノール順に 5分ずつ浸した。エオジン（#050-06041：Wako）で 1分染色

後、適度な濃さになるまで 70％エタノールで洗浄した。100％エタノールで 3 回

洗浄後、さらに 100％エタノールに 5 分×3 回 *浸した。Hemo-De に 5 分×2 回

（＃CS-1001：藤沢薬品工業株式会社 ）浸した後 、マウントクイック（大道産業

株式会社 ）を用いて封入し、顕微鏡 （COOL SCOPE：Nikon）にて観察を行っ

た。  

 

* ） 無 水 エ タ ノ ー ル を 作 製 す る た め に Molecular  s ieves  3A 1/8  

（#133-08645：Wako）を添加した。  

 

1-2-25  マウスの DT 免疫  

変異型 DT-Tg マウス（3M3）、及びコントロールとしてその同腹子（Tg-）につ

いて、3 匹ずつ 50µg/kg の DT を Freund’s  complete  adjuvant  containing  

Mycobacterium Butyricum  a t  0 .05% （DIFCO：Detroi t ,  MI）を用いて免疫した。
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2 週間後に血液を回収しその血清をサンプルとして使用した。  
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1-3.結果  

 

1-3-1 5µg/kg の DT 投与で抗体を産生する  

マウスの体内で毒素に対する抗体が産生するのか、また抗体ができる場合に

はどの程度の DT 投与量と期間を要するのかを調べるために、近交系マウス

BALB/cA 及び C57BL/6J に DT の連続投与を行った。3 日毎に１ヶ月間（計

10 回）DT を投与し、回収した血清を用いて ELISA を行った。その結果、どちら

の系統においても 50µg/kg を投与した場合には、投与開始 2 週間以降で全て

の個体で抗体を産生していることが明らかになった。5µg/kg で連続投与を行っ

た場合 にも個 体差は見 られるが、抗 体 を産生することを確 認 した。しかし、

0.5µg/kg の DT を同様に投与した場合は１ヶ月の毒素投与後でも抗体の産生

は全く確認できなかった（Fig.2）。  

 

1-3-2 マウス体内で産生した抗体は DT の中和抗体として作用する  

次に、抗体を産生しているマウス体内で、投与した DT が実際に抗体により

中和され DT 活性が消失しているのかどうかを確認した。C57BL/6J 系統におい

て、50µg/kg、5µg/kg、0.5µg/kg 及び PBS（ -）を 1 ヶ月にわたり連続投与（計 10

回）したマウス（Fig.2）に再び 50µg/kg の DT を単回投与し 18 時間後にその血

清を回収した。投与した DT が中和抗体により活性を消失した場合には、タン

パク質合成阻害は起こらない。そこで、DT 感受性細胞の培養液に回収した血

清を添加し、タンパク質合成量を測定することで DT 活性の指標とした。抗体を

産生しなかった PBS（ -）や 0.5µg/kg の DT を連続投与したマウスはタンパク質

合成が著しく阻害を受けたことから血中に DT が残っていることが示された。一

方、抗体を産生していた 5µg/kg や 50µg/kg の DT を連続投与したマウスの血

清ではタンパク質合成が阻害されなかったことから、投与した DT が抗体により

中和されていることが明らかになった（Fig.3）。  
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Fig.2  近交系マウス Balb/cA 及び C57BL/6J における DT 連続投与  

 

0 .5µg/kg、5µg/kg、50µg/kg の DT をそれぞれ雌マウス 5 匹ずつに 3 日毎に投

与し、5 日毎に血清を回収した。Balb/cA は血清を 1,000 倍希釈、C57BL/6J

は 100 倍希釈して使用し ELISA を行った。  
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Fig.3  DT 連続投与後の血中残存 DT 活性測定  

 

A.   血中残存毒素活性測定方法  

それぞれの濃度で連続投与を行った C57BL/6J マウスに、新たに 50µg/kg の

DT を単回投与し、18 時間後に血清を回収した。この血清を DT 感受性

Vero 細胞に添加し 3 5S の取り込みによるタンパク質合成量を測定した。投与

した DT が抗体により中和された場合には、DT 活性が消失しタンパク質合成

阻害は起こらない。  

 

B.  血中残存毒素活性  

血清を加えなかった場合の値を 100％として、それぞれの血清を加えた時の

Vero 細胞タンパク質合成量を示す。（n＝3、グラフは平均値を示し、エラーバ

ーは標準誤差を示す。）  
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1-3-3  変異型毒素の細胞毒性解析  

  

①K51E/E148K は完全に毒素活性を消失した変異体である  

酵母細胞において  

DT を自己タンパクとして認識し、DT に対して免疫寛容となる Tg マウスを

TRECK 法に応用するためには、マウス体内で発現している DT が投与した DT

の受容体への結合を阻害しない必要がある。そのため、トランスジーンはサイトゾ

ル内で発現させることにした。しかし、DT は 1分子でも細胞内に入ると細胞を死

に至らしめるため完全に毒素活性を消失した DT を用いる必要がある。そこで、

まず酵母を用いて活性消失型毒素の検討を行った。一般的に細胞毒性が低

下した変異型として知られている CRM197、K51E/E148K、及び WT の DTA を

もつ pMGU10-DTA ベクター（Fig.5）を酵母 FY24（EF-2 野生株）に酢酸リチウ

ム法を用いて導入した。得られたクローンをガラクトース培地にスポットし生育に

影響が見られるかどうかを検証した。  

その結果、WT の発現をガラクトースにより誘導した場合には、生育が著しく

抑制された。これに対して、K51E/E148K では Mock の場合と同様に成育阻害

は全く認められなかったさらに興味深いことに、これまで無毒であると報告されて

いた CRM197 を導入した株においても WT の場合と同様に、強い生育阻害が

認められた。（Fig.6A）。  

 

動物培養細胞において  

次に、マウス個体での応用を検討しているため、動物細胞由来細胞株を用

いてそれぞれの変異型毒素の細胞毒性について検討を行った。まず、Ltk-  細

胞、COS7 細胞、HeLa 細胞それぞれについてリポフェクション法によりルシフェラ

ーゼ遺伝子を持つ pCAG-GL3 と pCAG-DTA（Fig.4）を共発現させた。変異型

DTA に毒性があればタンパク質の合成阻害が起こるためルシフェラーゼの合成

も阻害される。そのため、ルシフェラーゼ活性をモニターすることでその細胞毒性

について解析を行うことが可能になる（Zhao L.  et  al . ,  2005）。酵母の場合と同

様、全ての培養細胞において、K51E/E148K を導入した場合には、タンパク合

成が阻害されておらず、毒性が極めて低い変異体であることが明らかになった。

これに対して、CRM197 では著しくタンパク質合成が阻害されており細胞毒性

が認められた（Fig.6B）。また、Ltk-細胞の Lysate を用いた Western 解析では、

K51E/E148K の場合のみ DTA の発現を確認することができた（Fig.6C）。   

さらに、それぞれの変異型 DTA を pMXc ベクターに導入しマウス NIH3T3 細

胞にインフェクションを行った。このウィルスに感染した細胞は、DTA と GFP とを
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同時に発現しているため、GFP の蛍光を観察することで変異型 DTA の細胞毒

性について解析することができる。DTA に細胞毒性があれば安定発現株を取

得することは困難であると考えられ、その様な場合には Tg マウスの作製も非常

に難しいと考えられる。そこで、約 1 ヶ月継代を繰り返し安定発現株の取得が

可能であるかどうか検討した。顕微鏡観察の結果、K51E/E148K を導入した細

胞では CRM197 の場合と比較して、強い GFP 蛍光を確認することができた。ま

た、 FACS によりマーカーとなる GFP 陽性細胞 の割合 を測 定 したところ、

CRM197 と比較して K51E/E148K を導入した細胞の方が 5 倍程度多いことが

明らかになった（Fig.8）。なお、Mock をインフェクションした細胞で GFP 陽性細

胞が多くなっているのは IRES 上流に遺伝子を含んでいないためすぐに下流の

GFP が読まれ転写効率が上がっているためであると考えられる。  

 

②EF-2 変異株では CRM197 による細胞毒性は認められない  

CRM197 による EF-2 の ADP リボシル化はこれまで報告されていないため、今

回、新たに見出した CRM197 の細胞毒性が何に起因するのか明らかにするた

め、EF-2の構造遺伝子に変異を持つ株を用いて検討を行った。CHO-K1細胞

由来 KEE1 は EF-2 に G717R 変異を持つことで DT による ADP リボシル化を

受けにくいと報告されている（Kohno K.  et  al . ,  1985）  。そのため、CRM197 の

細胞毒性が EF-2 の ADP リボシル化に関与するのであれば KEE1（G717R）で

は CRM197 によるタンパク質合成阻害が認められないはずである。そこで先程と

同様に、ルシフェラーゼ遺伝子と変異型 DTA を共発現させ、その細胞毒性に

ついて解析を行った。その結果、CHO-K1 に CRM197 を導入した場合には、こ

れまで同様、著しいタンパク質合成阻害が認められたが、KEE1（G717R）ではタ

ンパク質合成は全く阻害されなかった。しかし、KEE1 に WT を導入した場合で

は、未だ強い細胞毒性を持っていることが明らかとなった（Fig.9A）。その細胞

抽出液を用いた Western 解析を行ったところ、CHO-K1 では確認できなかった

CRM197 の発現を KEE1（G717R）では確認することができた。しかし、KEE1

（G717R）でも WT の発現を検出することができなかった（Fig.9B）。  

また、同様の傾向は酵母においても観察 された。哺乳動物細胞 EF-2 の

G717R に相当する EF-2 変異をもつ SE2-GR（G701R）のサイトゾル内で変異型

DTA の発現をガラクトースにより誘導したところ、CRM197 を導入した場合では

Mock や K51E/E148K と同程度まで生育が回復したが、WT を導入した場合で

は、まだ若干の生育阻害が認められた。一方、EF-2 のジフタマイド形成に必須

である His に変異を持つ MKK-M（H699M）では WT の DTA による生育阻害は

全く認められなかった（Fig.9C）。  
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③MKK-M（H699M）でのみ WT の DT 発現を確認することができる  

