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研究成果の概要（和文）： 

TRPV4 は機械刺激で活性化する Ca2+透過性陽イオンチャネルであり、軟骨細胞にも発現して

いる。新たに TRPV4 との相互作用が推定される分子として見いだした Mtap7d1 も軟骨細胞に

発現している。我々は軟骨におけるこれら分子の機能解明のため、遺伝子欠損マウス、

TRPV4KO と Mtap7d1KO の骨格と成長板軟骨を調べた。TRPV4KO は尾椎の短縮と成長板軟

骨部に部分的な発達異常を示した。Mtap7d1KO 新生仔には軟骨発達異常があり、軟骨細胞の

分化と整列に障害が見られた。以上の結果から、両者は軟骨細胞の形成と分化に関わる重要な

分子であることが示唆される。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

TRPV4 (transient receptor potential vanilloid 4) is a Ca2+-permeable cation channel 

activated by mechanical stimuli, and the gene is expressing in chondrocytes. Mtap7d1, a 

novel molecule isolated as possibly association with TRPV4, is also expressing in 

chondrocytes. To elucidate their function, we examined the skeletal structure and the 

growth plate chondrocytes in the gene deficient mice, TRPV4-KO and Mtap7d1-KO. 

TRPV4-KO showed the short tails due to shortened caudal vertebrae and partial defects in 

spatial arrangement of chondrocytes in the growth plate. Mtap7d1-KO newborns showed 

moderate achondroplasia and disorderd chondrocyte column in the growth plate. These 

results indicate that TRPV4 and Mtap7d1 play essential roles in development and 

orientation of chondrocytes in the growth plate during bone formation. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 骨は、機械的外力刺激（メカニカルスト
レス）の影響下で成長し維持されている器官
である。大腿骨など長管骨は、軟骨内骨化過
程（骨端の軟骨細胞群の分化と細胞死の跡を
埋めるように石灰化骨が形成される）を経て
伸長するが、軟骨細胞がメカニカルストレス
を感知する受容機構の全容は未解明である。 

(2) TRP(transient receptor potential)チャ
ネルファミリーは、動物共通の非選択性陽イ
オンチャネル群である。TRP チャネルは細胞
膜上に存在し、熱・光・圧・化学物質等の多
様な刺激で開口し、Ca2+等陽イオンの一過性
流入により下流の様々なカスケードが進行
する。TRP は、多様な刺激に対する受容機構
に必須の構成分子である。 

(3)TRPV4 (transient receptor potential 

vanilloid 4)は、TRPV1（カプサイシン受容
体、熱受容）と相同性が高く、神経、上皮等
に局在し、圧、低浸透圧、特定範囲の温熱等
の物理的刺激で活性化する。研究代表者らは、
TRPV4 欠損マウス（TRPV4-KO）を作製し
解析した結果、遺伝子欠損個体では、温度や
浸透圧感受の異常の他、圧刺激応答も低下し
ていることを報告した。これにより、TRPV4

はメカノセンサーの構成分子である可能性
が見いだされた。 
(4) TRPV4 は、骨組織の骨芽細胞、破骨細胞、
軟骨細胞にも分布する。研究代表者らは、非
荷重下での骨吸収亢進モデルである尾部懸
垂試験では、TRPV4 欠損マウスは野生型に
比べ海綿骨の減少が少ないことを報告した。
骨組織におけるメカニカルストレス応答で
の TRPV4 の重要性が示唆される。しかし、
軟骨での役割については検索されていない。 

(5) 研究代表者らは、酵母 two-hybrid 法で
のスクリーニングにより、マウス脳 cDNA ラ
イブラリーから TRPV4 と相互作用を持つ可
能性のある新規分子（Map7R）を同定した。
予備検討で、この分子の軟骨での発現が確認
された。研究代表者らは、この新規分子の生
理機能の解明に向け遺伝子欠損マウスを作製
した。なお、当初は機能未知の細胞骨格関連
分子であった Map7R は、後に正式名がマウ
スでは Mtap7d1 と統一されたため、本報告書
では Mtap7d1 および遺伝子欠損マウスを
Mtap7d1-KO と表記する。 

 
２．研究の目的 

上記のように、軟骨におけるメカニカルス
トレス受容機構にも TRPV4 チャネルの関与
が想定される。そこで、TRPV4-KO の軟骨組
織を詳細に解析することにより、軟骨内骨化
過程におけるTRPV4の役割の解明を目指す。 

