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研究成果の概要（和文）：オートファジーが起こるときには多くのリソソーム酵素の遺伝子発現が上昇する。それを制
御している転写因子Transcription Factor EB（以下TFEB）はステロイドによってその発現が上昇するタンパク質dexam
ethasone-induced transcript（以下DEXI）の発現も上昇させる。このDEXIの機能を探るため、全長の遺伝子を採取し
、骨芽様細胞MC3T3-E１細胞へ導入した。またリソソームターゲットシグナルのDXXLV配列のD, L, Vに変異を加えた。
同時にTFEBの遺伝子も採取し、同様に骨芽様細胞MC3T3-E１細胞へ導入した。

研究成果の概要（英文）：Transcription Factor EB (TFEB) is a master gene that activates the formation of 
autophagozomes, and upregulates the expression of lots of lysosomal enzymes. Among them, 
dexamethasone-induced transcript (DEXI) is also one of proteins that the expression increases. It is 
reported that DEXI is a glucocorticoid-induced gene upregulated in Emphysema. However, it is not unknown 
about its localization or functions. Therefore, to examine the localization of DEXI, we amplified full 
length gene of DEXI from mouse cDNA by using polymerase chain reaction and constructed DEXI expression 
vector fused with GFP. Although transfected this construct in MC3T3-E1 and HeLa cells, no or only few 
expression of DEXI was observed by western blot. The reason why DEXI did not express may be that the 
protein is very small compared with GFP protein. Then, we changed GFP into FLAG tag. At the same time, we 
also amplified TFEB gene from mouse and constructed TFEB expression vector fused with FLAG tag.

研究分野： 歯科薬理学

キーワード： ステロイド　エンドソーム・リソソーム　オートファジー　骨芽細胞
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１．研究開始当初の背景 
 我々は以前より、エンドソーム・リソソー
ム系酵素について研究しており、その中の一
つの酵素カテプシン E の欠損マウスを作製
し、アトピー性皮膚炎との関わりを明らかに
してきた（Tsukuba T., Okamoto K., et al., J. 
Biochem. 2003; Yanagawa M, Tsukuba T., 
Okamoto K., et al., J. Biol. Chem. 2007）。
そのアトピー性皮膚炎の急性期に使用され
る治療薬はステロイドである。また我々は、
最近の研究でカテプシン E 欠損マウスを用
いて、カテプシン E が破骨細胞形成および活
性化に影響を与えることを示してきた。エン
ドソーム・リソソームの異常は骨の形成にも
影響を与えているのである。代表的な骨疾患
の一つに慢性関節性リウマチがある。ステロ
イドは抗炎症作用を期待して治療薬として
使用されてきたが、最近リウマチの進行を抑
える作用もあることが明らかになってきた。
これらのことから、我々はエンドソーム・リ
ソソーム系疾患の治療薬としてステロイド
に焦点を当てることにした。  
 最近、リソソーム遺伝子の多くが転写因子
Transcription factor EB (TFEB)によって制
御されていることが報告された（Sardiello M. 
et al., Science, 2009）。HeLa 細胞に TFEB
を過剰発現させると、様々なタンパク質の発
現上昇が認められるが、その中でも、リソソ
ームの中に含まれるタンパク質だけでなく、
その生合成や輸送、および機能に関連したタ
ンパク質の発現が上昇していた。そこで、
我々は TFEB の過剰発現によって上昇する
タンパク質分子の中から、リソソームに関連
する可能性を有し、歯科領域の組織にその発
現を認め、薬理学的観点からも興味の惹かれ
る因子をいくつかピックアップした。その中
の一つの因子が dexamethason-induced 
transcript（DEXI）である。 
 
２．研究の目的 
 デキサメサゾンはこれらステロイドの中
でも比較的長時間作用型に分類され、様々な
タンパク質の発現に関与していることが知
られている。DEXI はこのデキサメサゾンに
よって発現誘導されるタンパク質である。肺
気腫によって発現が上昇する因子を探究し
ている際に見つけられ、ヒトとマウスでクロ
ーニングが行われた（Edgar AJ., et al., Am. 
J. Respir. Cell Mol. Biol 2001）。構造上、転
写因子に多く含まれるロイシンジッパード
メインを持つが、膜貫通ドメインを持ってい
るので、核タンパク質ではないであろうこと、
心臓、脳、肝臓、胎盤、肺、で発現している
こと、肺気腫の患者からの DEXI mRNA の
発現が健常者からの発現に比較して高いこ
と、などが報告されている。しかしながら、
それ以降全くDEXIに関する報告はされてお
らず、まして、口腔内領域に関しては皆無で
ある。興味の引かれることに、NCBI Unigene 
EST profile による遺伝子発現解析では、