KEE1（G717R）において、DTA の WT にまだ強い細胞毒性が認められたため、

G717R 変異を持つ EF-2 では DT による ADP リボシル化を完全に回避すること

ができないことが考えられた。そこで、酵母における EF-2 の構造変異やジフタマ

イド形成に関わる修飾酵素に変異を持つ株を用いて変異型 DTA の細胞毒性

についてさらに解析を行った。EF-2 修飾酵素の dph2、dph5（Fig.10A 参照）そ

れぞれの機能欠損株である LMY11（dph2）、LMY10（dph5）と EF-2 の構造遺

伝子に変異を持つ MKK-M（H699M）、SE2-GR（G701R）に WT 及び変異型

DTA を導入し DTA の発現について解析した。  

 得られたクローンからタンパク質を回収し Western 解析を行ったところ EF-2 修

飾酵素を欠損した LMY11（dph2）、LMY10（dph5）において、WT の EF-2 を持

つ FY24 と同様に CRM197 の発現を検出することはできなかった。また、KEE1

（G717R）では CRM197 の発現を検出することができたために、KEE1（G717R）

に相当する変異を持つ SE2-GR（G701R）で Western 解析によりその発現が検

出可能であることが期待されたが、予想に反して SE2-GR（G701R）で CRM197

の発現を検出することはできなかった。そして、MKK-M（H699M）においてのみ

CRM197 と WT の発現を検出することができた（Fig.10B）。  

   

④CRM197 及び K51E/E148K はともに EF-2 を ADP リボシル化する  

EF-2 変異株である MKK-M(H699M)で CRM197 の発現が認められたため、

CRM197 の細胞毒性が EF-2 の ADP リボシル化に関与する可能性が考えられ

た。そこで、実際に CRM197 が EF-2 を ADP リボシル化するかどうかを明らかに

するために、Western により WT と CRM197 の発現が確認できた MKK-M

（H699M）の Lysate を用いてリボシル化アッセイを行った。サンプルは、37℃で

20 分反応後に等量の 20％TCA を加えて反応を停止し液体シンチレーションカ

ウンター（BECKMAN）により測定を行った。その結果、WT の DTA を導入した

株の Lysateで EF-2のリボシル化活性を検出することができた。しかし、CRM197

を導入した株では、リボシル化活性は全く検出されなかった（Fig.11）。この結果

は、これまでの CRM197に関する報告と一致している。しかし、CRM197のリボシ

ル化活性が WT と比べて低いため Lysate 中の CRM197 の濃度では in  vi t ro

のアッセイにおける、リボシル化の検出が困難であった可能性も考えられた。  

そこで、次にリコンビナント DTA （WT、CRM197、K51E/E148K ）を用いて

ADP リボシル化活性を調べた。リコンビナント DTA は、それぞれ GST 融合型

DTA（Fig.12）を導入した BL21 株を IPTG で発現誘導させ回収した（Fig.13A）。

GST-DTA とラビットレティキュロサイトから精製した EF-2 を用いて 30℃、10 分反
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応後 SDS-PGAE により分画しオートラジオグラフィーにより検出を行った。   

その結果、予想どおり WT よりは低いが、CRM197 に EF-2 を ADP リボシル化

する活性があることを見出した。さらに興味深いことに、酵母や培養細胞におい

て細胞毒性の見出されなかった K51E/E148K にも CRM197 よりさらに弱いが

ADP リボシル化活性が残っていることが明らかになった（Fig.13B）。  
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Fig.4  変異型 DTA 培養細胞発現プラスミド  

 

培養細胞での DTA 過剰発現プラスミド。DTA 細胞毒性解析に使用した。  
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Fig.5  変異型 DTA 酵母発現プラスミド  

 

酵母におけるガラクトース誘導型 DTA 発現プラスミド（CEN 型）。酵母における

DTA の細胞毒性解析に使用した。  
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Fig .6  変異型 DTA の細胞毒性解析①  

（酵母及び培養細胞における変異型 DTA の細胞毒性解析）  

   

A.  野生型 EF-2 を持つ酵母 FY24 に変異型 DTA を導入しガラクトースにより

その発現を誘導した。酵母培養液を 10 倍ずつ段階希釈しグルコース、ガラ

クトースそれぞれの培地にスポットした。  

 

B.  各種培養細胞に変異型 DTA 遺伝子をルシフェラーゼ遺伝子と共発現さ

せトランスフェクション 24 時間後にタンパク質を回収した。縦軸は Mock のル

シフェラーゼ活性を 100％としたそれぞれのタンパク質の合成量を示しており、

毒素活性が残っていればタンパク質合成量は低下する。n=3、エラーバーは

標準偏差を示す。  

 

C.  B において細胞毒性試験を行った L cel l の Lysate を用いた DT 抗体によ

る Western 解析（Total  Prote in は 30µg を使用）。  
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Fig.7  変異型 DTA 発現ウィルスベクター  

 

IRES（ Internal  r ibosome entry  s i te）と呼ばれる配列の前後に 2 つの遺伝子を

組み込めるバイシストロニックウィルスベクター。DTA と GFP を同時に同じ場所で

発現させることが可能である。  
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Fig.8  変異型 DTA の細胞毒性解析②  

 

変異型 DTA と GFP を共発現するウィルスベクターを用いてマウス NIH3T3 細胞

にインフェクションを行った。継代を繰り返し、インフェクション 1 ヶ月後に FACS

解析により GFP 陽性細胞の割合を測定した。  
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Fig.9A,  B  CHO-K1 由来 EF-2 変異 KEE1 細胞における変異型 DTA 細胞

毒性解析  

 

A.    CHO-K1 及び KEE1（G717R）に変異型 DTA とルシフェラーゼ遺伝子を

共発現させた。トランスフェクション 24 時間後の Mock のルシフェラーゼ活

性を 100％としてタンパク質合成量を示した。n=3、エラーバーは標準偏差

を示す。  

 

B.   A において細胞毒性試験を行った L cel l の Lysate を用いた DT 抗体によ

る Western 解析（Total  Prote in は 30µg を使用）。  
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Fig.9C  酵母 EF-2 変異株における変異型 DTA 細胞毒性解析  

 

C.  EF-2 に G701R 変異を持つ SE2-GR 及び、H699M 変異を持つ MKK-M に  

ついて変異型 DTA を導入しガラクトースによりその発現を誘導した。酵母培  

養液を段階希釈しグルコース、ガラクトースそれぞれの培地にスポットした。酵  

母における EF-2 の G701R 変異は哺乳類 EF-2 の G717R に相当する。  
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Fig.10  EF-2 修飾酵素変異株及び EF-2 変異株における変異型 DTA の発

現解析  

 

A.  哺乳細胞における EF-2 のジフタマイド形成過程。H715 は酵母の H699 に

相当。  

 

B.  EF-2 修飾酵素欠損株及び EF-2 変異株のサイトゾル内で DTA を過剰発

現させた。それぞれの菌株から回収したタンパク質 50µg を DT 抗体による

Western 解析に使用した。  
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Fig.11  MKK-M（H699M）Lysate を用いた ADP リボシル化活性測定  

  

EF-2 10µg と Lysate  200µg を用いて ADP リボシル化アッセイを行い、TCA 沈

殿後 EF-2 に取り込まれた 3 2P-NAD を液体シンチレーションカウンターにより検

出した。コントロールとしてはジフテリア菌培養上清から精製した DT を 2µg 使用

した。  
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Fig.12  GST 融合 DTA 発現プラスミド  

 

このプラスミドを発現する大腸菌から精製した GST-DTAは ADP リボシル化活性

測定に使用した。  
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Fig .13  リコンビナント DTA を用いた ADP リボシル化アッセイ  

 

A.  精製した GST-DTA タンパクの CBB 染色。精製したリコンビナント DTA は  

EF-2 の ADP リボシル化アッセイに使用した。WT、K51E/E148K は 500ng を

CRM197 は約 30µg を泳動した。  

 

B.  リコンビナント DTA とラビットレティキュロサイト由来 EF-2 を用いた ADP リボシ  

ル化アッセイ。37℃で 10 分間処理し SDS-PAGE により分画した。リコンビナン

ト DTA はそれぞれ 50µg ずつ、EF-2 は 10µg を使用した。WT は系の約 1/10

を、その他は全量を泳動した。  
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１ -3-4  K51E/E148K 変異型毒素 Tg マウスの作製  

DT を自己タンパクとして認識し、DT に対する免疫寛容を獲得するマウスを

作製するため、恒常的に全身で発現する CMV/βアクチンプロモーターを用いた。

また、TRECK 法で投与する DT は完全長のものを使用する。そこで、B フラグメ

ントに対する抗体産生の可能性を除去するために完全長の活性消失型 DT

（ K51E/E148K ） （ Fig.14 ） を発 生 初 期 よ り発 現 するマウスの作 製 を行 った

（Fig.15A）。C57BL/6J×C57BL/6J 受精卵へのマイクロインジェクションの結果

生まれてきたマウスについて、Genomic  PCR と Southern 解析によりトランスジー

ンの導入を確認し、5 ラインを取得した。ファウンダーマウスの血液から Total  

RNA を回収し、RT-PCR を行うことで変異型 DT の発現について調べ、GAPDH

をコントロールとして用いた。その結果、3M3、4F7 の 2 ラインで RT（Reverse  

t ranscr iptase:逆転写酵素 ）を加えた場合のみ、特異的な遺伝子の増幅を確

認した。なお 3M3 は、4F7 よりもバンドが薄かったため発現量も低いと考えられる

（Fig.15B）。さらに、3M3の各組織よりタンパク質及び RNA を回収し変異型 DT

の発現を確認したところ、調べた限り全ての組織においてその発現を確認する

ことができた（Fig.15C）。4F7 については、トランスジーンを持つ F1 が産まれなか

ったため、以降の解析には 3M3 を使用した。この変異型 DT-Tg マウスが通常

飼育下で野生型マウスと比較して異常があるかどうかを解析するため Tg マウス

（3M3）及び同腹子（Tg-）の 8 週齢雄マウスについて 4 匹ずつ約 2 ヶ月に渡り

体重の計測を行った。その結果、3M3 と Tg-との間に優位な差は認められなか

った（Fig.16）。また、組織学的にも異常があるかどうかを解析するために、Tg マ

ウスでトランスジーンの発現が高かった肺、心臓、肝臓、腎臓について凍結切

片を作製し HE 染色を行った。その結果、トランスジーンを高発現していた組織

での組織学的な異常は全く認められなかった（Fig.17）。  
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Fig.14  完全長 K51E/E148K 変異型 DT 発現プラスミド  

