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研究成果の概要（和文）：超高齢社会の日本において、身体を支える骨の健康維持は高齢者のQOLに直結する。
本研究は、新規骨代謝制御分子PRIPを標的として阻害剤を探索し骨量・骨密度の維持・改善への効果を明らかに
することを目的として解析を行った。骨芽細胞分化と共に発現が増加するオステオカルシンの遺伝子プロモータ
ーの下流にGFPを繋いだコンストラクトを作製しMC3T3-E1細胞に導入したノックイン細胞を作製した。この細胞
を用いて、化合物存在下でBMP刺激により骨芽細胞へ分化誘導し、GFP蛍光強度によりPRIP機能の阻害効果を有す
る化合物を選択する系を確立した。これを用いて現在、化合物ライブラリーを探索中である。

研究成果の概要（英文）：We tried to search for inhibitors of PRIP, a novel molecule regulating bone 
metabolism, to investigate the effects of the inhibiters on bone volume and the density in vivo. 
PRIP (phospholipase C-related, but catalytically inactive protein) is involved in the regulation of 
bone formation through negatively controlling osteoblast differentiation, and the inhibitors of PRIP
 would be able to suppress the decrease of bone volume and the density, or maintain bone health. We 
constructed the GFP vector driven by osteocalcin gene promoter, to generate GFP knock-in MC3T3-E1 
cells. Now search for the inhibitors are in progress, using the knock-in cells and the compound 
library.

研究分野：骨代謝制御　生殖制御

キーワード： 骨芽細胞分化　阻害剤　PRIP

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会の日本で増加する骨粗鬆症は、骨折だけでなく各種骨関連疾患を引き起こすため、その治療法の確立
は急務である。近年、様々な作用機序の治療薬が登場しているが、例えばビスフォスフォネートによる顎骨壊死
やエストロゲン製剤による視力障害など副作用を有するものが多い。また、低ホスファターゼ症へのALP補充療
法においても、乳児型での高カルシウム血症発症などの副作用が根本的治療を阻んでいる。このような中、新規
骨代謝関連分子であるPRIPの阻害剤が見いだされれば、骨代謝制御の新たな分子基盤の解明に貢献し骨関連疾患
のメカニズム解明にも繋がり、それに基づく治療法開発のbreak throughになりえる。