DEXI は心臓や肺より唾液腺や硬組織、舌に
多く発現していることが示されている。そこ
で今回の研究期間中に、DEXI の細胞生物学
的解析とデキサメサゾンとの関連性につい
て探究したい。 
 
３．研究の方法 
＃１ DEXI と GFP の融合タンパク質作製  

今回の融合タンパク質の発現には、
Gateway System を用いる。これは、いった
んエントリーベクターを作製し、これを利用
して、様々なタグのついた発現クローンを作
製することのできるシステムである。まず、
マウス Dexi の cDNA を American Type 
Culture Collection (ATCC)より購入し、これ
をテンプレートとしてＰＣＲでDEXIの遺伝
子を増幅する。この際、目的の遺伝子発現に
必要なコザック配列とクローニングベクタ
ーに挿入する際必要な CACC という配列を
フォワードプライマーの５‘末端に付加して
おく。増幅に用いる DNA ポリメラーゼには
両端が平滑末端となるよう Prime STAR を
用 い る 。 こ れ を TOPO ベ ク タ ー
(pENTRTM/D-TOPO)へ挿入する。トポイソ
メラーゼの働きで、方向性をもったエントリ
ークローンが作製できる。塩基配列を確認し
た後、発現クローンの作製を行う。発現ベク
ターは pcDNA-DEST47 を用いる。これは
DEXI の C 末端側に GFP が融合するよう設
計されたベクターである。エントリークロー
ンでは目的の遺伝子の両端に attL1 と attL2
という配列が、発現ベクターには attB1 と
attB2 という配列が設計されており、この領
域で組換えが起こることで、目的遺伝子が発
現ベクターに挿入される。塩基配列を確認し
た後、この発現クローンを以下の実験で用い
る。 
 
＃２ Dexi の細胞内局在  
 ＃１で作製した発現クローンを用いて、こ
れを培養細胞株として頻繁に使用される
HeLa細胞とHEK293細胞に遺伝子導入しそ
の局在をGFPを指標に蛍光顕微鏡で調べる。
具体的には、発現クローンをリポフェクチン
法（Gene PORTER 3000）を用いて細胞へ導
入する。本システムには導入した遺伝子を
GFP により生きたまま倒立蛍光顕微鏡で観
察できるという利点がある。まずは遺伝子導
入後 48 時間後に倒立蛍光顕微鏡で観察を行
う。しかしながら、以前坂井が行った時には、
発現量が少ないためか GFP の蛍光が非常に
薄かったという経験があった。そこで、同様
の結果の場合には、４％パラホルムアルデヒ
ドにて固定を行い、トライトン X−１００で処
理後、一次抗体として GFP 抗体を用いる。
二次抗体を作用させた後、スライドガラスに
包埋し、正立蛍光顕微鏡で局在を確認する。
リソソーム・エンドゾーム様局在では斑点状
の像を呈するので、この像と、リソソーム酵
素である LAMP1 や LAMP2、あるいは細胞



膜を自由に通過し、酸性オルガネラ内に濃縮
されるLysoTrackerプローブなどと共染色を
することでその局在を確認する。また同時に、
恒常的に発現する細胞を作製するため、G418
で選別することで、目的のクローン細胞を得
る。 
 
＃３ DEXI の一次構造解析  
 ＃１で作製したエントリーベクターをテ
ンプレートにして、Site-direct Mutagenesis
法を用いて、遺伝子改変を行い、＃２と同様
の手法を用いて、細胞内局在に変化が認めら
れないかを調べる。 

まず、リソソームターゲットシグナルの可
能性のある配列 DXXLV の中で、下線で示し
た D,L,V が重要であると考えられるので、こ
のアミノ酸をアラニン(A)に置換したエント
リーベクターを作製する。その後、＃２と同
様にして発現クローンを得る。このクローン
を HeLa 細胞と HEK293 細胞に導入し、そ
の局在を＃２の結果と比較する。どのアミノ
酸がターゲットに重要であるかを調べる。ま
た、同時にタンパク質の C 末端側にロイシン
ジッパードメインが存在している。これは二
量体を作る可能性の高いドメインなので、こ
れを欠損させた発現ベクターを作製するこ
とで、この領域の役割を明らかにすることが
できると思われる。 
 
＃４ リアルタイムＰＣＲやウエスタンブロット
を用いた発現量の比較  
 ヒトでのDEXIの組織発現は報告されてい
るものの、マウスではまだ解析されていない。
そこで、上述と平行して、マウスの各組織か
ら total RNA を採取し、リアルタイムＰＣＲ
を用いて、その発現量を定量し比較する。ま
た、タンパク質レベルでも調べる。このとき
には、先の GFP 抗体を用いるが、現在 DEXI
の一次構造より探索したアミノ酸配列を元
に抗体を作製している。必要に応じて、両抗
体を使い分ける。 
 