 

Sal  Ⅰ /Pst  Ⅰで切り出し精製したフラグメントをトランスジーンとして使用した。  

 

 

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ
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Fig.15  K51E/E148K 発現 Tg マウスの作製及びトランスジーンの発現解析  

 

A.  使用したトランスジーンのコンストラクト   S：Sal  Ⅰ、E:  Eco RⅠ、P：Pst  Ⅰ  

 

B.  血球を用いた RT-PCR によるトランスジーン発現確認。  

 

C.  3M3 ラインの各種組織におけるトランスジーンの発現解析。Total  RNA10µg  

Total  Protein  30µg 使用。 Western 解析には DT 抗体を使用した。  
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Fig .16  3M3 及び同腹子の体重推移  

 

3M3 と Tg-（8 週齢、雄）について約 2 ヶ月にわたり体重を測定しその推移を示

した。それぞれ 4 匹ずつ測定を行った。エラーバーは標準偏差を示す。  
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Fig.17  3M3 及び WT の各組織 HE 染色   

 

変異型 DT の発現が認められた組織のうち肺 （Lung ）、肝臓 （Liver）、心臓

（Heart）、腎臓 （Kidney）の HE 染色を示す。スケールバーは Lung;  200µm、

Liver，  Kidney;  100  µm、Heart ;  25µm を、それぞれ示す。  
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１ -3-5  変異型 DT-Tg マウスは DT に対して免疫寛容を獲得している  

一般的に、異種タンパクを発現している Tg マウスはそのタンパクに対して免疫

寛 容 になっている こ とが知 られている 。そのため 、完 全 長 の変 異 型 DT

（K51E/E148K）発現マウスも DT に対して免疫寛容を示すと考えられる。そこで、

3M3 に DT を免疫し、その後の免疫応答について解析を行った。Complete  

Freund’s アジュバントとともに 50µg/kg の DT を皮内注射した。2 週間後に新た

に 50µg/kg の DT のみを単回投与し、6 時間後に血清を回収した。投与した

DT が抗体により中和されていれば、血中の残存 DT 活性は検出できないはず

である。そこで、DT 感受性 Vero 細胞に回収した血清を添加しタンパク質合成

量を測定することで血中残存 DT 活性を見積もった。  

Tg-に DT を免疫した場合の血清では、タンパク質の合成阻害が認められず

最後に投与した DT の活性が消失している。これに対して、DT を免疫した 3M3

の血清を用いた場合には、タンパク質合成が著しく阻害されたことから血中に

残存 DT 活性を検出した（Fig.18A）。これは、3M3 では免疫をしても DT に対す

る抗体ができなかったために、最後に投与した DT が中和されず血中にその活

性を検出することができたのではないかと考えた。そこで、実際に 3M3 が DT 抗

体を産生しないことを確かめるために、免疫を行ったマウスの血清を 1 次抗体と

して精製 DT を検出する Western 解析を行った。Tg-の免疫後の血清では、3

匹とも精製 DT を検出することが可能であった。これに対して、3M3 の場合は免

疫後の血清を用いても精製 DT を検出することが出来なかった（Fig.18B）。以

上の結果より、3M3 は DT に対する抗体を産生しない、つまり DT 免疫寛容を

獲得していることが明らかになった。その後、さらにマイクロインジェクションを行

い得られた Tg マウス 23 ラインについてアジュバントを用いた DT の免疫を行っ

たところ 10 ラインで免疫寛容を獲得していることが明らかになった（Data  not  

shown）。それぞれのラインについて DT の発現量を調べるために Western 解析

を行った結果、Western 解析では発現を検出できないラインについても免疫寛

容を獲得していたため、DT の発現量は免疫寛容獲得に影響がないことが明ら

かになった（Data not  shown）。  
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Fig.18  変異型 DT-Tg マウスの DT 免疫寛容解析  

 

A.  変異型 DT 発現マウスにアジュバントを用いて 3M3 と Tg-それぞれ 3 匹ず

つ 50µg/kg の DT を免疫した。2 週間後に、DT のみを投与し 6 時間後の血

中残存 DT 活性を測定した。投与した DT が抗体により中和された場合には、

DT 活性が消失しタンパク質合成阻害は起こらない。エラーバーは標準偏差

を示す。  

 

B.  免疫前と免疫後の血清を 1 次抗体として用いた精製 DT の Western 解析  

（n＝3）。  
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1-4.考察  

 

本研究において、TRECK 法の更なる応用を目指し DT 免疫寛容の作製を

試み成功した。また、その過程で K51E/E148Kがサイトゾル内で発現させても毒

性を示さない変異型であることが明らかになった。作製した DT 免疫寛容マウス

は、 TRECK 法 の応用 を考 えた場 合 に非常 に有用 なマウスである。現 在 、

TRECK 法は血球系や脳などで応用が試みられている（Jung S.  et  al . ,  2002,  

Buch T.  et  al . ,  2005）  。当然のことながら、それぞれの標的細胞を除去するた

めには DT を投与する必要があり DT が届きにくい組織や再生可能な組織で長

期間の解析を行う場合には、さらに複数回の DT 投与が必要になると考えられ

る。マウスの系統に関わらず 5µg/kg 以上の濃度で DT を連続投与した場合に

は、中和抗体を産生する可能性が非常に高い（Fig2,  3）。そこで、TRECK マウ

スと今回作製した DT 免疫寛容マウスとを交配して得られる double‐Tg マウスを

用いれば、DT 抗体を産生しないため複数回の DT 投与により長期的な障害を

与えることが可能になる。さらに、サイトゾル内で変異型 DT を発現させたことも

重要である。作製する double‐Tg マウスに DT を投与した場合に、サイトゾル内

で変異型 DT を発現していれば、投与した DT と体内でトランスジーンより発現

する変異型 DT が DTR を取り合い、競合阻害を起こす可能性が極めて低い。

そのため、DT 投与依存的な効率の良い組織破壊が可能になる。これによって、

今後さらに幅広い組織での TRECK 法の応用が可能になると期待している。  

また、現在ジフテリアのワクチン接種により感染症の危険性が軽減し、ジフテ

リアに関する研究はその幅広い応用へと広がっている。例えば、DT の触媒ドメ

インをもつ DAB389 を様々なリガンドとの融合タンパクとして精製し標的の組織

を破壊する試みや（Frankel  AE.  et  al . ,  2003,  Koshikawa N.  et  al . ,  2005）、

CRM197 をキャリアタンパクとして使用た多糖体に対する抗体作製（Porro M.  

et  al . ,  1980,  Anderson P.  1983,  Rappuol i  R.  1983,  Askelof  P.  et  a l . ,  1990,  

Rothste in  EP.  et  al . ,  1991,  Peters  VB.  et  al . ,  1996）  などが挙げられる。このよ

うな研究の中で最も注目を集めているのは CRM197 の抗腫瘍活性である。ある

種の腫瘍においては、増殖因子である hHB-EGF の過剰発現が腫瘍形成の原

因となっていることが明らかになっている（Yagi  H.  et  al . ,  2005）。現在、腫瘍で

高発現する hHB-EGF について、DT 受容体としての機能に注目した CRM197

を用いた新たな腫瘍治療法の研究が行われており臨床応用も検討されている

（Buzzi  S.  et  al . ,  2004,  Miyamoto S.  et  al . ,  2004,  Miyamoto S.  et  al . ,  2006）。

この CRM197の抗腫瘍活性は腫瘍で高発現している hHB-EGFに直接結合す

ることで hHB-EGF の増殖因子としての機能を阻止することにある。そのため、臨
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床で変異型 DT を抗腫瘍活性物質として用いる場合には、DTB が hHB-EGF