また、TRPV4 と相互作用を持つ可能性の
ある分子として見出した細胞骨格関連分子
Mtap7d1 について、TRPV4 と Map7R との

細胞内での分子動態を追跡し、両分子間の相
互作用の有無を検索する。 

さらに、Mtap7d1-KO マウスを自家繁殖し、
野生型と Mtap7d1-KO の軟骨組織および軟
骨細胞を組織学的・生理学的に比較すること
により、軟骨形成における Mtap7d1 の役割を
明らかにする。なお、新規遺伝子改変動物
Mtap7d1-KO は、遺伝子資源の保存と将来的
な公開配布の目的で公的バンクへ寄託する
（TRPV4-KO は 2006年 RIKEN に寄託）。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスの繁殖・育種管理： 
TRPV4-KO と野生型および Mtap7d1-KO の
各系統を自治医科大学内で育種繁殖し実験材
料を確保する。Mtap7d1-KO の遺伝子欠損ホ
モ個体は周産期致死のため、ヘテロ間交配で得
る出生前胎仔を解析に使用する。 
(2) TRPV4-KO の骨格と軟骨組織解析： 
TRPV4-KO マウスの骨形成の状態と軟骨組
織の形態を野生型と比較して詳細に解析する。
また、軟骨組織を採取し、軟骨内骨化過程に
おける軟骨細胞形態の組織学的解析を行う。 

(3) TRPV4 と Mtap7d1 の相互作用の解析： 
Mtap7d1の C末端認識ポリクローナル抗体を
作製する。TRPV4 の C 末端と N 末端抗体お
よび Mtap7d1 の N 末端抗体を用いて共免疫
沈降等を行う。さらに、蛍光標識 TRPV4 と
Mtap7d1 を発現するベクターを作製し、培養
細胞内で両者を一過性に遺伝子発現させ、
TRPV4とMap7Rとの分子動態を可視化して
顕微鏡下で追跡し、相互作用を調べる。 
(4) Mtap7d1 の遺伝子解析: 
遺伝子の塩基配列情報を基に Web 公開データ
ベース等の検索を行い、Mtap7d1 の構造と機
能を推定する。 
(5) Mtap7d1-KO の表現型解析: 
マウスの骨形成の状態と軟骨組織の形態を詳
細に解析する。遺伝子欠損ホモ型が周産期致
死となる原因を探るため胎仔を帝王切開によ
り生存した状態で採取する。同腹の全個体を
比較解析すると同時に遺伝子型判定を行い、
同腹のホモ型と野生型を比較し、Mtap7d1 遺
伝子欠損の影響を解析する。 
 
計画変更と遅延：  
東日本大震災(平成 23年 3月)と研究代表者

の病気療養により、実験研究の大幅な遅延と
計画変更が生じた。震災時には飼育棚の破損、
停電、公共交通機関の停止等により、実験材
料のマウス飼育および試料に多大な損害と実
験への支障が生じた。本研究に必須の材料で
あるマウス自家繁殖群の全動物を淘汰し、後
日RIKENに寄託中の系統の導入を目指した。
しかし、研究代表者の病状悪化により居室実
験室も学内移動となり、動物群の再興と実験
再開は残念ながら出来なかった。 



４．研究成果 
(1) マウス系統の維持と寄託 

22年度はTRPV4-KOとMtap7d1-KOおよ
び野生型の各系統を自治医科大学内で維持繁
殖管理した。Mtap7d1-KO の遺伝子欠損ホモ
個体は周産期致死のためヘテロで系統維持し
た。Mtap7d1-KO の２系統から凍結受精卵を
採取し RIKEN に寄託した。維持管理が困難
となり 23年度に全マウスを淘汰した。 
(2) TRPV4-KO 骨格・軟骨組織の解析： 

TRPV4-KO と野生型マウスの骨格の軟Ｘ
線像では、少なくとも KO の尾椎において有
意な短縮が観察された。組織解析では、
TRPV4-KO 大腿骨骨端部成長板の一部に軟
骨細胞の整列の乱れが観察された。軟骨細胞
の初代培養系で伸展刺激や圧負荷し反応を比
較する実験を計画したが中止となった。 

