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研究成果の概要（和文）：カルシウムシグナルは骨や免疫系を含む多くの生体システムの維持に関わる。一方で
Ca2+結合ドメインEF-hand motifを有する分子は多数同定されているものの、未だ機能が不明なものが多い。申
請者はEF-hand proteinの一つEfpに着目し、造血細胞系特異的コンディショナルノックアウトマウスを作製した
ところ、貧血や骨粗鬆症といった多臓器に亘る障害を示すことを見出した。そこで本課題では、Efpとその相同
遺伝子EfpLGに焦点を当て、それらの遺伝子欠損マウスの病態解析を通じて、血球系細胞分化、骨代謝を制御す
る新たなCa2+シグナルトランデューサーとしての生体制御機能の解析に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Calcium signals play crucial roles in maintaining many biological systems 
including the skeletal and immune system.  A number of proteins with EF hand motif that mediate the 
biological effects of Ca2+ have been identified so far, but the physiological roles of some of them 
remain largely unknown.  The applicant focused on an EF-hand protein Efp and found that 
hematopoietic cell-specific deficiency of the Efp gene causes severe abnormalities in multiple 
tissues such as anemia and bone loss.  In this study, I tried to elucidate the biological functions 
of novel Ca2+ signal transducers, Efp and its homologous gene EfpLG, in hematopoietic cell 
differentiation and bone metabolism mainly by analyzing the genetically deficient mice.

研究分野：骨免疫学
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチは多発性の関節滑膜炎症を生じる
自己免疫疾患であり、破骨細胞性の骨吸収が
過剰となり異常な関節骨破壊が生じる。これまで、
関節リウマチの病態研究が契機となり、骨と免疫
系の密接な関係性に着目した境界領域『骨免
疫学』が発展を遂げてきた。TNF や IL-6 に代表
される生物学的製剤の恩恵により関節リウマチ
治療はここ十年で大きく改善され、且つそれらが
炎症と骨破壊を制する効果を示すことが明らか
となり、骨免疫学視点は臨床的にも重要性を増
してきている。また骨免疫学研究により、様々な
細胞シグナル伝達因子やサイトカイン、分泌因
子が骨と免疫系の共通因子として機能している
ことが明らかとなった。 
 骨と免疫系の共通シグナル伝達経路の代表と
して、カルシウムシグナルが挙げられる。Ca2+結
合 タ ン パ ク 質 で あ る 脱 リ ン 酸 化 酵 素
calcineurinにより転写因子NFATが活性化され、
様々な遺伝子発現が誘導される 。 この
calcineurin-NFAT 経路は免疫系では特にリン
パ球の活性化に必須である一方、NFATc1 は破
骨細胞分化のマスター転写因子でもある。その
ため免疫抑制剤であるシクロスポリン A とタクロリ
ムス(FK506)は破骨細胞分化を強力に阻害し、
炎症と骨破壊に対する dual benefitsを示す。 
 Ca2+結合ドメインである EF-hand motif を有す
る分子 (EF-hand Ca2+ binding protein)はこ
れまで60種類以上同定されており、calcneurin
に代表されるように、その多くが細胞内 Ca2+シグ
ナルトランスデューサーとして機能している。研
究代表者は、トランスクリプトームデータベースよ
り 、 EF-hand motif を有する分子の一つ 
(EF-hand protein: Efp と称する)に着目し、血
球系・免疫系にて Efpが広範囲で且つ高く発現
していることを見出した。しかしながら、血球系・
免疫系におけるEfpの生理的意義は全く不明で
ある。そこで Efp遺伝子の floxed マウスを作製
し、造血幹細胞にて Cre を発現する Vav-iCre
マウスと交配させることで、造血細胞系統特異的
な Efp 遺伝子コンディショナルノックアウト(CKO)
マウスを作製した。当該マウスは、生後 1日以内
(P0 齢)に重度の貧血により死亡することが判明
した。胎生期 E18.5 齢で既に皮膚の明らかな蒼
白化が観察され、P0 齢の末梢血では赤血球数
の低下、ヘモグロビン量の低下、ヘマトクリット値
の低下が認められた。また、成獣マウスにおける
Efp の関与を調べるべく、造血細胞特異的 Efp 
CKO マウスの胎児肝細胞を X線照射した野生型
マウスに投与し、キメラマウスを作製した。そうし
たところ、予想通り重度の貧血を呈した一方で、
成熟リンパ球の減少及び、顕著な骨量減少を示
し、重篤な骨免疫異常疾患を呈することが判明
した。 
 
２．研究の目的 
Ca2+結合タンパク質 Efpは、赤血球、免疫系、骨
代謝という広範囲の生体の恒常性維持に関わる
可能性が考えられた。また Efp の相同遺伝子
(Efp-like gene: EfpLG と称する)を見出してい

るが、生体内での発現パターンは Efpと全く異な
り、消化管での高発現が認められている。しかし
Efp と同様、KOマウスの報告が無く、その生理的
機能は全く不明である。そこで本課題では、
EF-hand proteinの一つ Efp と、その相同遺伝
子 EfpLG に焦点を当て、赤血球、免疫系、骨代
謝を制御する新たな Ca2+シグナルトランデューサ
ーとしての生体制御機能の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
独自に作製した Efp 欠損マウスの骨・造血異常
の解析により、Efp 欠損に生じる貧血・免疫不全
症・骨疾患の発症機序を解明し、Efp を核とした
『赤血球』『免疫細胞』『骨』の制御機構を解明す
る。さらに EfpLG の遺伝子欠損マウスの作製し、
EfpLG の生理的機能の解明を目指す。
Efp/EfpLG が織りなす新たな Ca2+シグナル生体
制御の包括的理解に繋げる。 
 