との結合能を有している変異体を使用する。そのため、DTA は細胞内に取り込

まれるため、臨床応用には完全にその毒性を消失している必要がある。我々は、

これまで毒性がないと考えられていた CRM197 に細胞毒性があることを本研究

により初めて明らかにした（Fig.6,  8）。今後、K51E/E148K の hHB-EGF との結

合 能 が CRM197 と 同 程 度 であ る こ とが示 されれば 、 CRM197 に代 わ り

K51E/E148K を用いた方がより副作用のない治療が行えると期待される。今回、

サイトゾル内で K51E/E148K を発現する Tg マウスの作製に成功したことは、

K51E/E148K の細胞毒性が極めて低いことを改めて示している。  

さらに EF-2 変異株 KEE1（G717R）のサイトゾル内で WT の DTA を発現させ

ると、CHO-K1 では完全に阻害されていたタンパク質合成を検出できるようにな

るが、コントロールと比較するとまだ強い細胞毒性を示すことが明らかになった。

つまり、G717R 変異 EF-2 では、まだ DT による ADP リボシル化を受けることが

示唆された（Fig.9A,  B）。これは、培養上清に DT を添加しタンパク質合成量を

検出するこれまでの方法では認められなかったことであり（Kohno K.  et  al . ,  

1985）、本研究により初めて明らかになったことである  。同様の結果は、酵母

SE2-GR（G701R）でも認められた。H699M 変異を持つ MKK-M においては

KEE1（G717R）で認められた WT による生育阻害が認められない（Fig.9C）。ま

た、MKK-M(H699M)の Lysate を用いた Western 解析においても CRM197 の

発現を確認することがきたことから（Fig.10B）、699番目の Hisが DTによる EF-2

の ADP リボシル化に最 も重要であることが明 らかになった。しかしながら、

MKK-M の Lysate 中の WT の DTA 発現量は CRM197 や K51E/E148K と比

較すると低いことが示されており、EF-2 の H699M 変異でも WT の DT に対して

完全に耐性であるとは言い切れない。ジフタマイド形成に必須な His 残基が存

在しない MKK-M（H699M）を用いることで、おそらく DT による EF-2 の ADP リ

ボシル化は完全に回避されていると考えられる。それでも、MKK-M（H699M）で

WT の DTA に若干細胞毒性が残っていることから、DT がリボシル化するターゲ

ットが EF-2 の他に存在する可能性が考えられる。しかし、EF-2 の H699M 変異

により WT の DTA の発現を Western 解析で検出可能なほどタンパク質合成が

回復していることから、EF-2 以外の分子がリボシル化を受けることによる細胞へ

のダメージは、EF-2 が不活性化されるほど重大ではないと考えられる。  

また、リコンビナント DTA を用いたリボシル化アッセイにより CRM197には EF-2

の ADP リボシル化 活 性 が認 められたが、細 胞 毒 性 が認 められなかった

K51E/E148K でも同様にリボシル化活性が検出されたことは驚くべきことである

（Fig.13）。しかし、反応液中の分子数を考えると少量の CRM197 と大量の
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K51E/E148K が同程度のリボシル化活性を示したことから細胞毒性の主たる原

因が EF-2 のリボシル化であることは間違いないと考えられる。これは、EF-2 の

構造変異を持つ KEE1（G717R）において、CRM197 によるタンパク質合成阻

害 が認 められなかったことからも裏 付 けられているが、用 いたリコンビナント

GST-CRM197 が他のリコンビナントタンパクと比較して精製度が極めて低くリボ

シル化活性と細胞毒性との相関について言及するには至らなかった。その後、

ジフテリア菌培養上清より精製した DT を用いて、CRM197 が野生型 DT と比

較して、1×106 倍 ADP リボシル化活性が低いと報告されている（Kageyama T.  

et  al . ,  2007）。  

また、興味深いことに CHO-K1 由来 KEE1（G717R）では Western 解析により

CRM197 の発現が確認できたが、同様の変異を持つ酵母 SE2-GR（G701R）で

はその発現は確認できなかった（Fig.10B）。この原因は明らかではないが、生

物種により DT によるリボシル化感受性に若干差があることが示された。  

DT の活性中心解析及び変異型 DT の応用については、これまでに DT 活

性に E148 が重要であることが示されている（Tweten RK. et  al . ,  1985）。このアミ

ノ酸は ADP リボシル化酵素のなかで唯一保存されているアミノ酸であるため

（Bazan JF.  et  al . ,  1997）、リボシル化活性の中心的な役割を担うと考えられて

いる。さらに DT の構造解析により（Yates  SP.  et  al . ,  2006）、K51、G52 は A フ

ラグメント内のループ（L1）に隣接するように存在しており、特に K51 は L1 直後

のへリックスに存在する D47 と塩橋を形成していると考えられる。そのために

K51E によりこの塩橋形成が崩壊し L1 の配置が変化することで NAD との結合

が阻害される可能性が考えられる。これに対して G52E（CRM197）では L1 に与

える影響が K51E よりも少ないため野生型程ではないが、若干の NAD 結合活

性が残っている可能性がある。以上の理由より K51E/E148K は CRM197 よりも

細胞毒性が低いと構造学的に推測することができ、本研究においてその実証

が得られたと考えている。  

この様な毒素活性を消失した変異型毒素の研究はワクチンの開発において

も非常に重要である。例えば、ＤＴと同じADPリボシル化毒素である百日咳毒

素について、変異を導入し毒素活性を消失した毒素（Glu129、Arg9）が新しい

ワクチンとしての認可を受けており、さらに興味深いことに変異型毒素がトキソイ

ドよりも免疫原性が高いことが報告されている（Rappuol i  R.  et  al . ,  1995）。また、

毒素活性を消失した変異型毒素は、サイトゾルでの翻訳が必要であるDNA・

RNAワクチンとしての応用も可能になる。そのため、K51E/E148K変異型DTが

CRM197に代わり抗腫瘍治療やワクチンなどの臨床分野において、今後さらに

幅広く応用されることが期待される。  
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細胞のコンディショナルノックアウト法は、個体で特定の細胞や組織について、

その生理機能を解析するには非常に有効である。TRECK 法以外にもカスパー

ゼ 3 の活性化によるアポトーシスの利用  （Mallet  VO. et  al . ,  2002）  やインフル

エンザウィルスの変異型イオンチャンネルを利用したプロトン輸送異常による細

胞死の利用  （Smith CA. et  al . ,  2002）  など様々な方法が開発されている。そ

の中でも、TRECK 法は毒素の受容体を発現させる点で他の方法とは大きく異

なっており発症の時期や、障害の程度を DT 投与量によって任意にコントロー

ルすることが可能であるため非常に有効な方法であると言える。TRECK 法で用

いる DT は、マウスにとって異種タンパクである。そのため、長期的な解析を目的

とした場合に複数回投与を行うと、マウス体内で中和抗体を産生し DT 投与に

よる効率の良い細胞破壊ができなくなる恐れがあったが、K51E/E148K 変異型

DT を用いて、DT に対する免疫寛容を獲得したマウスの作製に成功したことか

ら中和抗体による TRECK 法への影響を回避することができた。また、TRECK

法のもう 1 つの課題であった DT 受容体の持つ EGF 活性やプロテアーゼによる

切断などの点についても改良が進んでおり、増殖因子活性を消失し、プロテア

ーゼによる切断を受けにくい hHB-EGF の作製に成功している（Furukawa N.  et  

al . ,  2006）。そのため、これまでに TRECK法の抱えていた課題を克服することが

できたと考えている。そこで、今後は TRECK 法を用いて、これまで困難だったヒ

ト疾患の原因解明やその治療法の開発に貢献できることを期待している。  



参考3) DTの構造

（A）は、DTAの3次元構造を（PDB 1DTP) 、（B）は、変異導入アミノ酸部分の拡大したものを示す（PDB 1MDT)。K51はL1直後のへ

リックス上に存在するD47と塩橋を形成していると考えられる。

A

B
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第 2 章  

骨粗鬆症モデルマウスの作製  
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2-1.序論  

 

高齢化社会が進む現在、骨粗鬆症研究は非常に重要である。なぜなら、そ

の患者数は年々増加しており大腿骨頚部を骨折した場合には、その多くが寝

たきりになってしまう。そのため、高齢者の QOL：Quali ty  of  l i fe が低下するだけ

でなく、医療費の負担は社会的にも非常に深刻な問題となっている。それにも

かかわらず、骨粗鬆症の治療は予防策程度に留まっており、効果的な治療法

がまだ見出せていないのが現状である。その原因のひとつとして、骨粗鬆症モ

デル疾患動物の作製が困難であることが挙げられる。現在、利用されている骨

粗鬆症モデル動物としては①卵巣除去による骨粗鬆症の誘導、②加齢による

骨粗鬆症病態再現、③動物を固定し不動化することによる骨粗鬆症の誘発な

どがあるが、実際にはそれぞれ煩雑な手間と時間を要する。例えば、卵巣除去

の場合は手術を施す必要がある上、病態再現までには時間がかかるが、必ず

しも全ての個体が骨粗鬆症を発症するわけではない。また、加齢に伴う骨粗鬆

症の病態の再現は飼育期間が長く、個体差もあるため必要な個体数を確保す

るには困難である。そのため、より簡便な骨粗鬆症モデルマウスの作製が望まれ

ていた。本研究室で開発したジフテリア毒素 （DT）受容体を介した新しい細胞

ノックアウト法である TRECK（Toxin Receptor-mediated Cel l  Knockout）法では、

DT を投与するだけで容易に肝炎モデルマウスや（Sai to  M.  et  al . ,  2001）、糖尿

病モデルマウスを作製することが可能である。そこで、骨粗鬆症モデルマウスに

ついても TRECK 法を用いることで、より簡便に作製することが可能になるのでは

ないかと考えた。  

骨組織は体の保持だけでなく、骨を形成する骨芽細胞と骨を吸収する破骨

細胞とのバランスによりシグナル伝達に重要な、体内のカルシウムの代謝に深く

関わっている組織でもある。骨芽細胞は未分化間葉系細胞から分化すると考

えられている。休止期では骨表面で扁平な繊維芽細胞様の形をしているが、活

動期に入ると立方体型に変化し、Ⅰ型コラーゲン・オステオネクチン・オステオカ

ルシンなどの骨基質タンパクや、増殖因子である TGF-β・ IGF・FGF・BMP など

を分泌し骨基質の石灰化を行う。一方、破骨細胞は単球・マクロファージ系の

血液幹細胞由来であると考えられており、複数の核を持つ大型の細胞で酸や

酵素を効率よく作用させ骨吸収を行う。この骨吸収に関わる骨吸収促進ホル

モンは骨芽細胞が分泌するため、破骨細胞は骨芽細胞の近くに存在している。

この様に我々の体内では、骨形成を行う骨芽細胞と骨吸収を行う破骨細胞が

お互いのバランスを保ちながら骨代謝を行うことで、常に新しい骨へと作り変え

る骨のリモデリングが行われている。つまり、この骨リモデリングに異常があると骨
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粗鬆症を初めとする様々な疾患が誘発されるのである。  

