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【研究の背景】 

ヒトゲノム計画によりヒトタンパク質は同定された尽くされたとおもわれていたが、近年の検討により、非 ATG から始まる

open-reading frame（ORF）や 300 ヌクレオチド未満の短い ORF の中に、依然としてタンパク質をコードしているものが隠れて

いることがわかってきた。短い ORF から翻訳される 100 アミノ酸未満のタンパク質はマイクロプロテイン（MP）と呼ばれ、重要

な働きをするものが同定されてきている。我々は、先行研究でヒト腎における Ribosome foot-printing sequencing（Ribo-Seq）

を行い、100 個の ncRNA 上に翻訳が予測される ORF が同定された。その中の候補の一つに注目し、予測される MP へのカ

スタム抗体を作成し、腎組織を免疫染色したところ、その分布がシングルセル解析における RNA の分布と合致した。ノックア

ウト実験などにより抗体の特異性もほぼ確認され、この MP を MKMP78 と命名した。MKMP78 のアミノ酸配列は機知のモチ

ーフとの類似性はなく、その機能は不明である。MKMP78mRNAはシングルセル解析および公共データベースを用いた追加

検討によりマクロファージ（Mφ）において発現が亢進することが予想されたため、Mφにおいて何らかの重要な働きを行って

いるという仮説たてた。 

 

【⽬  的】 

MKMP78 の Mφにおける分子機能を解析すること 

 

【⽅  法】 

THP-1（ヒト単球細胞株）に対して、PMA100ｎM で 72 時間刺激し、接着した細胞を M0 Mφとした。M0 Mφに対してさら

に、lipopolysaccharide 100 ng/mL と interferon-gamma 20 ng/mL を添加し 48 時間分化させたものを M1 Mφとし、M0 Mφ

に対して、interleukin-4 20 ng/mL および interleukin-13 20 ng/mL を添加し 48 時間分化培養させたものを M2 Mφとした。

MKMP78 mRNA の検出に関しては、MKMP78 ORF における exon-junction をターゲットにしたプライマーを用いて SYBR 

Greenを用いたrealtime PCRを用いて評価した。MKMP78タンパクの検出に関してはシグマ社に委託して作成したMKMP78

の予測配列の一部をターゲットにしたウサギポリクローナル抗体を用いて行い、ウエスタンブロッティングにより行った。

protein interaction screen on peptide matrices（PRISMA）は MKMP78 のアミノ酸配列の一部をオーバラップさせながらデザ

インし、合成した 12 個のペプチドフラグメントをろ紙にブロットさせ、HEK293T の細胞溶解液と反応させたのちに質量分析機

を用いて測定し、MaxQuant を用いて検出されたタンパク質の解析を行った。 

 

【結  果】 

THP-1（ヒト単球細胞株）を用いて、MKMP78 mRNA および MKMP78 タンパクおよびの発現変化を評価した。THP-1 誘導

M0、M1、M2 Mφではいずれも未刺激 THP-1 と比較して MKMP78 の発現が亢進していた。しかし、MKMP78 タンパクの発

現は THP-1 で高く M0 マクロファージではその発現が低下していた。PRISMA を用いた MKMP78 の共役分子のスクリーニン

グでは 335 のタンパク質の相互作用の可能性が示唆された（adjusted P value <0.1）。 
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【考  察】 

THP-1 誘導 M0 Mφにおける RNA とタンパク発現量の乖離の原因は明らかにできていない。M0 Mφにおいて翻訳効率

が大幅に低下するあるいはタンパクの分解速度が単球 THP-１と比較して亢進しているなどの可能性が示唆されたが、これら

は今後の検討課題である。またマイクロプロテイン研究に共通することだが、MKMP7８の発現量が少なく、予定していた研究

手法がうまくワークしない点も多かった。PRISMA を利用することにより結合分子のスクリーニングに成功したため今後さらに

解析を進めていく。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】 

現時点での臨床的意義に関してはまだ不明なところは多いが内在性発現の認められる新たなタンパク質の発見から始ま

っている研究であり、今後の機能解析が進むことにより意義が明らかになっていくと考える。 
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