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研究成果の概要（和文）：カルシニューリンは骨免疫システムにおける重要な役割を担う主要なタンパク質ホス
ファターゼである。骨芽細胞において、NFAT活性化を調べるウエスタンブロッティング法による解析を行った。
炎症によりNFATの脱リン酸化は促進され、NFAT-カルシニューリンシグナルの活性化が示唆された。カルシニュ
ーリンの結合分子の探索を行い、免疫応答に重要なNMT1と結合することが明かになった。NMT1はミリストイル化
転移酵素であり、カルシニューリンにもこの反応を可能にする特定のアミノ酸配列が認められたことから、ミリ
ストイル化修飾反応を介してカルシニューリンの分子動態や免疫制御機構の変化が生じていることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Calcineurin is major protein phosphatase, which play important role for 
system of osteo immunity. In osteoblasts, we have experiments of westernblotting analysis, which is 
investigation for NFAT activity. Dephosphorylation of NFAT is induced, and suggested activation of 
NFAT-Calcineurin signals. We investigated calcineurin binding protein, and find NMT1, which is 
important molecule for immuno response. NMT1 is a transferase of protein myristoylation, and 
calcineurin is also catalyzed by the enzyme because of calcineurin have specific amino-seqence for 
the reaction. These results suggested that molecular change in calcineurin and in regulatory 
mechanisms for immunity of osteoblasts. 　

研究分野： 分子生物学

キーワード： 骨免疫　骨代謝　骨芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
顎骨骨髄炎などの骨炎症性疾患は難治性であり、その病態や分子生物学的機序はほとんど明らかになっていな
い。骨表面に存在する骨芽細胞が骨免疫の主体を担うと考えられ、この細胞内分子挙動の解明に繋がれば、病態
把握や治療薬へのアプローチとして学術的、社会的意義が大きい。また、予防的に対応する手法や阻害剤などを
用いたアプローチへ発展する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

免疫応答を担う分子として NFAT がある。 NFAT シグナルは、近年免疫細胞の活性化につな
がる IL-2 や IL-7 などを産生することから免疫機能の獲得に重要と考えられる。このシグナ
ルの活性化に必須である NFAT の脱リン酸化は、カルシニューリン (Cn) が主に行う。これま
で Cn と NFAT の相互作用を解析した報告は散見されるが、NF-kB シグナルの活性化が Cn と 
NFAT の相互作用へ及ぼす影響は不明である。このことから、骨芽細胞において NF-kB シグナ
ルが免疫機能の低下に関わる機序が考えられた。難治性の骨髄炎には、こうした骨の易感染性や
炎症の制御困難に寄与している機構が背景にあると考えるに至った。 
骨芽細胞において、炎症性刺激により免疫応答システムに変化が生じることが考えられた。免

疫応答の中心的役割を担うカルシニューリンはタンパク質ホスファターゼの一つであり、NFAT-

カルシニューリンシグナルは主要な免疫シグナルとして知られている。そこで炎症時には骨免
疫システムの変化からこのシグナルに変
化が生じている可能性があり、カルシニ
ューリンを介した機序が考えられた。そ
こで、それを可能にするカルシニューリ
ン結合分子を同定し、この分子生物学的
な特徴を調べることで、骨免疫に新たな
知見がえることができると考えた。これ
まで骨芽細胞における骨免疫学的観点か
らアプローチを行った研究は少なく、学
術的、社会的な意義があり、今後この結
合分子を標的とした新たな治療法の開発
に寄与する可能性が考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

カルシニューリン結合分子を同定することで、骨芽細胞において、炎症性刺激に対する免疫応答
システムを解明し、その抑制機序を明らかにすることである。また様々な修飾反応が生じている
可能性が考えられ、NFAT-カルシニューリンシグナルを主体としたシグナル経路の活性化状態
を解明する。 

 

 

 

３．研究の方法 

まず、ウエスタンブロッティング法を用いて炎症性刺激に対する NFAT-カルシニューリンシグナ
ルの活性化状態について検討する。用いる抗体は NFAT のリン酸化抗体やカルシニューリン抗体
であり、NFAT のリン酸化状態を定量的に把握することでシグナルの活性化状態について検討す
る。その上で、細胞免疫染色法を用いて、NFAT やその他の関連分子の細胞内局在などについて
検討し、炎症性刺激として TNFa 刺激を用いた実験を行う。最後に抗体を用いた免疫沈降実験を
行い、カルシニューリンと結合する分子を網羅的に解析する。 
 
 
 
４．研究成果 
ウエスタンブロッティング法では、NFAT の脱リン酸化が炎症性刺激に対して亢進することが明
らかになった。またこのとき、結合する分子として NMT1（N-ミリストイル化転移酵素 1）がカル
シニューリンと結合することが明かになった。カルシニューリンにはこの NMT1 が触媒酵素とし
て作用するミリストイル化配列を有しており、カルシニューリンが NMT1 によってミリストイル
化されている可能性が示唆された。また TNFa によって NMT1 の発現量は抑制されることが明か
になった。 
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