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研究成果の概要（和文）： 脱ユビキチン化酵素UCH-L3欠損マウスは、網膜など一部を除けば病

理変化は乏しいと考えられてきたが、我々はUCH-L3欠損マウスと野生型マウスの骨形態計測を

行い、UCH-L3欠損マウスは野生型マウスと比較して骨量の多いことを見出した。マウス骨芽細

胞においてUCH-L3を過剰発現させると、骨芽細胞分化マーカーであるアルカリフォスファター

ゼ活性が低下した。マウス破骨細胞においては、UCH-L3の過剰発現による破骨細胞分化マーカ

ーへの影響は見られなかった。これまでの研究結果から、UCH-L3は骨形成因子の制御に関わっ

ている可能性のあることが示唆された。今後は、骨形成に関わる種々の因子と、それらのユビ

キチン化-脱ユビキチン化という観点から骨代謝機構の解明にアプローチする予定である。 

 
研究成果の概要（英文）：Ubiquitin C-terminal hydrolase-L3 deletion mice have high bone 

mass phenotype. Alkaline phosphatase activity was reduced in the UCH-L3 overexpressed 

osteoblast. No effect on osteoclast markers was found in UCH-L3 overexpressed osteoclast. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）近年の分子生物学的研究の進展から、
骨の吸収および形成過程の分子制御機構が

徐々に解明され、分子骨代謝学とも呼べる新
しい領域が大きく開かれてきた。そして数々
の骨疾患の原因となる遺伝子変異の解明や、
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遺伝子欠損マウスを用いた研究などから、骨
格系の制御に必須の数多くの因子が明らか
となってきた。骨形成・骨吸収の各過程は、
全身性のホルモンやサイトカイン、あるいは
細胞-基質間および細胞-細胞間相互作用など
による緻密な調節を受けており、その分子機
構は完全には解明されていない。 
 細胞中の不要な蛋白質はユビキチンによ
り標識され（ユビキチン化）、ユビキチン-
プロテアソームシステムを介して分解除去
されている。細胞周期制御や転写因子に関わ
る重要な遺伝子の発現は、細胞内蛋白質のユ
ビキチン化により調節されている。脱ユビキ
チン化酵素はユビキチン化された蛋白質か
らユビキチンを切り出す酵素であり、低分子
型のUCH（ubiquitin C-terminal hydrolase）
と高分子型の UBP（ubiquitin specific 
protease）に大別される。UCH-L1は神経細胞
や精巣に特異的に存在し、脳においては全可
溶性蛋白質の1～2%を占めている。UCH-L1の
遺伝子変異が優性遺伝性パーキンソン病患
者の家系で報告されており（Leroyら、Nature 
1998）、UCH-L1の hydrolase活性と神経疾患
との関連が注目されている。UCH-L3はUCH-L1
とアミノ酸レベルで約 50%の相同性を有する。
UCH-L3遺伝子欠損マウスは網膜など一部を
除けば病理変化は乏しいと考えられてきた。
我々は、UCH-L3欠損マウスは野生型マウスと
比較して骨量が多いことを見出した。これら
の検討から、脱ユビキチン化酵素は骨代謝に
おいて重要な役割を担っていると考えた。骨
代謝に関わるシグナル伝達因子や転写因子
の発現は、細胞内蛋白質のユビキチン化によ
り調節されている。 そのため、ユビキチン
化を高次的に制御している脱ユビキチン化
酵素の意義を解明することは、骨代謝研究に
おける新たな進展をもたらすものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 骨格系の制御機構の異常に基づく各種疾
患の治療法を確立するためには、骨の吸収お
よび形成に関わる細胞の分化・機能の調節因
子およびその制御機構を解明する必要があ
る。我々は、脱ユビキチン化酵素に着目、脱
ユビキチン化酵素の骨代謝における役割を
解明し、骨代謝研究に新たな進展をもたらす
こと、さらに各種骨疾患の病態の解明、その
治療法の確立を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 脱ユビキチン化酵素の骨代謝における意
義を、脱ユビキチン化酵素のひとつであるユ
ビキチンC末端加水分解酵素L3（UCH-L3）欠
損マウスを用いて分子生物学的に解明する。 