我々は、骨芽細胞特異的に障害を与えることで骨形成を阻害し、破骨細胞

による骨吸収のみが起こるような状態を再現できれば骨粗鬆症を誘発すること

が可能になるのではないかと考えた。骨芽細胞が分泌するオステオカルシンは、

骨基質タンパクの非コラーゲンタンパクの中で最も大量に存在する。そのため、

血中のオステオカルシン濃度は骨代謝に連動しており骨疾患における生理学

的マーカーとして臨床で広く用いられている。この骨芽細胞特異的なオステオ

カルシン（Osteocalcin  gene  2:OG2 ）のプロモーターを利 用 し、私 は新 しい

TRECK 骨粗鬆症モデルマウスの作製に着手した。  

骨粗鬆症には女性ホルモンであるエストロゲンが減少することによって起こる

閉経後骨粗鬆症、老化に伴い骨芽細胞への分可能や骨基質分泌能が低下

する老年性骨粗鬆症、及びグルココルチコイド投与による続発性のステロイド性

骨粗鬆症が存在する。TRECK 法を用いた骨粗鬆症マウスは骨芽細胞特異的

にアポトーシスを誘導するため、ステロイド性骨粗鬆症に近いモデルマウスが得

られると考えられる。ステロイド性骨粗鬆症の原疾患としては、関節リウマチ・膠

原病・自己免疫疾患が多く骨粗鬆症推定患者のうち約 20％がステロイド性骨

粗鬆症でありグルココルチコイドの長期服用患者の 25％が骨折を経験している

と考えられている。ステロイド性骨粗鬆症の発症は投与総量と期間に相関して

いるため、高齢者や閉経後女性ではステロイド性骨粗鬆症を発症しやすくなる。

生理的濃度のグルココルチコイドであれば、骨芽細胞の分化・増殖に必要であ

るが、過剰量存在するとオステオカルシンの合成などを抑制しアポトーシスを誘

導することが知られている。  

今回我々が作製を試みる骨粗鬆症モデルマウスは骨芽細胞を標的とし骨

形成を阻害することで骨粗鬆症を誘発する。しかし、先程も述べた様に骨芽細

胞は間葉系幹細胞から分化し常に骨形成に関わっている細胞であるため、DT

の単回投与により一時的に骨芽細胞を除去しても、あらたに骨芽細胞が分化

してくると考えられる。そのため、病態の再現には連続的な DT 投与が必要にな

ると考えられる。これまでに 5µg/kg 以上の濃度で DT を連続投与した場合に、

マウスは中和抗体を産生することが明らかになっている（第 １章参照 ）。そこで、

DT 免疫寛容マウスとの併用も考慮に入れ骨粗鬆症モデルマウスの作製を試

みたので報告する。  
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2-2．材料と方法  

 

本研究においてプラスミド作製には大腸菌のDH5αを用いた。また各制限酵素

はTaKaRa 社のものを使用した。オリゴDNA合成は北海道システムサイエンス

社による。マウスは全て日本クレア株式会社（CLEA Japan,  Inc .）から購入し、

使用 したDTはジフテリア菌 （ PW8株 ）の培養上清 より精製 したものを用いた

（ Ishi i -Kanei  C.  et  al . ,  1979、当研究室岩脇隆夫修士論文）  。  

 

2-2-1  細胞  

マウス骨芽細胞培養株である MC3T3-E1 細胞（本学バイオサイエンス研究

科川市正史教授より供与 ）は αMEM（#M4526：SIGMA ）を用い 37℃、 5％

CO2 で培養した。トリプシン処理には 0.01％トリプシン /0 .05％EDTA を用いた。  

 

2-2-2  MC3T3-E1 の DT 感受性試験  

MC3T3-E1へのトランスフェクションはリポフェクションにより行った。 24 wel l  

d ish（＃3513：CORNING）で培養した細胞にEffecten（QIAGEN）を用いてレポ

ーター（ルシフェラーゼ発現プラスミドであるpCAG-GL3、当研究室の岩脇隆夫

博士が作製）：エフェクター（pOG2-DTR）が1：4になる様にマニュアルに従いトラ

ンスフェクションを行った。12時間後、培養液中に希釈したDT（終濃度 10,  1 ,  

10 - 1 ,  10 - 2 ,  10 - 3µg/ml）を加えさらに12時間培養した。トランスフェクション24時間

後、細胞からタンパク質を回収しサンプルとして使用した。DTのタンパク質合成

阻害活性はルシフェラーゼ活性 を指標 とすることで定量 し、活 性測定には

Luciferase  TM Reporter  Assay System  （Promega）を用いた。   

 

2-2-3  Tg マウス作製  

   

トランスジーンの作製  

pBstN（福島県立医科大学生体情報伝達研究所、小林和人博士より供

与）に Eco RⅠで human HB-EGF を導入した pTRECK1（当研究室古川智

久修士論文参照）のプロモーター領域に PCR で増幅した骨芽細胞特異的

プロモーター（1.3Kb）を Not Ⅰ /Bam HⅠにより導入した pOG2-DTR を作製し

た （ Fig.18 ） 。 オ ステオカルシンプロモーターは Gerard Karsenty 博 士

（ Department  of  Molecular  and Human Genet ics ,  Baylor  Col lege of  

Medicine ,  Houston）より供与頂いた。塩基配列を確認後このプラスミドから、

Xho Ⅰ /Not  Ⅰでトランスジーンを切り出し 0.8％アガロースゲルから QIA quick 
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Gel  Extract ion ki t  （QIAGEN）を用いて精製した。用いたプライマーは以下

に示す。  

 

5N-OG2pro:  AAG GAA AAA AGC GGC CGC  

ATC TGT AGA ATA GTC CAT CC 

OG2pro-3B:  CGC GGA TCC GAC TTG TCT GTT   

CTG CAC CCT 

 

※二重下線は Not  Ⅰを、下線は Bam  HⅠを示す。  

 

  受精卵の採取  

採卵予定日 3 日前に、5 週齢の C57BL/6J 雌マウスに牝馬血清性性腺

刺激ホルモン（Pregnant  mare  serum gonadotrophin、PMSG：帝国臓器）を

5IU/匹腹腔内投与した。採卵予定日の 20 時間前にヒト絨毛性生殖刺激ホ

ルモン（human chorionic  gonadotrophin、hCG：三井ゾーキ）を 5IU/匹腹腔

内投与し、雄マウス C57BL/6J と同ケージにて飼育交配させた。翌朝雌マウ

スの卵管を切除し実体顕微鏡下にて受精卵を膨大部より採取して 1mg/ml

のヒアルロニダーゼ（SIGMA）培養液中で卵丘細胞を除去した後、受精卵を

M2 培地中（SIGMA）で洗浄した。さらにパラフィンオイルで覆われた M16 培

養液（SIGMA）液滴中でインジェクションまで 37℃、5％CO2 で培養した。  

 

  マイクロインジェクションと移植  

   1ng/µ l に 10mM Tris /  0 .1mM EDTA（pH7.4）で希釈した DNA を受精卵の

雄性前核中にインジェクションした。この卵を一晩 37℃、5％CO2 中で培養後、

2cel l を偽妊娠マウス Jcl : ICR の卵管に移植した。  

 

2-2-4  マウス尾からのゲノム回収  

3～4 週齢になるマウスを親から離乳後、尾を約 1cm 切除した。1ml の Lysis  

buffer  （50mM Tris-HCl （pH 8.0）、0.1mM NaCl、20mM EDTA、１％  SDS）

に Proteinase K を 100µg/ml  になるように添加し 55℃で 4 時間から 1 日かけて

完全に溶解した。その後フェノール･クロロホルム抽出を 2 回繰り返し、エタノー

ル沈殿後 70％エタノールで洗浄し適当量の TE に一晩かけて溶解した。  

 

2-2-5  Southern 解析  

マウスゲノム5µgをEco RⅠで完全消化し、0.8％アガロースゲルで電気泳動し

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒   35サイクル 

72℃,90秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞ 
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た。EtBrで染色しサテライトバンドによりゲノムの完全消化を確認した後、0.25M 

HClで加水分解処理し続いて1.5M NaOH、0.5M NaClで中和した。その後、

0.4M NaOH で ポ ジ テ ィ ブ チ ャ ー ジ の ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン （ Hybond N+ ：   

Amersham Bioscience）にアルカリトランスファーを行い、2×SSC（0.3M NaCl、  

0 .03M Na Ctrate-2H2 O （pH7.0））でメンブランを洗浄した。メンブランへのDNA

の固定は80℃で2時間  Baking 処理することにより行なった。  

 

プローブの調整  

プローブは pOG2-DTR （ Fig.18 ）より  Eco RⅠで切 り出 し、フラグメントを

0.8％アガロースゲルから回収して使用した。プローブはRandom Primer  DNA 

label ing ki t  ver .2（TaKaRa）を用いて［α - 3 2 P］dCTPで標識した。解析には

BAS  2500 system（FUJIFILM）を使用した。  

 

ハイブリダイゼーション  

ハイブリダイゼーション、メンブレンの洗浄にはチャーチリン酸 buffer（0.5M 

Na2 HPO4・12H2 O、pH7.2）（Church G.  1984）を使用した。メンブラン100㎝ 2

あたり5mlのハイブリダイゼーションbuffer（１M チャーチリン酸 buffer、１mM 

EDTA、7％  SDS）で65℃、5分間以上プレハイブリダイゼーションを行った。

その後、プローブを添加し65℃で16～20時間ハイブリダイゼーションした。洗

浄液（40mM チャーチリン酸 buffer、1％  SDS）で65℃、5分間洗浄を3回繰

り返 し最 後 に 15分 間 洗 浄 した 。 シグナルの検 出 は BAS 2500 system 

（FUJIFILM）を用いて行った。  

 

