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研究成果の概要（和文）：破骨細胞の分化における血清カルシウム降下因子カルデクリンの抑制機構を検討した。RAW2
64.7細胞ではRANKL刺激によりラフト非依存性シグナル経路（ERK, NFκB, JNK）とラフト依存性シグナル経路（Fyn, S
yk, PLCγ）が活性化される。カルデクリンはラフト依存性経路のみを抑制した。細胞膜ラフト膜画分のFynのリン酸化
はRANKLにより増加したが、カルデクリンで抑制された。ラフト画分を破壊するとRANKL応答能とカルデクリン抑制効果
が消失した。従ってカルデクリンはRANKLシグナルの細胞膜プラットフォームにおけるFynの活性化を抑制し破骨細胞分
化を抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Inhibitory mechanism of serum calcium-decreasing factor, caldecrin, on the 
osteoclastogenesis was investigated. RANKL activates raft-independent signaling pathways (NFκB, ERK and 
JNK), and raft-dependent signaling pathway (Fyn, Syk and PLCγ) in the RAW264.7 cells. Caldecrin 
inhibited only the raft-dependent signaling pathway. The phosphorylation of Fyn on the raft domain of 
plasma membrane was increased by RANKL but not in the presence of caldecrin. Disruption of raft domain 
impaired the RANKL-stimulated and caldecrin-inhibited phosphorylation of Fyn. These results suggest that 
caldecrin inhibits the osteoclastogenesis by the inhibition of the RANKL-stimulated activation of Fyn on 
the signal platform on the plasma membrane.

研究分野：生化学、分子生物学、骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
破骨細胞はマクロファージ前駆細胞が骨
芽細胞と結合し、骨芽細胞の RANKL 刺激と免
疫受容体刺激で分化が開始され成熟破骨細
胞となる。また、骨表面への接着を起点とし
て細胞内にアクチンリングを形成し骨吸収
を行う。国内外の多数の報告をもとに以下の
モデルが提示されている。  
 
(1)破骨細胞分化シグナル                          
①骨髄由来のマクロファージはRANKL刺激に
より受容体 RANK に結合するアダプアター分
子 TRAF６を介して NFκB, MAPK などが活性化
され、c-Fos の発現が誘導される。 ②RANKL
刺激は免疫受容体(TREM2, OSCAR)に会合して
いる ITAM 配列を持つアダプター分子 DAP12
や FcRγ をリン酸化する。③リン酸化 ITAM
にはチロシンキナーゼSykやアダプター分子
SLP76,さらに PLCγと複合体を形成し、PLCγ
により Ca2+振動が発生する。 ④細胞内 Ca2+

の上昇はカルモジュリンとカルシニューリ
ンを活性化し、細胞質内 NFAT を核移行させ
NFκB と c-Fos の共同で破骨細胞分化遺伝子
の発現を促進する。⑤RANKL 刺激はチロシン
キナーゼ Tec を活性化し、これらは SLP76, 
BLNK と結合し Ca2＋シグナルに合流する。 
RANK による Src family kinase(SFK)の活性
化が Tec や ITAM モチーフのリン酸化を促進
することが示唆されている。SFK である Lyn
は破骨細胞の分化を負に制御をしている報
告があり、正の制御をするチロシンキナーゼ
の同定が待たれる。 
 
(2)成熟破骨細胞の骨吸収シグナル 
 ①Integrin にはチロシンキナーゼ c-Src が
結合しており、さらに Pyk2 が結合し複合体
を形成し FAK, Vav、Rac の活性化により
Integrin を起点としたアクチンリングが形
成される。②アクチンリング形成は RANKL 刺
激による Ca2+チャネル TRPV を介した細胞内
Ca2+上昇が関与する。③アクチンリング形成
によるシーリングゾーンにプロトンが分泌
され骨吸収が開始される。これらのレセプタ
ーは細胞膜上のコレステロールとスフィン
ゴ脂質に富む生体膜マイクロドメイン（ラフ
ト）に集合し、シグナルを効率化するプラッ
トホームを形成する。以上の報告を総合する
と、RANKL による破骨細胞分化および成熟破
骨細胞の機能維持において、RANK を中心とし
た免疫受容体、接着受容体 Integrin とのシ
グナルプラットホームが細胞膜上「ラフト」
で効率よく集合する機構とその時空的関係
の包括的解明が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
Receptor activator of NFκB ligand (RANKL)
による破骨細胞の分化と成熟破骨細胞の骨
吸収機能にはリン酸化・脱リン酸化シグナル、
Ca2+シグナルなどが協調的に関係している。
これらのシグナルは 2 種類の受容体(RANK, 

