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研究成果の概要（和文）： 

骨粗鬆症等の骨疾患に関与する破骨細胞において、48 種類中 9種類の ABC タンパク質の発現
が上昇し、4 種類の ABC タンパク質の発現が低下することを明らかにした。一方、破骨細胞に
発現が認められた ABC タンパク質の一つ ABCG2 の発現量と細胞内分布が個人差を規定する因子
やタンパク質に付加される糖鎖等によって制御されることも明らかにした。この研究成果は、
国際学会において高く評価された（Special ABC2010 Poster Recognition Award 受賞）。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The expression of nine and four of 49 ABC transporters were found to be up- and 
down-regulated during osteoclastgenesis, respectively. It was also found that the 
expression levels and distribution of ABCG2 were regulated by single nucleotide 
polymorphisms and posttranslational modifications, which was awarded the Special ABC2010 
Poster Recognition Award. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、マクロファージと樹状細胞における
ABC トランスポーターの発現と機能に関する
知見が蓄積されつつある。また、ABCA1, ABCB1, 
ABCB2 の発現が TNFα, LPS, IFN-γによって
制御されていることもマクロファージを用

いた研究において明らかにされている。本研
究の対象である破骨細胞は、マクロファージ
と樹状細胞とは近縁の細胞であり、共に造血
幹細胞を起源とする。そして、破骨細胞系譜
の分化及び融合・骨吸収機能は、TNFα, LPS, 
IFN-γによる制御を受ける。破骨細胞の発生
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に必須であるサイトカイン RANKL は、TNFα
や LPSと共通のシグナル伝達経路を活性化す
るので、破骨細胞系譜の分化に伴い ABC トラ
ンスポーターが発現し、破骨細胞系譜の機能
に関与していることが十分に考えられる。し
かしながら、破骨細胞系譜における ABC トラ
ンスポーターの発現と機能に関しては何一
つ明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 

ABC トランスポーターの視点から破骨細胞
系譜の生命現象を解明する。具体的には、以
下の二つの課題を本研究において定めた。 
(1)破骨細胞系譜に発現する ABC トランスポ
ーターの同定 
(2)破骨細胞系譜に発現する ABC トランスポ
ーターの発現を制御する因子の同定 
 
 
３．研究の方法 
(1)破骨細胞系譜に発現する ABC トランスポ
ーターの同定 
①破骨細胞系譜の調製と total RNA の抽出、
cDNA 合成 
 Mochizuki らの方法(Mochizuki et al. J. 
Immunol., 177, 4360-4368, 2006) に従って、
マウス骨髄細胞からマクロファージ, 樹状
細胞, 破骨細胞共通の前駆細胞(BMM)を調製
する。BMM の調整後及び BMM を M-CSF, RANKL, 
TGF-β存在下で培養してから 24 時間毎に
High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Ltd.)
を用いて total RNA を抽出し、High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems)を用いて逆転写反応を行い、
total RNA を cDNA に変換する。 
②PCR プライマーの設計 
 遺伝子データベース GenBank より ABC トラ
ンスポーターの mRNA 配列を入手し、Primer 
Express® (Applied Biosystems), Primer3 及
び Amplify3, BLAST を使用してプライマーの
設計を行う。 
③RT-PCR 及び定量 PCR、Western blotting に
よる解析遺伝子の絞り込み 
 破骨細胞系譜に発現している ABCトランス
ポーターを RT-PCR によって同定し、破骨細
胞系譜間における発現量の差を定量 PCRによ
って評価する。 
(2)破骨細胞系譜に発現する ABC トランスポ
ーターの発現を制御する因子の同定 
①ABC トランスポーター安定発現株の樹立 
 破骨細胞系譜に発現が認められた ABCトラ
ンスポーター遺伝子の cDNA を購入し、当該
ABC トランスポーターを安定発現する
Flp-In-293細胞(Invitrogen Corp.)を樹立さ
せる。 
②ABC トランスポーターの SNP バリアントの

作成及び安定発現株の樹立 
NCBIの SNPデータベースから当該ABCトラ

ンスポーター遺伝子における一塩基多型に
関する情報を入手し、site-directed 
mutagenesis 法を駆使して一塩基多型を有す
る当該 ABC トランスポーター遺伝子の cDNA
を作成する。そして、この遺伝子を安定発現
する Flp-In-293 細胞(Invitrogen Corp.)を
樹立させる。 
③ABC トランスポーターの翻訳後修飾変異体
の作成及び安定発現株の樹立 
 NCBI の PubMed から当該 ABC トランスポー
ターにおける翻訳後修飾に関する情報を入
手し、site-directed mutagenesis 法を駆使
して翻訳後修飾を欠失する当該 ABCトランス
ポーター遺伝子の cDNAを作成する。そして、
この遺伝子を安定発現する Flp-In-293 細胞
(Invitrogen Corp.)を樹立させる。 
④Flp-In-293細胞におけるABCトランスポー
ターの発現解析 
 ABC トランスポーターを安定発現する
Flp-In-293 細胞から total RNA 及び cell 
lysate を調製し、定量 PCR 及び Western 
blotting を駆使して各 Flp-In-293 細胞が発
現する ABC トランスポーターの量を mRNA と
タンパク質の点から定量的に解析し、細胞間
で比較する。 
 
 
４．研究成果 
 ATP-binding cassette (ABC)トランスポー
ターの視点から破骨細胞系譜の生命現象を
解明するために、破骨細胞における ABC トラ
ンスポーターの発現解析を行った。そして、
破骨細胞の発生に不可欠であるサイトカイ
ン RANKL のシグナル依存的に 48 種類中 9 種
類の ABC トランスポーターの発現が上昇し、
4 種類の ABC トランスポーターの発現が低下
することを定量 PCR解析において明らかにし
た。これら 13 種類中 6 種類の ABC トランス
ポーターの mRNA 量は、破骨細胞の発生に伴
って変化した。さらに、13 種類中 2 種類の
ABC トランスポーターに関しては、当該 ABC
トランスポーターのタンパク質量が破骨細
胞の発生に伴って変化することを明らかに
した。これらの結果は、破骨細胞系譜の生命
現象に影響を及ぼす ABCトランスポーターが
存在することを示唆する重要な知見である。   

一方、本研究では、破骨細胞に発現が認め
られた ABCG2 を題材として、その時空間分布
が一塩基多型と翻訳後修飾によって制御さ
れることも明らかにしてきた（Nakagawa et 
al., Biochemical J., 2008; Nakagawa et al., 
FEBS J., 2009）。これらの研究成果は、国際
学会（The FEBS-ABC2010 - 3rd FEBS Special 
Meeting on ATP-Binding Cassette (ABC) 
Proteins: From Multidrug Resistance to 



 

 

Genetic Diseases）において高い評価を受け
た（Special ABC2010 Poster Recognition 
Award 受賞）。この評価は、申請者が推進する
研究プロジェクトが当該分野において世界
的な注目を集めていることを意味すると言
える。 
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