2-2-6  Genomic  PCR 

  マウス尾から回収 したゲノムをテンプレートに、 ｒ Taq® DNA  polymerase

（TaKaRa）を用いて PCR を行った。以下にプライマーの配列を示す。  

 

 

hHE-F1:  GCT CTT TCT GGC TGC AGT TC 

hHE-R3:  TTT TTG ATA GGG CCA TGC TC 

 

 

2-2-7  血中 DT 活性の検出  

24 wel l  p las t ic  dish（＃3526：CORNING）に5.0×104  cel ls /wel lになるようDT

感受性 Vero細胞を培養し、その培養液中（500µ l）に希釈した血清を100倍希

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒   35サイクル 

72℃,30秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞
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釈になるようにそれぞれ5µ lずつ加え6時間培養した。その後 200µ lのメチオニン、

シ ステ イ ン不 含 培 地 に交 換 し 3 5 S ラベル化 メチオニン 、 シ ステ イ ン溶 液

（5µCi/ml、NEG-772：NEN）を加え1時間培養した。さらにPBS（ -）で洗浄し、細

胞を0.1N NaOHで溶解し10%トリクロロ酢酸を加えた。生成した沈殿物を10 穴

吸 引 式 glass  f i l ter フ ォ ル ダ ー を 用 い て 25mm glass  f i l ter （ #1822-025 ：  

Whatman ） に吸 着 させ、その放 射 活 性 を液 体 シンチレーションカウンター

（BECKMAN）で測定した。  

 

2-2-8  培養細胞からのタンパク質回収  

 トリプシン処理で細胞を回収した後、10mM Tris-HCl  （pH7.4）、1% NP-40、  

1mM EDTA、2µg/mlアプロチニン（＃03346-84：nacalai  tesque）、2µg/mlロイペ

プチン（＃L-2884：SIGMA）、1µg/mlペプスタチン（＃4397：ペプチド研究所）  、

100µg/ml  PMSF（＃273-27：nacala i  tesque）を含むPBS（ -）に懸濁し氷上で20

分間静置した。その後、遠心し（15,000rpm、4℃、2分）上清を回収した。  

 

2-2-9  RT-PCR 

 

マウス組織からの RNA 回収方法  

マウスを頚椎脱臼により安楽死させ、それぞれの臓器を摘出した。次に、

ISOGEN（NIPPON GENE）1ml とガラスビーズを加え MIXER MILL MM300

（QIAGEN）で 30 回 /秒、3 分間組織破壊を行った。以下、マニュアルに従い

RNA 抽出を行った。  

 

 PCR 反応  

Total  RNA 20µg を 37℃で 30 分間  DNaseⅠ（0.5U）処理しフェノール･ク

ロロホルム抽出した。エタノール沈殿後、70％エタノールで洗浄し適当量の

DEPC 水に溶解し SuperScript  I I  （ Invi t rogen）  を用いて逆転写反応を

42℃で 50 分間行った。反応液を RNase H で処理したものを cDNA として使

用した。コントロールには、mouse GAPDH を使用した。使用したプライマーは

以下に示す。  

 

Osteocalcin  

OC-F：  ATG AGG ACC CTC TCT CTG CT 

OC-R：  CTA AATAGT GAT ACC GTA GA 

 

98℃,5分  

98℃,30秒  

58℃,30秒   35サイクル

72℃,30秒   

72℃,7 分  

4℃, ∞ 
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hHB-EGF  

hHE-F1:  GCT CTT TCT GGC TGC AGT TC 

hHE-R3:  TTT TTG ATA GGG CCA TGC TC 

 

mouse GAPDH  

mGAPDH 1sense:  GCC GAA TTC ATG GTG AAG GTC GGT GTG A 

mGAPDH 1042ant i :  GCC GAA TTA TTG CTC AGT GTC CTT GCT GG 

 

2-2-10  骨組織パラフィン切片の作製方法  

組織の固定  

 10％ホルマリンで一晩、4℃で固定した。  

 

脱灰  

＊EDTA 脱灰  

 サンプルを脱灰液（0.24M EDTA・2Na・2H2 O）に浸し 2、3 日に一度交換し

ながら 2～3 週間、4℃でゆっくり攪拌しながら脱灰を行った。  

 

＊酸脱灰  

 10％ギ酸クエン酸ナトリウム脱灰液（29g クエン酸、18g クエン酸三ナトリウム

水和物、100ml 蟻酸 /１ｌ）を加え 4℃で一晩ゆっくり攪拌しながら行った。  

 

脱水・脱脂  

  メタノール 70％、80％、90％、100％の順に、サンプルをそれぞれ 4℃で 6

時間処理した。さらに、100％メタノールを 6 時間ごとに 2 回交換した。その

後、クロロホルムに浸し 2 時間毎に 3 回交換し、最後に新しいクロロホルム

に交換しサンプルを一晩浸した。  

  

パラフィン浸透・包埋  

70℃パラフィンに 2 時間ずつ 4 回浸し、新しい 70℃パラフィンで一晩浸透処

理を行った。翌日、新鮮なパラフィンでサンプルを包埋した。  

 

薄切  

ミクロトームを用いて 6～8µm に薄切した切片を APS コートしたスライドガラ

ス（SUPER FROST MICRO SLIDE GLASS：MATSUNAMI）に水を落とし

その上にとる。その後、伸展機で一晩乾かした。  
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 脱パラフィン処理  

ドラフト内で Hemo-De（＃CS-1001：藤沢薬品工業株式会社）に 5分ずつ、

3 回浸した。その後、100％エタノール、90％エタノール、80％エタノール、

70％エタノール、ddH2O の順に 1 分ずつ浸したスライドガラスを HE 染色や

免疫染色に使用した。  

 

2-2-11 骨組織凍結切片作製  

マウス組織をホルマリン固定後脱灰し、30% sucrose に置換し 4℃で一晩ゆっ

くり攪拌した。O.C.T.Compound（#4583：SAKURA）中で凍結後、クライオスタッ

トにて 8～10µm の切片を作製した。切片を PBS（ -）で処理し O.C.T.Compound

を除去してから免疫染色や HE 染色に使用した。  

 

2-2-12  HE 染色  

ヘマトキシリン（#131-09665：Wako）で 5 分染色後、流水で 10 分から一晩かけ

て水洗後、ddH2O に浸す。70％、85％、92.5％、96％、100％それぞれの濃度

のエタノール順に 5分ずつ浸した。エオジン（#050-06041：Wako）で 1 分染色後、

適度な濃さになるまで 70％エタノールで洗浄した。100％エタノールで 3 回洗浄

後、さらに 100％エタノールに 5 分×3 回 *浸した。Hemo-De に 5 分×2 回（＃

CS-1001：藤沢薬品工業株式会社）浸した後、マウントクイック（大道産業株式

会社）を用いて封入し、顕微鏡（COOL SCOPE：Nikon）にて観察を行った。  

 

*）無水エタノールを作製するために Molecular  s ieves  3A 1/8  （#133-08645：  

Wako）を添加した。  

 

2-2-13 免疫染色  

凍結切片  

内在性ペルオキシダーゼを賦活化させるため、0.3％H2 O2/PBS で室温、30 分

処理し PBS（‐）で 5 分、2 回洗浄した。次に PBS/0.2%Tri tonX-100/5% normal  

horse  serum（PBST/NHS）で 30 分間 blocking をした。なお、オステオカルシン

を検出する場合には normal  donkey serum を使用した。PBS（ -）で 5 分、2 回

洗浄後内在性のビオチンを blocking するためアビジン（Vector）を 15 分間処理

し PBS（ -）で 2 回洗浄した。その後、内在性のアビジン様分子を blocking する

ためにビオチン（Vector）を 15 分処理し PBS（ -）で 5 分、2 回洗浄した。1 次抗

体は hHB-EGF の検出には Goat  ant i -human HB-EGF（＃AF-259-NA：R&D 

SYSTEMS 100 倍希釈）を、マウス Osteocalcin の検出には Rabbi t  ant i -mouse 
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Osteocalcin  （#M173：TaKaRa  2,500 倍希釈）を使用し、4℃で一晩処理した。

翌日、PBST/NHS で 5 分、2 回洗浄後ビオチンラベルした 2 次抗体（Jackson）

を PBST/NHS で 300 倍希釈して１時間処理した PBST/NHS で 5 分洗浄し続

いて、PBS（ -）で 5 分、2 回洗浄した。予め A 液：B 液：PBS（ -）を 1：1：200 で混

和し 30 分間静置させた Vector  El i te  ABC reagent（Vector）を 30 分間処理し

た。そして、PBS（ -）で 5 分、３回洗浄し 10mg DAB/ 60mg Ni ammonium 

sulfa te /  10ml 50mM Tris-Cl（pH7.6）に  2µ l の H2 O2 を加えたものをフィルター

で濾過後 5 分処理した。PBS（ -）で 5 分、2 回洗浄し一晩乾燥させた。翌日脱

水後、マウントクイックを用いて封入した。  

 