４．研究成果 
(1). Efp 遺伝子コンディショナルノックアウト 
(CKO)マウスの作製: Efp floxed マウスを下記の
Cre 発現マウスと交配させ、各細胞種特異的な
Efp CKO マウスを作製した。造血細胞特異的欠
損マウス: Vav-iCre; T 細胞特異的欠損マウス: 
Lck-Cre; B 細胞特異的欠損マウス: Mb1-Cre; 
破骨細胞特異的欠損マウス: Ctsk-Cre 
(2). EfpLG の遺伝子欠損マウスの作製 : 
CRSIPR/Cas9 システムによるゲノム編集法を用
いて、EfpLG の遺伝子欠損マウスを作製した。
ATG 周辺のゲノム領域を標的とした guide RNA
を作製し、C57BL/6 受精卵への移入により、複
数の EfpLG変異マウスの作出に成功した。 
(3). Efp-FLAGノックインマウスを用いたEfpの組
織発現解析および血球系細胞発現解析: 免疫
組織染色に使用可能なEfp抗体が存在しないた
め、全身組織における Efp タンパク質の発現分
布を解析することが不可能であった。そこで
CRISPR/Cas9 システムにより、C 末端に Flag タ
グを融合させた Efp-FLAG ノックインマウスを作
製し、抗 FLAG 抗体を用いた免疫染色により全
身組織における Efp の発現解析を可能にした。
その結果、Efp は腸管でも高く発現していること
が確かめられた。EfpLG も同様に腸管での発現
が高いため、腸管組織においては Efp と EfpLG
が互いに相補的に機能している可能性が考えら
れる。 
 また Efp-FLAG マウスではフローサイトメトリー
解析でもFLAG発現を指標にEfpの発現量を測
定することが可能になった。骨髄、胸腺、リンパ
節などから様々な血球・免疫系細胞の解析を行
ったところ、特に骨髄内の免疫系前駆細胞及び
赤芽球系統で Efp が高く発現していることが判
明した。 
(4). Efp による赤血球分化制御機構の解析: 造
血細胞特異的Efp欠損マウスの胎児肝から前赤
芽球を単離精製し、Epo や SCF 等の赤血球分
化誘導因子を用いた分化培養実験を実施した。
フローサイトメトリー及び遺伝子発現解析により、
Efp 欠損により赤芽球分化が障害されることを見



出した。 
 また造血細胞特異的 Efp 遺伝子欠損マウスと
野生型コントロールマウス由来の赤芽球前駆細
胞を用いて、網羅的トランスクリプトーム解析を
実施した。Efp 遺伝子欠損により生ずる遺伝子
発現異常のデータを元にパスウェイ解析を行い、
Efp が制御する赤芽球分化制御に関わるシグナ
ル経路を明らかにした。Efp の標的因子候補に
関しては、in vitro 過剰発現実験や特異的阻害
剤を用いた実験により、Efp 制御機構の検討を
進めた。 
(5). Efp による骨代謝制御機構の解析: 造血細
胞特異的 Efp 欠損マウスの胎児肝細胞由来キメ
ラマウススの骨組織を解析し、Efp 欠損により重
度の骨粗鬆症が誘導されることを確認した。さら
にキメラマウスを用いて、破骨細胞分化における
Efp の生理機能を検討した。in vitro 破骨細胞分
化培養系により、Efp CKO マウス由来の骨髄細
胞における分化反応性及び成熟破骨細胞の骨
吸収能を評価し、Efp による破骨細胞分化制御
解析を実施した。 
(6). Efp による T 細胞、B 細胞分化制御機構の
解析: T 細胞特異的 Efp 欠損マウスおよび B細
胞特異的Efp欠損マウスを作製し、リンパ球にお
ける Efp の生理的機能を明らかにした。当初造
血細胞特異的 Efp 遺伝子欠損マウスの胎仔肝
を用いたキメラマウスではリンパ球異常が認めら
れたため、リンパ球分化における Efp の重要性
が示唆されたが、T 細胞特異的、B 細胞特異的
Efp 欠損マウスの解析から、上記キメラマウスのリ
ンパ球異常は内因的障害ではなく、主に骨髄環
境異常に起因することが示された。 
(7). 腸管における Efp、EfpLGの生理機能解析: 
上記項目 2 の解析により、Efp は腸管でも高く発
現していることが判明した。また EfpLG も同様に
腸管上皮での発現が高いため、腸管上皮細胞
特異的に Cre を発現するマウス(Villin-Cre)を用
いて、腸管上皮細胞特異的 Efp 欠損マウス、な
らびに腸管上皮細胞特異的Efp欠損、EfpLG欠
損の二重欠損マウスを作製した。EfpLG 単独欠
損マウス、および腸管上皮細胞特異的 Efp 欠損
マウスは特に表現型が認められず、DSS 誘導性
腸炎モデルに対しても野生型と同様の発症率・
病態進行が認められた。しかしながら、腸管上
皮細胞特異的 Efp 欠損、EfpLG 欠損の二重欠
損マウスでは若齢での死亡率が有意に高いこと
が判明した。腸管上皮ではEfp及びEfpLGが協
調的に働き、腸管の恒常性維持に必須の役割
を担っており、その機能破綻が原因で若齢の死
亡率増加が生じることが示唆された。 
以上より Efp が赤血球、骨代謝、腸管のホメオス
タシスに重要な新規Ca2+シグナルトランデューサ
ーであることが明らかとなった。各組織・細胞に
おける Efp 制御の分子機構を明らかにすること
で、Ca2+シグナルによる新たな生体制御システム
の解明に結びつくと考えられる。 
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