※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 

 超高齢社会の日本では、骨粗鬆症患者が推計1200万人を越え、予備軍を含めると2000万人に達す

ると言われている。骨粗鬆症は、骨折だけでなく各種骨関連疾患を引き起こすため、その治療法の確立

は急務である。そのため世界中で研究・開発が進められており、近年様々な作用機序の治療薬が登場

しているが、例えばビスフォスフォネートによる顎骨壊死やエストロゲン製剤による視力障害など副作用

を有するものが多い。また、低ホスファターゼ症においては近年ALP補充療法が開発されつつあるが、

乳児型での高カルシウム血症の発症など、やはり副作用の問題が根本的治療を阻んでいる。 

 このように、治療法の確立が追いつかない中、細胞内シグナル分子PRIP (phospholipase C-related, 

but catalytically inactive protein) のノックアウトマウスにおいて、ヒト閉経後と類似したホルモン状態であ

るにもかかわらず骨量が増加し、かつ野生型同様の健康状態で同等の寿命を全うすることが分かった。

そこでこのマウスが、ヒトの健康寿命の延伸に貢献できるモデルマウスになる可能性があると考えた。こ

れは、PRIPの阻害剤が副作用の少ない骨関連疾患の治療薬になりえることを示唆している。PRIPの機

能や作用の分子メカニズムについては不明な点が多いため、阻害剤の発見によりそれら基礎的な研

究が劇的に進展し、新たな分子基盤の解明に繋がることも期待された。以上より、本研究の構想に至っ

た。 
 
２．研究の目的 

超高齢社会の我が国は、医療、福祉など様々な課題を抱えているが、各人が自立した生活を送ること

が理想であり、その実現が種々の課題解決に大きく貢献する。「立つ、歩く、座る」などの基本的動作は

日常生活に不可欠であり、身体を支える骨の健康維持は、高齢者の QOL に直結する。私は、細胞内

シグナル分子 PRIP の機能解析を進める過程で、本分子が骨代謝を制御する新規分子であることを見

出した。そこで本研究では、PRIP が、閉経後骨粗鬆症など老化による骨量減少性疾患や、低ホスファタ

ーゼ症や骨軟化症など難病指定の重症骨関連疾患への治療の標的になりうると考え、本分子の阻害

剤を探索し、骨量・骨密度の維持・改善への効果を明らかにすることを目的として解析を行った。 

 
３．研究の方法 
・ ALP/GFP 細胞の作製	

 蛍光タンパク質 Green Fluorescent Protein (GFP) 遺伝子の 5’端に自己切断ペプチド（T2A配列）を

繋ぎ、GFP の下流に薬剤（puromycin）耐性遺伝子を繋いだベクターを構築し、マウス頭蓋冠由来細胞

株 MC3T3-E1 のゲノム上で ALP遺伝子の最終エクソン（exon12）の 3’端に挿入し、ALP の発現と同時

に GFP を発現する細胞（ALP/GFP 細胞）を作製した。この細胞を BMP4 刺激により骨芽細胞に分化さ

せると、ALP の発現とともに GFP が発現する。 

・ ROSA/GFP 細胞の作製 

ALP/GFP 細胞が予想通りに作動しなかったため、同じく骨芽細胞分化マーカーであるオステオカルシ

ン遺伝子のプロモーターの下流に GFP 遺伝子および薬剤耐性遺伝子を繋いだドナーベクターおよび

ターゲット切断ベクターを構築した。これをマウスゲノム上の ROSA26 領域に挿入した ROSA/GFP 細胞

を作製した。 

・ PRIP2-KO細胞の作製 

骨芽細胞系で発現する PRIP2 遺伝子をノックアウトするため、EF1aプロモーターの下流に薬剤
耐性遺伝子-SV40pA	 を繋いだベクターを構築し、ガイド RNA を設計した。CRISPR-Cas9 法にて

MC3T3-E1 の PRIP2遺伝子エクソン２内にベクターを挿入し、PRIP2-KO細胞を作製した。 

・ マウス前骨芽細胞の調製 

生後１日のマウス未熟頭蓋骨を採取し、酵素処理を行う（0.1%コラゲナーゼ、500U/ml ディスパーゼ）。

当量の培地を加え酵素反応を停止させ、セルストレイナーにて濾過し細胞を回収する。10cm dish にま

き、２〜４日間培養し、回収して凍結保存した。 

・ 骨芽細胞分化 

MC3T3-E1 およびその遺伝子改変細胞について、２つの系で骨芽細胞分化を行った。培地（1MEMa、

0% FBS、ペニシリン・ストレプトマイシン）中に BMP4 を 20ng/ml濃度で添加し 3日間培養、またはアスコ

ルビン酸（AA）を 50ng/ml およびb-グリセロリン酸（b-GP）を 10ng/ml の濃度で７日間培養し、ALP染色

および ALP活性測定を行った。 



	