パラフィン切片  

脱パラフィン処理後 、内在性ペルオキシダーゼを賦活化させるため、 0.3％

H2 O2/100％メタノールに室温で 30 分処理し PBS（ -）で 5 分、3 回洗浄した。次

に、15 µ ｌ  血清 /1  ml  PBS（ -）で 30 分 blocking した（HB-EGF;  normal  horse  

serum, Osteocalcin;  normal  donkey serum）。PBS（ -）で 5 分、2 回洗浄後、内

在性のビオチンを blocking するためアビジン（Vector）を 15 分間処理し PBS（ -）

で 2 回洗浄した。その後、内在性のアビジン様分子を blocking するためにビオ

チン（Vector）を 15 分処理し PBS（ -）で 5 分、2 回洗浄した。1 次抗体は

hHB-EGF の 検 出 に は Goat  ant i -human HB-EGF （ AF-259-NA ： R&D 

SYSTEMS、100倍希釈）を、マウス Osteocalcinの検出には Rabbit  ant i -mouse 

Osteocalcin  （#M173：  TaKaRa  2,500 倍希釈）を使用し、1％BSA/PBS（ -）で

希釈し 4℃で一晩反応させた。翌日、PBS（ -）で 5 分、3 回洗浄後 2 次抗体

（1ml PBS（ -） ,  500 µ l  1  %BSA/PBS（ -）、12.5 µ l  血清、5 µ l ビオチンラベル 2

次抗体 : Jackson）を室温で 30 分反応させた。PBS（ -）で 5 分、3 回洗浄後、予

め A 液：B 液：PBS（ -）を 1：1：200 で混和し 30 分間静置させた Vector  El i te  

ABC reagent（Vector）を 30分間処理した。PBS（ -）で 5分、3回洗浄後に DAB

発色 *を行った。PBS（ -）で 5分、2回洗浄し反応を停止させヘマトキシリンにより

対 比 染色後 、脱 水処理 しマウントクイックを用 いて封 入 し、顕 微鏡 （COOL 

SCOPE：Nikon）にて観察を行った。  

 

＊）DAB 発色                   10×DAB  

10×DAB  150µ l               DAB（＃049-22831：Wako） 5mg 

30％H2 O2  1.5µ l              50mM  Tris-HCl（pH7.5）1ml を混合   

50mM Tris-HCl（pH7.5）  1 .3ml             150µ l ずつ -30℃で保存  

遮光し室温で 30 分間反応させた。  
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2-3．結果  

 

2-3-1  マウス骨芽細胞培養株 MC3T3-E1 でｈHB-EGF は DT 受容体とし

て機能する  

骨芽細胞において、OG2 プロモーターが骨組織特異的に機能しているの

かどうか、また hHB-EGF が DT 受容体として機能するのかどうかを解析す

るためにマウス骨芽細胞由来株（MC3T3-E1）を用いた。まず、MC3T3-E1

にリポフェクションにより pOG2-DTR（Fig.19）、Mock を導入した。それぞれ

の細胞から RNA を回収し RT-PCR を行った。ポジティブコントロールとして

は、マウス NIH3T3 細胞にインフェクションにより hHB-EGF を導入した細胞

を用いた。その結果、MC3T3-E1 細胞において OG2 プロモーター制御下

で hHB-EGF を発現していることを確認した（Fig.20A）。次に、骨芽細胞に

おける hHB-EGF の DT 受容体としての機能を確かめるために MC3T3E-1

に pOG2-DTR と、ルシフェラーゼ遺伝子をコードするレポータープラスミド

pCAG-GL3をリポフェクションにより共発現させた。トランスフェクション 12時

間後に DT を加え、24 時間後に細胞を回収しルシフェラーゼ活性をタンパ

ク質合成量の指標として測定した。DT は細胞内に取り込まれると宿主細

胞のタンパク質合成を阻害する。そのため、トランスジーンが機能していれ

ば、DT が細胞内に取り込まれ共発現させているルシフェラーゼの合成が

阻害されることが予想される。pOG2-DTR を導入した場合のみ DT 濃度依

存的にタンパク質合成量が低下していることが明らかになった（Fig.20B）。

以上のことから、骨芽細胞においても hHB-EGFが DT受容体として機能し

ていることが明らかになった。以上のことから OG2 プロモーター制御下で

hEB-EGF を発現させることで骨芽細胞を標的とした TRECK マウスの作製

が可能であると判断した。  

 

2-3-2  Tg マウスの作製及び発現確認  

 

RT-PCR 

次に、トランスジーン（Fig.21）を用いて Tg マウスを作製した。マウス尾か

らゲノムを回収し Genomic  PCR と Southern 解析を行ったところ、トランスジ

ーンの導入が確認できる 14 ラインの Tg マウスを取得することができた。得

られた Tg マウスの骨組織から RNA を回収し、RT-PCR を行ったところ、Tg3

について、オステオカルシンの発現している骨組織 （大腿骨及び歯 ）のみ

hHB-EGF の発現を確認することができ、他の組織での発現はまったく認め
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られなかった（Fig.22A）。また同様の結果を Tg5 でも得ることができた（Data 

not  shown）。  

 

免疫染色  

次に、骨芽細胞特異的に hHB-EGF を発現しているかどうかを確認する

ため、Tg3 より大腿骨を摘出し EDTA 脱灰後パラフィン切片を作製した。

骨芽細胞特異的マーカーであるオステオカルシンと DT 受容体である

hHB-EGF について、それぞれ免疫染色を行った。その結果、オステオカル

シンと同様に hHB-EGF の発現を骨芽細胞で確認することができたことから

Tg3 では骨芽細胞特異的に hHB-EGF が発現していることが明らかになっ

た（ Fig.22B ） 。また、 Tg5 においても同 様の結果が得 られた（Data not  

shown）。  

 

2-3-3  50µg/kg の DT 連続投与  

これまでに、骨細胞を標的とした TRECK マウスにおいて、500µg/kg の DT

を関節に直接投与して初めて DT 投与依存的な骨細胞死を確認することが

できたという報告があったため（Personal  communicat ion）、骨を標的とした

TRECK法では高濃度の DT投与が必要であると考えられた。さらに、骨粗鬆

症を誘発するためには長期的に骨芽細胞にダメージを与える必要があり DT

の連続投与を行わなければならない。マウスにおける DT の LD5 0（median 

le thal  dose ）は 500µg/kg であり （ Pappenheimer AM Jr.  et  al . ,  1982 ）

500µg/kg 投与では WT でもマウスが死亡してしまい長期的な解析が困難で

あるため、50µg/kg を DT 投与濃度として設定した。また、50µg/kg の DT は

マウスに投与すると約 3 日で代謝されることが明らかになっている（当研究室

岩脇隆夫修士論文参照）。そのため、連続的に骨芽細胞に障害を与える目

的で、血中に常に DT が存在するよう Tg3 及びその同腹子（Tg-）3 匹ずつに

50µg/kg の DT を 3 日毎に腹腔内投与した。  

    その結果、Tg3 と Tg-どちらも 6 日目以降体重が減少し始め、10 日後  

に Tg3 で 2 匹、Tg-でも 2 匹が死亡した（Fig.23）。このとき、DT 投与による

骨芽細胞の減少しているのかどうかを調べるために、DT投与開始 10日後に

生存していた個体について、大腿骨を回収し酸脱灰処理後、海綿骨部分

の凍結切片を作製した。骨芽細胞は、エオジンで染色されるため HE 染色を

行った。その結果、DT を投与した Tg3 と Tg-のいずれにおいても骨芽細胞の

減少は確認できなかった（Fig.23）。  
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2-3-4  10µg/kg DT の 1 週間及び 2 週間連続投与  

50µg/kg の連続投与を行った場合に死亡する個体が存在したため、投与す

る DT 濃度を 10µg/kg へ変更し連続投与を行った。3 日毎に 10µg/kg の DT

を Tg3 マウス腹腔内に連続投与を行った。DT 投与 1 週間（2 回投与）及び、2

週間（4 回投与）のマウスの組織を回収し、EDTA 脱灰後凍結切片を作製しオ

ステオカルシンによる免疫染色を行った。その結果、10µg/kg の DT を 1 週間あ

るいは 2 週間投与したいずれの場合においても、DT による骨芽細胞の消失は

確認できなかった（Fig.24）。  

 

2-3-5  10µg/kg DT の 1 ヵ月連続投与  

そこで、10µg/kg の DT 投与期間を 1 ヵ月まで延長した。10µg/kg の DT

投与であれば死亡する個体なかった（Fig.25A）。しかしながら、1 ヶ月経過し

ても一般的な骨粗鬆症モデルマウスで見られるような明らかな骨格の異常

は認められなかった（Data not  shown）。実際に DT 投与により骨芽細胞が

減少しているのかどうかを確認するために、DT を 1 ヶ月間連続投与（10 回

投与 ）したマウスの大腿骨を酸脱灰し、凍結切片を作製し骨芽細胞特異

的に発現するオステオカルシンの免疫染色を行った。Tg3 で大腿骨の海面

骨部分において通常骨表面に存在している骨芽細胞が確認できず、骨基

質の一部のみが染色されていることが観察された（Fig.25B）。  

そこで、次に DT を 1 月間連続投与（10 回投与）した先程のマウスが DT

に対する中和抗体を産生しているかどうかを調べた。DT はタンパク質合成を

阻害することにより細胞毒性を示す。そこで、DT を 1 月間連続投与したマウ

スに、さらに 50µg/kg の DT を単回投与し 6 時間後に血清を回収した。その

血清を DT 感受性 Vero 細胞の培養液に添加し、タンパク質合成量を測定

することで血中残存 DT 活性を解析した。血中に DT 活性が残っていればタ

ンパク質合成が著しく阻害されると考えられる。コントロールの PBS を連続投

与したマウスでは、タンパク質合成が著しく阻害を受けていることから血中に

残存 DT 活性を検出した。これに対して、10µg/kg の DT を連続投与したマウ

スで、タンパク質合成がほとんど阻害されず血中に DT 活性が認められない

個体の存在が明らかになった。つまり、DT を連続投与したマウスのうち 5 匹

中 3 匹で DT の中和抗体を産生していることが示唆された（Fig.26）。  
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Fig.19  pOG2-DTR プラスミドマップ  

 

pOG2-DTR 及び、その作製に使用したプラスミドを示す。  
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Fig .20  MC3T3-E1 での OG2-DTR 機能確認  

 

A. MC3T3-E1 に Mock と pOG2-DTR をトランスフェクションし回収した RNA 及

び、ポジティブコントロールとして NIH3T3 にｈHB-EGF をインフェクションした

細胞から RNA を回収し RT-PCR を行った。  

 

