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研究成果の概要（和文）： 破骨細胞はその骨吸収活性により、骨芽細胞の造骨活性と協調的に機能すること
で、体内の骨量を一定に維持する骨代謝の一翼を担っているため、分化機構の破綻は様々な骨疾患の原因となっ
てしまう。本研究は破骨細胞の分化メカニズムを詳細に解明することを目的に実施され、破骨細胞分化に必須な
受容体RANKにおける機能領域HCRに結合する分子を同定した。また、遺伝子発現解析から破骨細胞分化を制御す
る新規遺伝子を複数同定することに成功し、新たな分化メカニズムの一端を明らかにした。これらの成果は骨疾
患治療方法の新規開発の一助となると考えられる。

研究成果の概要（英文）： Bone is an important organ, which has functions of supporting body shape 
and hematopoiesis. Osteoclasts are cells that degrade bone matrix, and have a crucial role in bone 
remodeling in concert with osteoblasts which generate bone matrix. The excess formation of 
osteoclast causes pathological bone resorption, such as that found in postmenopausal osteoporosis 
and bone metastases. Therefore, elucidation of the precise molecular mechanism of osteoclastogenesis
 is important for development of therapeutic strategies to treat or prevent such bone diseases.
 Our screening revealed that some novel proteins bind to HCR which is an essential region in RANK 
for induction of osteoclastogenesis. Moreover, we identified three genes which regulate 
osteoclastogenesis. These results will contribute to reveal the novel signal pathway involved in 
osteoclast differentiation.

研究分野： 骨免疫学
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結合タンパク質の同定を試みた。そして、
得られた候補タンパク質が実際に HCR
と会合するかを検証し、分子モデルを考
察した。更に、internalization を低分子
化合物で抑制した際の候補タンパク質を
解析することで、internalization の役割
の解明を試みた。また、特異的抗体を利
用することで、RANK/HCR への翻訳後
修飾を解析した。 
 

(2)  化学合成した HCR-peptide を用い、in 
vitro 破骨細胞分化系に添加して分化へ
の影響を調べた。HCR 全域にわたり短い
断片の peptide も合成し、同様に分化へ
の影響を検証した。 
 

(3)  以前に本研究代表者は、保有しているマ
イクロアレイデータとデータベースに公
表されているアイクロアレイデータを組
み合わせて網羅的に解析し、RANKL 刺
激依存的に発現量が減少する遺伝子を複
数同定することに成功していた。これら
の遺伝子を破骨前駆細胞に強制発現させ、
分化をへの影響を調べた。また、遺伝子
欠損マウスを入手し、分化を調べた。 

 
 
４．研究成果 
 「2. 研究の目的」欄で記述した 3 点に関し
て解析を行い、以下のような成果を得た。 
(1)  RANKL 刺激を加えた破骨前駆細胞を

用いて新たに Libarary を作成し、HCR
配列を baitとしたYeast-2-Hybrid解析
を実施したところ、14 種の HCR 会合
タンパク質候補を得ることができた。こ
れらの候補分子と受容体 RANK の結合
を調べたところ、1 種において結合が確
認できた。このタンパク質は NFATc1
の活性化に関与することが知られてい
たため、同様に NFATc1 の活性化に関
与するRANKの internalizationとの関
係を調べたところ、低分子化合物で
RANK の internalization を阻害すると
候補タンパク質の活性化が阻害された
ため、RANK の internalization がこの
候補タンパク質の RANK への集積と効
率的な活性化のために機能しているこ
とが示唆され、新規分子メカニズムの一
端が明らかになった。一方で、受容体の
internalization との関連が報告されて
いるユビキチン化やSUMO化などの翻
訳後修飾を特異的抗体を用いて RANK
において調べたが、RANK がこれらの
修飾を受けている結果は得られなかっ
た。Yeast-2 Hybrid 法解析で得られた
結合候補タンパク質には翻訳後修飾に
関与する遺伝子は含まれておらず、分子
メカニズムは不明である。そのため、今
後は受容体 RANK に結合する全ての分
子の同定を目指し、共同研究にて

Protein Array を実施する予定である。 
 

(2)  HCR をいくつかの領域に分け、それぞ
れ膜透過性を持ったペプチド断片とし
て合成し、破骨前駆細胞の培養系に添加
して分化への影響を検証した。その結果、
複数のペプチドにおいて分化が抑制さ
れたため、HCR には複数の機能領域が
備わっていることが示唆された。実験使
用に十分なペプチドの合成等に時間が
かかり実施できなかったが、今後、骨疾
患モデルマウスを作出して患部に投与
することで治療効果を検証し、新規骨疾
患治療方法としての確立を目指す。また、
機能部位と推定される領域の分子メカ
ニズムを詳細に解析する予定である。 
 

(3)  以前に本研究代表者は種々のマイクロ
ア レ イ デ ー タ を 解 析 す る こ と で
RANKL 刺激依存的に発現量が減少す
る遺伝子を新規に 13 種同定していた。
更に、この 13 種の遺伝子を破骨前駆細
胞に過剰発現させることで、分化する成
熟破骨細胞を減少させる遺伝子(抑制遺
伝子候補)を 1 つ、増加させる遺伝子(亢
進遺伝子候補)を 2 つ同定していた。今
回、再度過剰発現実験を実施したところ
同様な結果が得られたため、これらの遺
伝子は再現良く分化に影響を与えるこ
とが明らかになった。また、その 1 つ
の抑制遺伝子の欠損マウス由来の骨髄
細胞から破骨細胞を分化させたところ、
野生型に比べて多くの破骨細胞が分化
形成されたため、この遺伝子が分化の新
規抑制遺伝子であることが明らかにな
った。今後、この遺伝子欠損マウスの骨
構造の解析と、破骨前駆細胞の解析を進
めることで、新規分化メカニズムの詳細
を解明する予定である。また、亢進遺伝
子候補の 1 つを破骨前駆細胞に過剰発
現させたところ、RANK 下流の ERK1/2
の活性化が増進しており、破骨細胞分化
を制御する新たなシグナル伝達経路の
存在が示唆された。すなわち、破骨細胞
分化に関与する遺伝子を新規に同定す
ることができたため、分化メカニズムの
解明を目指して今後も解析を続ける予
定である。 
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