(3) TRPV4とMtap7d1との相互作用の解析： 
Mtap7d1 の C 末端を認識するポリクロー

ナル抗体を作製した。作成済みの TRPV4 抗
体および Mtap7d1 抗体を用いた共免疫沈降
では、両者の結合は確認できなかった。また、
蛍光標識TRPV4およびMtap7d1発現ベクタ
ーを CHO 細胞へ導入し顕微鏡下で観察した
が、TRPV4 と Mtap7d1 とが相互作用を示す
明瞭な像は観察されなかった。細胞の内部環
境や他分子の関与で結合が影響を受ける可能
性も考えられ、両者が高発現している軟骨細
胞や神経細胞での発現実験が必要であろう。 
(4) Mtap7d1 の遺伝子解析: 

Web公開データベースから再検索した結果、
Mtap7d1 遺伝子から推定されるアミノ酸配
列は MAP7 (microtubule-associated protein 

7, Mtap7, E-Map-115)と全体で約 40％相同
であり、特に N 末端側の tubulin 結合部位と、
C 末端側の種間で保存性の高い特徴的な領域
（結合分子不明）で高い相同性があることか
ら、機能的な類似性が示唆された。また、共
免疫沈降法でも、Mtap7d1 と微小管タンパク
質 tubulin との結合は堅固であると確認でき
た。これら結果から、Mtap7d1 は tubulin 結
合タンパク質MAPファミリーと考えられた。 

図 1. Mtap7d1 と MAP7 のアミノ酸配列の比較 

 

(5) Mtap7d1-KO の表現型解析:  
遺伝子欠損ホモ型が周産期致死となる原因

を探るため、胎生 18.5日齢の胎仔を帝王切開
で摘出し、同腹個体を遺伝子型判定と同時に
病理学的に比較した。個体間で脳や心肺等の
内臓所見および心電図には特に異常は認めら
れなかった。しかし野生型では von Frey hair

による刺激に応答し心拍数も増加し容易に蘇
生するのに対し、ホモ型では強い刺激にも四
肢の微動のみで自発呼吸は誘発されず全例死
亡した(図 2.)。 Mtap7d1 は脳で高発現して
おり、中枢や神経系で機能し生命維持に関わ
る必須分子であることが推察された。 

 

図 2. 帝王切開胎仔への刺激による心拍数の変化 

 
(6) Mtap7d1-KO 骨格・軟骨組織の解析: 
骨格染色し野生型と比較した結果、ホモ型

の脊柱は S 字状とならず、胸郭がベル型で若
干小さく、胸骨の奇形と鎖骨の配置にも異常
が観察され、軟骨低形成と判定された(図 3.)。 

 

図 3. Mtap7d1-KO 18.5日齢胎仔の骨格 

 

組織学的解析により、大腿骨遠位端におけ
る成長板軟骨組織縦断面の観察結果を模式図
と共に示す(図 4.)。野生型では軟骨細胞が分
化に伴い肥大しつつ柱状に並列した構造とな
るが、KO マウスでは柱状に整列せず、休止



期・増殖期の軟骨細胞の細胞外マトリクスも
乏しかった。これら結果から、Mtap7d1 は軟
骨細胞の増殖分化に関わる重要分子であるこ
とが示唆された。 

図 4. Mtap7d1-KO18.5 日齢胎仔の成長板軟骨 

 
軟骨細胞の分化と整列した柱状構造の形成

には細胞の極性が重要と考えられている。
Mtap7d1 は細胞骨格を介して極性に寄与し、
軟骨細胞の細胞分裂や分化に関わる重要分子
であるかも知れない。その解析には、軟膏細
胞内の細胞骨格と Mtap7d1 を免疫染色して
比較する等の手法が有効と考えられるが、今
回は未実施である。 
 
今後の展望 

以上のように、TRPV4 の他に、新たに注目
した Mtap7d1 も、神経系に必須の分子である
と同時に、軟骨形成にも重要な働きをしてい
ることが示唆された。 

研究代表者の長期病気療養により、本課題
研究で当初計画していた実験の多くと論文投
稿を断念することとなった。 

しかしながら、本研究の過程で新規の遺伝
子欠損マウス Mtap7d1-KO を公的機関
RIKEN に寄託した。既に分与可能で提供依頼
も届き始めた。ごく最近、Mtap7d1 の結合分
子が論文報告されている。 

先に寄託済みの TRPV4-KO は既に世界の
数十箇所の研究者に分与され基礎医学の多方
面の研究に貢献している。これらを材料とし
て、生体内での TRPV4 と Mtap7d1 の生理的
意義の研究が進み、特に軟骨内骨化過程に関
わるTRPV4とMtap7d1の果たす機能的役割
が明かされ、メカノセンサー全容の解明に繋
がることを願っている。 
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