B.  MC3T3-E1 にルシフェラーゼと pOG2-DTR を共発現させた。トランスフェクシ

ョン 12 時間後に DT を添加し、24 時間後にタンパク質合成量をルシフェラーゼ

の活性を指標に算出した。なお、値は未処理サンプルのタンパク質合成量を

100％とした。  
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Fig.21  TRECK 骨粗鬆症モデルマウス作製のためのトランスジーン  

 

pOG2-DTR（Fig.19）より Not  Ⅰ /Xho Ⅰで切り出し精製後、トランスジーンとして

使用した。N：Not Ⅰ、B：Bam HⅠ、E：Eco RⅠ、X：Xho Ⅰ  
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Fig.22  Tg マウスの発現解析  

 

A．   骨組織特異的な hHB-EGF（DTR）の発現を確認するため、骨組織及び

その他の組織より RNA を回収し RT-PCR を行った。  

 

B．   Tg3 の Osteocalcin（凍結切片）及び hHB-EGF（パラフィン切片）の免疫

染色。M は骨髄（marrow）、T は海綿骨（ t rabecular  bone）示す。スケール

バーは 50µm を示す。  
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Fig.23  OG2-DTR-Tg3  50µg/kg の DT 連続投与  

 

Tg3・雌 （A）及び Tg-・雄 （B）に 50µg/kg の DT を 3 日毎に投与し体重を

計測した。また、DT 投与 10 日後（3 回投与）に生存していた個体から組織

を回収し酸脱灰後、大腿骨海面骨部分の HE 染色を行った。M は骨髄

（marrow）、Tは海綿骨（ t rabecular  bone）、青色のシグナルで検出される海

綿骨表面に存在する骨芽細胞はで示す。スケールバーは 50µm を示す。  
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Fig.24  1 週間及び 2 週間にわたる 10µg/kg の DT 連続投与  

 

OG2-DTR-Tg3 について 10µg/kg の DT を 1 週間（A）及び 2 週間（B）連続投  

与を行った後、大腿骨海綿骨のオステオカルシンの免疫染色を行った。M は  

骨髄（marrow）、T は海綿骨（ t rabecular  bone）を示し、シグナルが褐色で検出  

される骨芽細胞は矢印で示している。スケールバーは 50µm を示す。  
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Fig.25   Tg3  10µg/kg の DT 連続投与  

 

A.  Tg3 に 3 日毎に 10µg/kg の DT 投与と体重計測を行った（n=3）  。エラーバ

ーは標準偏差を示す。  

 

B.  DT 投与開始 1 ヶ月後に組織を摘出して酸脱灰後、凍結切片を作製しオス

テオカルシンの免疫染色を行った。Anti-Osteocalc in 抗体は 2,500 倍希釈

して使用した。M は骨髄（marrow）、T は海綿骨（ t rabecular  bone）示し、シ

グナルが青色で検出される骨芽細胞は矢印で示す。スケールバーは 50µm

を示す。  
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Fig.26  10µg/kg の DT を連続投与した Tg3 の血中残存 DT 活性  

 

10µg/kg の DT を連続投与したマウスについて、中和抗体を産生しているかどう

か DT の血中残存活性を DT 感受性 Vero 細胞のタンパク質合成量を指標に

解析 を行 った。培 養 上清 に何 も添 加 していないときのタンパク質 合成量 を

100％とした。投与した DTが抗体により中和された場合には、DT活性が消失し

タンパク質合成阻害は起こらない。n=3、エラーバーは標準偏差を示す。  
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2-4．考察  

 

本 研 究 において 、我 々は骨 芽 細 胞 特 異 的 に DT 受 容 体 である

hHB-EGF を発現する Tg マウスを作製することに成功した。骨粗鬆症の病

態再現を目的として 50µg/kg の DT を連続投与したが 3M3、Tg-に関わら

ず 10日後には、ほぼ全ての個体が死亡した。この原因は明らかではないが、

RT-PCR により hHB-EGF の骨特異的発現が確認できていることと、同腹子

でも同様に個体が死亡するためトランスジーンによる影響ではないと考えら

れる。10µg/kg で DT 連続投与を行った場合には、1 ヵ月に及ぶ DT の長

期 間 投 与 が可 能 であり 、骨 芽 細 胞 の消 失 も確 認 することができたが

（Fig.24）、一般的な骨粗鬆症モデルで見られるような病態の再現には至

らなかった。  

この原因として①骨芽細胞の消失が完全ではない②骨芽細胞が消失

し骨形成が停止した後、破骨細胞による骨吸収のみ起こる期間が短いと

いうことが考えられる。10µg/kg の DT を 1 ヵ月連続投与した場合に、Tg3

では骨芽細胞を全く検出することができなかったため（Fig.24B）、おそらく

前者の可能性は低いと考えられる。TRECK 法を用いたモデルでは、DT

投与により骨芽細胞が破壊され骨芽細胞と破骨細胞によるリモデリングの

バランスが崩れることで骨粗鬆症を発症すると考えられる。そのため、破骨

細胞による骨吸収のみ起こる期間が長いほど、より重度の病態を再現する

ことが可能であると推測できる。そのためには、長期的な DT の投与を行う

必要があるが、それによりマウスが DTに対する中和抗体を産生してしまうと、

DT 投与依存的な骨芽細胞の破壊は困難になる。結果的に、抑制されて

いた間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化が誘導され、骨のリモデリング

のバランスが回復した可能性が考えられる。つまり、現在解析している Tg3

では、例え 1 ヶ月以上 DT の連続投与を行ったとしても中和抗体を産生す

ることにより長期的な骨芽細胞の破壊ができなくなり、骨粗鬆症の病態再

現は非常に困難であると言える。  

一方、 thymidine kinase（TK）を用いて ganciclovir（GCV）投与依存的

に骨芽細胞を除去した場合には、１ヵ月間の投与により骨密度低下や重

度の骨格異常などの骨粗鬆症の病態を示すことが報告されている（Corra l  

DA. et  al . ,  1998）。TK を用いたマウスでは GCV の投与を毎日行っていた

ことから、OG2-DTR マウスにおいても 10µg/kg の DT を毎日投与することで、

より早い時期に骨芽細胞の減少が確認できる可能性があり、さらには骨粗

鬆症の病態を再現できる可能性が高いと考えられる。そのためには、連続
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投与による DT 中和抗体の産生を防ぐ必要がある。そこで、DT に対する抗

体を産生しない DT 免疫寛容を獲得したマウスを用いることが非常に有効

であると考えている。1 章で報告した DT 免疫寛容マウスは TRECK マウス

と交配させるだけで容易に TRECK マウスに DT 免疫寛容能を付与するこ

とができる。この double‐Tg マウス用いれば、長期間に渡る複数回の DT投

与が可能になるため骨粗鬆症の病態再現が容易になると考えている。先

程の TK を用いたマウスでは、投与する GCV がヌクレオチドアナログである

ため増殖の盛んな細胞しか標的にすることができない。そのため、骨代謝

回転の活発な若い個体についてしか研究できない。これに対して、TRECK

モデルの場合は、細胞の増殖速度に関わらず DT 受容体を発現していれ

ば良いので、どの週齢マウスでも DT投与による病態再現が可能であるとい

う点で大きく異なっている。  

骨粗鬆症には様々な因子の関与が指摘されておりその原因も多様であ

るが骨芽細胞の機能に着目した場合、骨芽細胞への分化能の低下や骨

基質分泌能の低下など、いわゆる老化が原因であると指摘されている。そ

のためテロメラーゼの導入による骨芽細胞の寿命を延長させた骨芽細胞

や、BMP のなど骨基質の分泌促進因子を導入し骨形成能を向上させた

骨芽細胞を骨粗鬆症マウスに移植することで骨形成が促進されることが期

待できる。また、多量の骨芽細胞を新たに病態部分へ導入することで症状

を改善することも期待できる。ドナー細胞としては、自己由来の細胞が拒

絶反応を抑えることができるため最も適していることは言うまでもない。胚性

幹細胞の利用は倫理的な面から実際の治療への応用は現段階では非

常に困難である。そのため、体性幹細胞の有効利用が必要になるが、これ

まで体性幹細胞は体の中心部にある細胞が多くその採取は、患者に非常

重度の負荷がかかっていた。今日の再生医療研究の発展は目覚しく、そ

の中で新たな体性幹細胞として期待されているのが脂肪細胞である。これ

まで用いられて来た体性幹細胞とは異なり、脂肪細胞は皮下から容易か

つ大量に採取でき患者への負担も少ないことからその有用性が期待され

ている。そもそも、脂肪細胞や骨芽細胞、筋細胞などは、中胚葉由来の細

胞であるため脂肪細胞を脱分化させて新たに分化誘導をかけると、骨芽

細胞や筋細胞に分化 させることが可能であるという報告が得られている

（Yagi  K.  et  al . ,  2004）。そのため、骨の再生における脂肪細胞の利用は

かなり現実味を帯びてきている。  

これらの骨芽細胞の移植実験においては、本研究で作製した TRECK

骨粗鬆症マウスの利用が最も適していると考えている。なぜなら、DT 投与
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を続けることで常にレシピエント由来の骨芽細胞にのみダメージを与えるこ

とが可能であり、移植するドナー由来骨芽細胞には影響を与えないので、

その機能を正確にモニターできるためである。ステロイド性骨粗鬆症の場

合、骨芽細胞がアポトーシスを起こすため骨形成の誘導は期待できず、一

般的な治療法としては骨吸収抑制剤に頼るしかない。しかしながら、骨吸

収の抑制のみでは症状の悪化を抑える程度で骨粗鬆症の治療には不十

分であり、骨形成を促す治療法が求められている。そのため、今後 この

TRECK 骨粗鬆症モデルマウスが年々増加し続ける骨粗鬆症患者の苦痛

を和らげ高齢者のより快適な生活に貢献できるよう、骨形成を促進する新

しい骨粗鬆症の治療法開発に利用されることが期待される。  
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