 まず、組織学的方法および骨形態計測法に
よりUCH-L3欠損マウスの骨代謝動態をin 
vivoで検討する。続いて、UCH-L3欠損マウ
スより骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞を単離し、
in vitroでそれらの分化・増殖活性を野生型
マウスと比較・検討する。また、骨代謝に関
連する因子の発現を、遺伝子レベル・蛋白質
レベルで解析する。さらにUCH-L3阻害薬の
骨粗鬆症治療薬としての可能性を検討する。 
 これらの解析で脱ユビキチン化酵素
UCH-L3の骨代謝における作用の分子基盤を
包括的に解析していく。 
 
４．研究成果 
（1）脱ユビキチン化酵素UCH-L3欠損マウス
について、in vivoおよびin vitroにおける
解析を行った。 
① in vivoにおける解析 
UCH-L3欠損マウス（国立精神・神経センタ
ー神経研究所、和田圭司教授より供与）およ
び対照群として野生型マウスの骨代謝動態
を骨形態計測法を用いて組織学的に解析し
た。組織量に対する骨量の割合を測定したと
ころ、UCH-L3欠損マウスは野生型マウスと比
較して骨量が多かった（Fig. 1およびFig. 2）。 
 
   野生型マウス         UCH-L3 欠損マウス 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1 UCH-L3 欠損マウスの骨量増加 

         （椎体、Von Kossa 染色） 

Fig. 2 UCH-L3 欠損マウスの骨量 

 
 また、UCH-L3欠損マウスと野生型マウスの
血清中の酒石酸耐性酸性フォスファターゼ
（TRACP 5b）を測定したところ、メスでは
UCH-L3欠損マウスにおける TRACP 5b活性が
野生型マウスに比べて高かった（Fig. 3）。 



 

 

Fig. 3 マウス血清中の TRACP 5b 活性 

 
 
 以上の検討は現時点では検体数が少ない
ため、今後検体数を増やしてさらに検討を行
う予定である。 
骨量の定量については、今後マイクロ CT
を用いた3次元定量を行い、より正確なデー
タ解析を行う予定である。また、骨形態計測
における骨構造に関するパラメータ（海綿骨
量、骨梁幅、骨梁数）、骨形成に関するパラ
メータ（骨吸収面、破骨細胞数、破骨細胞面）
の測定は現在進行中であり、これらのパラメ
ータを数値化し、UCH-L3欠損マウスと野生型
マウスのデータを比較・検討して、UCH-L3の
骨代謝動態に対する影響を評価していく予
定である。 
 
② in vitroにおける解析 
 まず、野生型マウス各臓器におけるUCH-L3
の発現を確認したところ、ユビキタスに各臓
器に発現していることがわかった（Fig. 4）。 
 

Fig. 4 マウス各臓器における UCH-L3 発現 

 
 
 マウス骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1におい
て、アデノウイルスベクターを用いてUCH-L3
を過剰発現させ、骨芽細胞のマーカー遺伝子
の発現に影響が見られるかを検討したとこ
ろ、UCH-L3の過剰発現によりオステオカルシ
ンの発現に上昇が見られたが、その他のマー
カー遺伝子については発現量に変化は見ら
れなかった（Fig. 5）。 
 
 
 
 

Fig. 5 UCH-L3 過剰発現の骨芽細胞マーカーにおける影響 

 
 
また、培養細胞のアルカリフォスファター
ゼ（ALP）活性を測定したところ、UCH-L3を
過剰発現することで骨芽細胞におけるALP活
性が低下した（Fig. 6）。 

Fig. 6 UCH-L3 過剰発現のアルカリフォスファターゼ活性に 

    おける影響 
 
 
野生型マウスの骨髄細胞から破骨細胞を
形成し、UCH-L3を過剰発現させ、破骨細胞マ
ーカー遺伝子の発現への影響を確認したと
ころ、破骨細胞マーカーへの影響は見られな
かった（Fig. 7）。 
 

Fig. 7 UCH-L3 過剰発現の破骨細胞マーカーにおける影響 

 
 骨代謝関連因子の細胞内での分解に着目
して骨代謝の分子機構の解明に臨んだが、脱
ユビキチン化酵素 UCH-L3のターゲットとな
る因子を特定することには現時点では至っ
ていない。 
 これまでの研究結果から、UCH-L3は骨形成
因子の制御に関わっている可能性のあるこ



 

 

とが示唆された。今後は、骨形成に関わる
種々の因子と、それらのユビキチン化-脱ユ
ビキチン化という観点から骨代謝機構の解
明にアプローチする予定である。骨格系の制
御に関わる分子機構の統合的な理解を進め
ることは、骨粗鬆症をはじめとした多様な疾
患の病態の解明に繋がり、治療法・創薬研究
の進展にも貢献するものと思われる。 
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