４．研究成果 
＃１ DEXI と GFP の融合タンパク質作製お
よび＃２ Dexi の細胞内局在 
 DEXI にの一時構造から Gateway System を
用いて融合タンパク質を作製した。まず、マ
ウスのDEXIのcDNAをAmerican Type Culture 
Collection (ATCC)より購入し、これを鋳型
にして PCR で DEXI の遺伝子を増幅した。こ
れをまず TOPO ベクター(pENTRTM/D-TOPO)へ
挿入した（エントリーベクター）。塩基配列
を決定し、確認した後、発現ベクター
(pcDNA-DEST47)へ組換えにより DEXI 遺伝子
を挿入した。ここで塩基配列の確認を行った。
この DEXI 発現ベクターを HeLa 細胞と
MC3T3-E1 細胞へ導入し、G418 で選別を行っ
た。ウエスタンブロット解析で HeLa 細胞の
み DEXI 発現クローンが得られたが、発現量
が少なく、蛍光顕微鏡で細胞内局在を観察す

ることはできなかった。一つ問題として、
DEXI タンパク質は 10kDa、GFP は 30kDa なの
で、発現タンパク質に対して Tag が大きすぎ
る。それを考慮して、FLAG Tag の作製を行う
ことにした。 
 発現ベクターpcDNA3 の XhoI 制限酵素部位
に FLAG Tag の付加されたベクターを以前子
作製していたので、このベクターのマルチク
ローニングサイトの EcoRI-XhoI 部位に PCr
で増幅した DEXI 遺伝子を挿入した。前回と
同じく、HeLa細胞とMC3T3-E1細胞へ導入し、
G418 で選別を行った。しかしながら、今回も
発現量の少ないクローンしか FLAG の抗体で
検出することはできなかった（図１）。発現
ベクターが導入されていないかどうかを確
認するため、選別で用いるネオマイシン耐性
遺伝子が発現しているかどうかを total RNA
を採取し確認したところ、発現ベクターの導
入は確認できた（図２）。何らかの抑制機構
が働いているのかもしれない。 
 
図１ 

    MC: MC3T3-E1, Tf: DEXI 
 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      Primer: neo-cassette primer 
 
＃３ DEXI の一次構造解析 
 リソソームターゲットシグナルの可能性
のある配列 DXXLV の中で、下線で示した
D,L,V が重要であると考えられたので、この
アミノ酸をアラニン(A)に置換したエントリ
ーベクターを作製した。 
 
＃４ リアルタイムＰＣＲやウエスタンブロット
を用いた発現量の比較 
 マウスの各臓器より total RNA を採取し、
RT-PCR にて DEXI の発現を調べた。腎臓、心
臓、脾臓、大腸、肺、肝臓で DEXI の発現が
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認められた。一方、小腸、胃、胸腺、膀胱で
はほとんど発現は認められなかった。 
 
＃＃ TFEB 過剰発現系の確立 
 DEXI の発現をコントロールしていると考
えられる転写因子 TFEB の過剰発現系の確立
を行った。TFEB は最近オートファジーが起こ
る際に、大量のリソソーム酵素を発現させな
ければならないが、リソソーム酵素のプロモ
ーター配列に CLEAR 配列があると、そこへ
TFEB が結合し、多くのリソソーム酵素を発現
させる転写因子である。そこでまず初めに、
ATCC よりマウス TFEB cDNA を購入し、それを
鋳型にして TFEB 遺伝子の増幅を行った。こ
の際、増幅のためのプライマーの両端に制限
酵素部位 EcoRI と XhoI の切断部位をもうけ
ることで、発現ベクターへの挿入を可能にし
た。発現ベクターには DEXIと同様に FLAG Tag
付きの pcDNA3 を用いた。これを、骨芽細胞
様細胞株の MC3T3-E1 細胞へ導入し、G418 で
選別を行い、いくつかのクローンを得た。リ
アルタイム PCR にて TFEB の発現量を調べた
ところ、約 2.5 倍しか上昇しておらず、その
ためか DEXI の発現量にも有意な差は認めら
れなかった。 
 一方、MC3T3-E1 細胞は、アスコルビン酸
(AA)と-glyserophosphate(G)を添加する
と、骨芽細胞へ分化する。その指標の一つが
アルカリフォスファターゼ染色である。非常
におもしろいことに、TFEB を過剰発現させた
MC3T3-E1細胞は AAとGを添加しなくても骨
芽細胞へ分化することが明らかとされた。こ
のことについて、他の骨芽細胞マーカー遺伝
子についても同様の結果が得られた。 
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