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研究成果の概要（和文）：骨組織で骨吸収を担う破骨細胞は、骨粗鬆症や癌の骨転移などの疾患で治療標的として重要
である。破骨細胞の最終分化には、破骨細胞分化因子RANKLと前駆細胞の受容体RANKとの結合が不可欠である。従って
骨髄単球系細胞から破骨細胞分化への前段階で、受容体RANKを持つことが重要である点に着目して、受容体RANKの遺伝
子プロモータを解析して、RANK発現を誘導する転写因子について検討した。一方、通常のRANKは10個のエクソンで構成
されるが、私どもは2個のエクソンのみの変異型vRANKを見い出し、培養細胞でvRANK発現を解析するとともに、vRANKを
強制発現する遺伝子改変マウス作製に着手した。

研究成果の概要（英文）：Osteoclasts are multinucleated giant cells specialized in bone resorption, and 
are the major therapeutic target in diseases such as Osteoporosis and metastatic bone tumor. Receptor 
activator of NF-κB (RANK) is a member of the tumor necrosis factor receptor (TNFR) family expressed in 
osteoclast precursors, and RANK-RANK ligand (RANKL) signaling is a key system for differentiation, during 
differentiation of bone marrow mono-nucleated cells into osteoclast precursors. We had cloned a 6-kb 
fragment containing the 5’-flanking region of the RANK gene and have analyzed the binding elements of 
transcription factors. RANK transcription was positively regulated by c-fos/AP-1. We have identified 
splicing variant of mouse and human RANK gene (vRANK) that contains an intervening exon between exons 1 
and 2 of full-length RANK (fRANK) mRNA. Since this novel exon contains a stop codon, vRANK encodes short 
truncated amino acids. We have started to generate a vRANK-overexpressed transgenic mouse.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
 破骨細胞は、骨髄単球系細胞が分化して、
多核巨細胞の形態になり、骨吸収に特化した
細胞である。骨粗鬆症や癌の骨転移などの病
態では、破骨細胞の制御が重要な治療標的と
なっている。破骨細胞の最終分化には、破骨
細胞分化因子 RANKL が、破骨細胞の前駆細
胞上の受容体 RANK に結合することが不可
欠である。私どもは、破骨細胞前段階の細胞
に受容体 RANK が発現することの重要性に
着目して、RANK 遺伝子の発現制御機構につ
いて研究を行ってきた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の主
要な転写因子結合配列の解析 
 RANK 遺伝子プロモータ領域に存在する
NFAT 結合候補配列、CRE/AP1 結合候補配列
の機能を検討する。 
 
(2) 受容体 RANK の新規変異体 vRANK の機
能解析 
 RANK はヒト、マウスいずれも 10 個のエ
クソン、600 余のアミノ酸で構成されるが、
mRNA スプライシング段階で、2 個のエクソ
ンからなる変異体 vRANK が産生される。ヒ
ト、マウス培養細胞における vRANK 発現制
御機構の解析、vRANK を強制発現する遺伝
子改変動物作製を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の主
要な転写因子結合配列の解析 
 ゲルシフトアッセイを行い、RANK 遺伝子
プロモータ領域の NFAT 結合配列、CRE/AP1
結合配列を同定するとともに、マウス前破骨
細胞 RAW 細胞にトランスフェクションを行
いプロモータアッセイを施行した。siRNA 導
入による転写因子のノックダウンが受容体
RANK と破骨細胞分化形質発現に及ぼす効
果を検討した。 
 
(2) 受容体 RANK の新規変異体 vRANK の機
能解析 
 マウス RAW 細胞、ヒト白血病細胞 HL-60
細胞において、サイトカイン、ホルモン等の
vRANK 産生に対する効果を調べるとともに、
各種キナーゼ阻害剤の抑制効果を検討した。
遺伝子改変動物としては vRANK を全身的に
強制発現するマウスを作製して、骨組織のみ
ならず、全身主要臓器を検索した。 
 
 
４．研究成果 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の主
要な転写因子結合配列の解析 
 ゲルシフトアッセイを行い、RANK 遺伝子
プロモータ領域の NFAT 結合配列、CRE/AP1

結合配列を同定するとともに、マウス前破骨
細胞 RAW 細胞にトランスフェクションを行
いプロモータアッセイを施行した。siRNA 導
入による転写因子のノックダウンが受容体
RANK と破骨細胞分化形質発現に及ぼす効
果を検討した。 
 
(2) 受容体 RANK の新規変異体 vRANK の機
能解析 
 マウス RAW 細胞、ヒト白血病細胞 HL-60
細胞において、各種サイトカイン、ホルモン
等のうち sRANKL に加え、Vitamin D3+PMA
処理による vRANK の誘導効果、ERK 阻害剤
の抑制効果が認められた。近年、mRNA スプ
ライシングについて SAM68 が注目されてい
るが、マウス、ヒトいずれも RANK 遺伝子エ
クソン 1、2 の近傍に SAM68 の結合モチーフ
が複数箇所存在し、siRNA による SAM68 の
ノックダウンで vRANK 発現が阻害されるこ
とを見い出し、SAM68 による vRANK 発現を
示唆する知見を得た。 
 vRANK は培養細胞レベルでは破骨細胞分
化に抑制効果を示すので、vRANK 導入個体
では骨量が増加する可能性が期待された。し
かしながら、vRANK を全身的に強制発現す
るマウスを作製すると、離乳期までの死亡率
が極めて高く、少数の生存個体では、気管支
肺炎、心不全を呈し、全身状態の悪化を背景
に、骨量減少を呈するという観察結果を得た。 
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