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9. 研究実績の概要

Siglec-15は成熟破骨細胞の形成に必須なレクチンであり、細胞外領域のV-setドメインを介してシアル酸化糖鎖を、また膜貫通領域リ
ジン残基（K272）を介してITAMを細胞質内領域に有するDAP12と結合する。またSiglec-15の細胞質内領域に微小管関連タンパク質SBP5
0（仮称）が結合することをこれまでに見出していた。
本年度は、１）Siglec-15の細胞質内領域にSBP50が結合すること、２）SBP50の結合領域はSiglec-15の機能に必須であること、を見出
した。本知見に基づきK272A変異を導入したSiglec-15の細胞外領域から細胞質内機能領域と、DAP12のITAM下流のアミノ酸配列を融合
させたSSDKA317キメラタンパク質を設計し、本分子が３）DAP12との結合を介さずにSiglec-15の機能を代償し得ること、４）SSDKA317
の活性にはV-setドメインとともに自身のITAMが必須であること、が分かった。以上の知見は、少なくともin vitro分化誘導系では、S
iglec-15が破骨細胞におけるDAP12会合受容体であることを証明するものである。
Siglec-15はNeu5AcがGalNAcとα(2,6)結合した糖鎖構造を認識するが、破骨細胞分化過程において５）本糖転移反応を司るST6GALNACX
（仮称）が恒常的に発現すること、をタンパク質レベルで明らかにした。破骨細胞の前駆細胞であるマクロファージに野生型Siglec-1
5を強制発現するとV-setドメイン依存的に破骨細胞分化が抑制されること、またSiglec-15が成熟破骨細胞形成に必須であることから
、ST6GALNACXの発現プロフィールは理にかなったものである。そこで破骨細胞におけるSTXGALNACXの機能を解析するために、６）発現
ベクターならびにノックダウンベクターを構築した。

    （１／４）（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。
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（2）おおむね順調に進展している。

成熟破骨細胞では微小管を構成するα-Tubulinのアセチル化が亢進し、微小管構造が安定化することが報告されている。Siglec-15がD
AP12のITAMを介してシグナルを伝達すること、またSBP50と結合することから、Siglec-15がα-Tubulinのアセチル化に影響を与えるこ
とが考えられた。しかし既報とは異なり、骨髄マクロファージならびにマウスマクロファージ細胞株RAW264を前駆細胞として用いた誘
導系において破骨細胞分化に伴うα-Tubulinのアセチル化の亢進が認められず、Siglec-15がα-Tubulinのアセチル化に影響するのか
については検証することが出来なかった。
また細胞膜画分におけるSiglec-15に結合するタンパク質の探索を計画していたが、現在細胞膜画分の精製条件の検討を行っており探
索をなし得ていない。これに対して本年度はSiglec-15-Fc融合タンパク質の精製に成功しており、本タンパク質を用いてSiglec-15リ
ガンドの同定をグリコブロットにより検討しうると期待される。さらにSSDKA317を破骨細胞特異的に発現する遺伝子組み換えマウスの
作成は次年度の予定としていたが、本年度の成果に基づいて本発現単位を既に設計しており、実際に構築を行っている点では予定より
先行している。以上を踏まえて、本年度の研究はおおむね順調に進行しえたと考えている。

(1) (2) (3) (4)

(5) (6) (7) (8)ITAM

骨・軟骨代謝学 破骨細胞 骨吸収 NFATc1

キーワード10.

（理由）

（区分）

12.

11.現在までの達成度

今後の研究の推進方策　等

１．SSDKA317キメラタンパク質を破骨細胞特異的プロモーター制御下で発現するトランスジェニックマウスを作成する。本マウスに必
要なベクターは前年度に設計しており、現在構築を試みている。しかし申請当時には想定していなかった動物実験施設改修工事が本年
度に組み込まれたため、本計画は予定より遅れる可能性が考えられる。
２．破骨細胞分化過程におけるST6GAKNACXの機能解析を行う。前年度に構築した過剰発現ベクターやRNA干渉法による発現抑制ベクタ
ーを破骨細胞に導入し、ST6GALNACXの意義を検討する。本計画においてST6GALNACXが破骨細胞の分化や機能に必要であることが示され
た場合、遺伝子欠損マウスの作成に取り組む。
３．Siglec-15の認識するシアル酸化糖鎖修飾分子の探索を試みる。前年度に作成したSiglec-15-Fc融合タンパク質を用いたグリコブ
ロット法で候補タンパク質の分子を検討するとともに、前年度に条件検討した破骨細胞膜画分の調製条件に基づき破骨細胞に強制発現
させたタグ付きSiglec-15をアフィニティー精製により精製する。見出された候補タンパク質は質量分析法により同定し、免疫沈降法
によりSiglec-15との会合能を検証するとともにRNA干渉法によりそれらタンパク質の機能を検討する。

（理由）
本年度は質量分析を依頼しなかったためにそれに関わる費用が発生しなかった。また研究代表者の所属機関の動物実験施設使用費が平
成２７年度から大幅に値上げとなったことから、来年度以降の実験計画に支障をきたす可能性が生じた。そこで消耗品その他の出費を
抑え、次年度以降の施設使用費とするために未使用額が生じた。

（使用計画）
本年度未使用額は前年度に実施し得なかった質量分析を次年度に計画しているため、これに使用する。また動物実験施設使用費の値上
げに伴う予想外の飼育費の出費に当てる。

（今後の推進方策）

（次年度使用額が生じた理由と使用計画）

    （２／４）（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。
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13.研究発表（平成２６年度の研究成果）

〔雑誌論文〕　計( １ )件　　うち査読付論文　計( １ )件
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〔学会発表〕　計（ ０ ）件　　うち招待講演　計（ ０ )件

〔図書〕　計（ ０ )件

14.研究成果による産業財産権の出願・取得状況

〔出願〕　計（ ０ )件

発明者 国内・外国の別出願年月日産業財産権の名称 産業財産権の種類、番号権利者

総ページ数書　　名 発行年

出　版　社著　者　名

発表年月日学　会　等　名

発　　表　　標　　題発　表　者　名

発　表　場　所

掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）

10.1111/gtc.12209

最初と最後の頁

135-152

査読の有無

有

論　　文　　標　　題　　【掲載確定】
BNIP-2 binds phosphatidylserine, localizes to vesicles, and is transported by kinesin-1.

著　者　名
Akamatsu R, Ishida-Kitagawa N, Aoyama T, Oka C, Kawaichi M

巻

20

発行年雑　　誌　　名

Genes to Cells

（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。 （3／4）
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〔取得〕　計（ ０ )件

15.備考
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（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。 （4／4）