４．研究成果	
 化合物スクリーニングシステムの構築 

 骨芽細胞へ分化誘導可能な未分化細胞を分化刺

激すると、PRIP 欠損（KO）細胞では野生型（WT）より

多くの骨芽細胞が産生される。KO 細胞のこの性質に

鑑みて、骨芽細 胞 分化マー カー である Alkaline 

Phosphatase (ALP) 遺伝子を利用したスクリーニング

システムの構築を行った。まず図１に示すように、GFP

遺伝子の 5’端に自己切断ペプチド（T2A 配列）をつ

ないだベクターを構築し、MC3T3-E1 のゲノム上で

ALP 遺伝子の末端に挿入し、ALP の発現と同時に

GFP を発現する細胞（ALP/GFP 細胞）の作製を行っ

た。この細胞を骨芽細胞に分化させると GFP が発現

するので、その蛍光強度をプレートリーダーで測定す

ることが可能である。PRIP は、正常な骨芽細胞分化に

おいて BMP シグナルを抑制的に制御するので、化合

物存在下で蛍光強度が増加すれば、その化合物は

PRIP の阻害剤である可能性がある。一方、化合物が

KO 細胞の蛍光強度をさらに増強していれば、PRIP

阻害以外の作用で骨芽細胞分化を促す可能性が高

いので、候補から除外する。 

 このような計画のもと、ALP/GFP 細胞の作製を行ったが、作製は非常に困難で何度か構築方法を変

更した。まず、当初の計画通り T2A-GFPベクターの ALP遺伝子末端への挿入を行ったがクローンが取

れなかったため、薬剤耐性遺伝子を下流に追加してベクターを再構築し MC3T3-E1 への遺伝子導入

を行った。188 クローンについて PCR を行い 10 クローンでノックイン配列を確認したが、シーケンス解析

により一塩基置換などの変異やゲ

ノム編集前の配列の残存の可能

性などが認められた。この 10 クロ

ーンについて骨芽細胞分化を誘

導し ALP 染色を行ったところ、野

生型 MC3T3-E1 に比べ８個のクロ

ーンで殆ど染色されなかった（図２

に一部を示す。#12 は染色が認め

られたクローン）。リアルタイム PCR

の解析から、ALP と類似して骨芽細胞分化に伴って発現量が増

加するオステオカルシンでは、野生型同様の遺伝子発現の増加

が見られたが、ALP は分化０日でのベースの発現量が 1/10ほど

に減少していた（図３）。これらの結果から、分取された ALP/GFP

クローンの多くは、ゲノム編集による影響により ALP の発現調節

に異常を来たし発現しにくくなっていることが示唆された。 

 そこで、マウスゲノム上で遺伝子ターゲティングの安全領域と言

われる ROSA26 に GFP を挿入することとした。オステオカルシン

プロモーターの下流に GFP および薬剤耐性遺伝子を繋いだドナーベクタ

ーを作製して ROSA26に挿入し、薬剤セレクションにより ROSA/GFP 細胞

２クローンを得た。これらについて、骨芽細胞分化（図４）および GFP の発

現を確認した。野生型に比べ、分化能が多少下がっていたが、現在、これ

らのクローンについて、ベストな分化条件（BMP 刺激および AA+ b-GP 刺

激による分化誘導の条件）を検討中である。今後、分化に伴う遺伝子発現変化を確認後、化合物ライブ

ラリーを用いた PRIP 阻害剤のスクリーニングを行う予定である。 

 また、MC3T3-E1 の PRIP2-KO細胞を作製し、PRIP2 発現量の低下を確認した。マウス野生型および

PRIP-KO の頭蓋骨より前骨芽細胞を調製した。これらの細胞を用いて、スクリーニング後得られた PRIP

の阻害剤候補について、その効果を検討し、候補化合物をさらに絞り込む。 

 In vitro での検討後絞り込まれた化合物について、マウス個体を用いた in vivo での骨への効果を検
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ශਊに೘ၜしたノックイン株9株およびwt株について、BMP4を೸Ⴕဗ10・20・40ng/mLとなる
よう࿸加し7႘৖თጊし、૰୯ପᅑ੼で観ళした。また、ALPアッセイをபった。
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よう添加し7日間თጊし、蛍光顕ᅑ鏡で観察した。また、ALPアッセイを行った。
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ALPアッセイ

0ng/ml 10ng/ml 20ng/ml 40ng/ml

Clone#10

ALPの染色・GFPのᄇ現とも観察されなかった。

㖀㕿㖉蛍光像
(Merge)

【進捗ሇ告 ᇀ化ዤ導試験結果】

9

新規に取得したノックイン株9株およびwt株について、BMP4を終Ⴕ度10・20・40ng/mLとなる
よう添加し7日間თጊし、蛍光顕ᅑ鏡で観察した。また、ALPアッセイを行った。

ALPアッセイ

0ng/ml 10ng/ml 20ng/ml 40ng/ml

Clone#12

㖀㕿㖉蛍光像
(Merge)

ALPの染色は観察されたが、GFPのᄇ現は観察されなかった。

ALP染色

#12#10#9Clone #7MC3T3-E1 (WT)

��. ALP/GFP��������"!�#���	��
�
�

GFP

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d0					2					3d 0				3d

ALP osteocalcinGAPDH

E1-WT E1+GFP

MC3T3E1-WTでは分化とともにALPの発現50倍以上増えているが、
+GFPではBMP4-の時の発現量が1/10ぐらいに低くBMP4+３dayでは発現量が増えているが
WTのBMP4+３dayに比べて1/10ぐらい少ない。
OCも分化とともに発現量が増加する遺伝子であるが、OCはWT,	+GFPともBMP4	+3dでかなり発現量増加しており、
細胞の分化は進んでいるようである。
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E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d0					2					3d 0				3d

