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研究成果の概要（和文）：相補的な蛍光タンパク質の一部同士が結合して蛍光を発する系 (BiFC) 

を利用して、骨破壊を担う細胞である破骨細胞の形成に必要なタンパク質であるRANKおよび

RANKLの相互作用を検出する系を確立するための遺伝子を作製した。これらの遺伝子を細胞に導

入した実験では、RANKとRANKLが結合し得る条件下において蛍光が検出された。 
 
研究成果の概要（英文）：By utilizing a fluorescence detection system by binding of 
complementary parts of a fluorescent protein (BiFC), the genes needed for the detection 
of the interaction of RANK and RANKL, proteins necessary for the formation of osteoclasts 
whoch have a central role in bone resorption, were constructed. In a preliminary 
experiment in which these two genes were introduced into cells, fluorescence was detected 
under the condition when RANK and RANKL could bind together.   
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１．研究開始当初の背景 
 

生体内において、骨量は破骨細胞による骨吸

収と骨芽細胞による骨形成という相反する 2

つの作用のバランスにより維持されている。

破骨細胞の形成、活性化および生存には骨芽

細胞系の細胞膜に存在する膜タンパク質

receptor activator of NF-κb ligand 

(RANKL)が破骨細胞およびその前駆細胞の細

胞膜上に発現する受容体 receptor activator 

of NF-κb (RANK)に結合し、RANK 下流シグ

ナル系が活性化することが必須である。 

RANKL は膜タンパク質として合成されるが、

Matrix metalloproteinase （MMP）14などに

よる切断を受けて可溶型 RANKLとなる。破骨

細胞形成にはその前駆細胞と骨芽細胞の直

接の接触が必要であること、および MMP14を

欠損した骨芽細胞では膜型 RANKL が増加し、

破骨細胞形成支持能が亢進しているといっ

た知見からは、RANKL は切断により活性が減
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少すると考えられる。しかし可溶型 RANKL が

膜型 RANKLに比べ活性が低いことの理由につ

いてはいまだ解明されていない。また、膜型

RANKL の切断によって生じた可溶型 RANKL の

生体における意義は不明である。その解明に

は生体内における RANKL-RANK の相互作用に

ついての解析が必須と考えられるがこれま

でにそのような報告は無い。 

申請者は最新の手法であるインビボイメー

ジング技術を駆使することにより、生きたマ

ウスの骨髄内において RANKL-RANK 相互作用

や RANK 下流シグナルが活性化される部位お

よびその強度、また時間経過による変化を蛍

光観察し、生体内において RANKL 切断が破骨

細胞分化に与える影響を明らかにできると

考えた。 

 

 
２．研究の目的 
 
この研究の目的は、破骨細胞分化、活性化お
よび生存に必須の分子である膜タンパク質
RANKLの切断により RANKL-RANKの相互作用お
よび RANK 下流シグナル活性が制御され、破
骨細胞分化が調節されていることをマウス
生体内で明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
 
革新的蛍光分子プローブを開発し、最新のイ
ンビボイメージング技術を用いることによ
り、RANKL-RANK 相互作用および RANK 下流シ
グナル活性を蛍光にて検出する。膜型 RANKL
およびその切断の結果生じる可溶型 RANKLに
よる蛍光の変化を生きたマウスの骨髄内に
おいて経時的かつ空間的に観察し比較検討
することにより、RANKL 切断が破骨細胞分化
に及ぼす影響を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 

(1)BiFC法によるタンパク質相互作用検出系

の確立 

それぞれ相補的な蛍光タンパク質の一部同士

が結合し、 蛍光タンパク質を形成して蛍光を

発することによりタンパク質同士の相互作用

を検出する系であるbimolecular 

fluorescence complementation （BiFC)系を

確立するため、ある種のタンパク質が二量化

を形成する際の結合ドメインである

Leucine-zipperにそれぞれmonomeric 

Kusabira-Green のN端側部分（mKG-N）あるい

はC端側部分（mKG-C）を融合させたタンパク

質を発現するコンストラクトを作製し、 ヒト
胎児腎細胞由来細胞株HEK 293細胞に同時に

トランスフェクションした。Leucine-zipper

同士の相互作用の結果再構成された蛍光タン

パク由来と考えられる 蛍光の検出は可能で

あった。しかし、HEK293細胞は高い遺伝子導

入効率を持つことが知られているが、それに

も関わらず実際に蛍光を発している細胞が

50%以下と少なかった。また観察された蛍光強

度にもばらつきがあった。 

 

 

 

 

(2)mKG2-C/NおよびRANK/RANKL融合タンパク

質発現コンストラクトの作製 

上記のLeucine-zipperおよびmKG-C/N融合タ

ンパク質発現コンストラクトを用いた検討か

らは、インビボにおけるタンパク質相互作用

を蛍光によって検出するためにはより強い蛍

光強度が必要であると考えられた。そこで、

mKG-C/Nを用いた系に対しリンカー部位の変

更などの工夫を加える事により効率を高めた

monomeric Kusabira-Green2 (mKG2)を用いた

系に切り替え、RANKおよびRANKLにそれぞれ 

mKG2のN端側部分（mKG2-N）あるいはC端側部

分（mKG2-C）のいずれかを融合させたタンパ

ク質を発現するコンストラクトについてそれ

ぞれ複数のパターンでデザインした（図1）。

RANKおよびRANKLとmKG2のN端側とC端側の組

み合わせは2通り考えられたが、そのうちの1

つの組み合わせについて作製したそれぞれの

コンストラクトをHEK293細胞にトランスフェ

クションし、RANKおよびRANKLとmKG2-Cおよび



 

 

Nの融合タンパク質の発現をウエスタンブロ

ッティングで確認したところ、予想される位

置にバンドを検出可能であった(図2)。また、

それぞれのコンストラクトを別々のHEK293細

胞にトランスフェクションしたのちにそれら

の細胞を混合して培養する実験を行ったとこ

ろ、RANKとRANKLが結合し得る条件下において

のみ緑色の蛍光を検出することが可能であっ

た。 

 
 
 

 
(3)RANK 下流シグナル検出系の確立 
RANK に RANKL が結合すると NF-κB 系などの
RANK下流シグナル系が活性化され、その結果
様々な遺伝子の発現が亢進する。このシグナ
ル 系 活 性 化 を 検 出 す る た め に 、
Tartrate-resistant acid phosphatase 、
Cathepsin K などといった破骨細胞特異的に
発現される遺伝子のプロモーター活性に依
存して Red Fluorescent Protein 遺伝子が発
現するようなレトロウイルスベクターを作
製する予定であったが、Cathepsin K 活性を
特異的に検出する蛍光プローブである
CatK680 (ViSen 社)を培養破骨細胞あるいは
マウスに投与することにより、より簡便に破
骨細胞分化シグナルの活性化が検出可能に
なると考えた。そこで CatK680を実際にマウ
スおよび培養破骨細胞に投与してみたが、破
骨細胞前駆細胞であるマクロファージに強
い蛍光が見られた一方、成熟破骨細胞には蛍
光が見られず、使用できないことが分かった。
そこで、Cathepsin K プロモーター活性依存

的に Creリコンビナーゼを発現するトランス
ジェニックマウス、CAG プロモーターと蛍光
タンパク質 Venus をコードした配列の間に
loxP 配列に挟まれたストップ配列が挿入さ
れた遺伝子を持つトランスジェニックマウ
スを入手し、RANK下流シグナルが活性化した
破骨細胞特異的に蛍光を発するマウスを作
出すべくこれら 2種のマウスの掛け合わせに
着手した。 
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