ALP osteocalcinGAPDH

E1-WT E1+GFP

MC3T3E1-WTでは分化とともにALPの発現50倍以上増えているが、
+GFPではBMP4-の時の発現量が1/10ぐらいに低くBMP4+３dayでは発現量が増えているが
WTのBMP4+３dayに比べて1/10ぐらい少ない。
OCも分化とともに発現量が増加する遺伝子であるが、OCはWT,	+GFPともBMP4	+3dでかなり発現量増加しており、
細胞の分化は進んでいるようである。

280622

BMP4添加日数
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【ුྜྷሇெ ᇀ化ዤ၏ಀଫଅ果】
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ශਊに೘ၜしたノックイン株9株およびwt株について、BMP4を೸Ⴕဗ10・20・40ng/mLとなる
よう࿸加し7႘৖თጊし、૰୯ପᅑ੼で観ళした。また、ALPアッセイをபった。
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【進捗ሇ告 ᇀ化ዤ導試験結果】
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新規に取得したノックイン株9株およびwt株について、BMP4を終濃度10・20・40ng/mLとなる
よう添加し7日間თጊし、蛍光顕ᅑ鏡で観察した。また、ALPアッセイを行った。

ALPアッセイ

0ng/ml 10ng/ml 20ng/ml 40ng/ml

ALPの染色・GFPのᄇ現とも観察されなかった。
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新規に取得したノックイン株9株およびwt株について、BMP4を終濃度10・20・40ng/mLとなる
よう添加し7日間თጊし、蛍光顕ᅑ鏡で観察した。また、ALPアッセイを行った。

ALPアッセイ

0ng/ml 10ng/ml 20ng/ml 40ng/ml

Clone#9

ALPの染色・GFPのᄇ現とも観察されなかった。
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新規に取得したノックイン株9株およびwt株について、BMP4を終濃度10・20・40ng/mLとなる
よう添加し7日間თጊし、蛍光顕ᅑ鏡で観察した。また、ALPアッセイを行った。

ALPアッセイ

0ng/ml 10ng/ml 20ng/ml 40ng/ml

Clone#10

ALPの染色・GFPのᄇ現とも観察されなかった。

㖀㕿㖉蛍光像
(Merge)

【進捗ሇ告 ᇀ化ዤ導試験結果】

9

新規に取得したノックイン株9株およびwt株について、BMP4を終Ⴕ度10・20・40ng/mLとなる
よう添加し7日間თጊし、蛍光顕ᅑ鏡で観察した。また、ALPアッセイを行った。

ALPアッセイ

0ng/ml 10ng/ml 20ng/ml 40ng/ml

Clone#12

㖀㕿㖉蛍光像
(Merge)

ALPの染色は観察されたが、GFPのᄇ現は観察されなかった。

ALP染色

#12#10#9Clone #7MC3T3-E1 (WT)

��. ALP/GFP��������"!�#���	��
�
�

GFP

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d0					2					3d 0				3d

ALP osteocalcinGAPDH

E1-WT E1+GFP

MC3T3E1-WTでは分化とともにALPの発現50倍以上増えているが、
+GFPではBMP4-の時の発現量が1/10ぐらいに低くBMP4+３dayでは発現量が増えているが
WTのBMP4+３dayに比べて1/10ぐらい少ない。
OCも分化とともに発現量が増加する遺伝子であるが、OCはWT,	+GFPともBMP4	+3dでかなり発現量増加しており、
細胞の分化は進んでいるようである。

280622

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d

E1-WT E1+GFP

0					2					3d 0				3d0					2					3d 0				3d

ALP osteocalcinGAPDH

E1-WT E1+GFP

MC3T3E1-WTでは分化とともにALPの発現50倍以上増えているが、
+GFPではBMP4-の時の発現量が1/10ぐらいに低くBMP4+３dayでは発現量が増えているが
WTのBMP4+３dayに比べて1/10ぐらい少ない。
OCも分化とともに発現量が増加する遺伝子であるが、OCはWT,	+GFPともBMP4	+3dでかなり発現量増加しており、
細胞の分化は進んでいるようである。
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BMP4添加日数
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討する（候補化合物を WT マウスに投与し、１、２、４ヶ月後に骨密度、骨形成速度等の骨形態計測

（µCT、pQCT）を行い、非投与群や PRIP-KO と比較検討する。また、経時的に生体観察や採血を行い、

血清の生化学検査等を通して副作用の可能性を検討する）。 
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