immunoreceptor)と接着受容体integrinのシ
グナルが協調的に働き、細胞膜シグナルプラ
ットホームを形成するが、時空的関係が明ら
かでない。血清カルシウム降下因子カルデク
リンは研究代表者等が膵臓から精製クロー
ニングしたプロテアーゼである。これまでの
研究で、血清カルシウム降下活性にはプロテ
アーゼ活性が関与しておらず、プロテアーゼ
でありながら破骨細胞の形成抑制と成熟破
骨細胞の骨吸収抑制作用を併せ持つ機能性
タンパク質であることが明らかになってき
た。本研究では、破骨細胞の受容体シグナル
が細胞膜上で集合しシグナルプラットホー
ムを形成する過程をカルデクリンが抑制す
る機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)RAW264.7 細胞の破骨細胞への細胞内分化
シグナルを検討した。RANKL (10 ng/ml)で刺
激後、経時的に細胞を SDS 化バッファーある
いは RIPA バッファーで反応停止し、細胞内
シグナルの活性化を Western blot で検出し
た。免疫沈降は RANKL 刺激後の RIPA バッフ
ァーセルライゼートを抗 Fyn 抗体、あるいは
抗 Lyn 抗体で免疫沈降し Western blot を行
った。Fyn と Lyn のリン酸化は Y416 のリン酸
化を認識する抗 p-c-Src family (Y416)抗体
を用いた。 
 
(2)ラフト画分は RAW264.7 細胞を RANKL で刺
激した後、細胞を 1% Triton X-100 で可溶化
後、ショ糖密度勾配超遠心することで浮遊し
てくる膜画分を界面活性剤不溶性膜画分（ラ
フト画分）として回収し、Western blot 解析
を行った。 
 
(3)ラフト画分に含まれるコレステロールを
引き抜くβ-メチルシクロデキストリンを
RANKL刺激前にRAW264.7細胞に前処理するこ
とでラフト構造を破壊しRANKLシグナルにお
けるラフトの関与を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)RANKL による破骨細胞分化シグナルは
NFκB p65, JNK, ERK の 活 性化経路と
SFK-Syk-PLCγ-カルシウムオシレーション
経路に大別される。そこでカルデクリンの破
骨細胞分化抑制経路を検討した。RANKL によ
る RAW264.7 細胞の破骨細胞分化シグナルに
対し、カルデクリンは NFκB p65, JNK, ERK
のリン酸化を抑制しなかった一方、Syk, 
PLCγ のリン酸化を抑制した。この抑制は
PLCγ シグナル下流のカルシウムオシレーシ
ョンや破骨細胞分化マスター転写調節因子
NFATc1 の核内移行と自己遺伝子活性化の抑
制にリンクし、破骨細胞の分化の抑制を引き
起こした。従って、RANKL の分化シグナル経
路において、カルデクリンは NFκB や MAPK
経路には影響せず、 Syk-PLCγ-Calcium 
oscillation-NFATc1 経路を抑制した。 



 
(2)RANKL 受容体 RANK は SFK を活性化し、シ
グナル下流のSyk-PLCの活性化にリンクする。
成熟破骨細胞ではc-Srcが破骨細胞の分化と
ともに発現し KO マウスでは破骨細胞分化に
は障害がみられないが骨吸収機能が障害さ
れる。一方、分化初期には c-Src 以外の SFK
が発現している。Fyn KO マウスでは破骨細胞
分化が障害される。Lyn KO マウスでは破骨細
胞分化が促進される。そこで RANKL による
RAW264.7 細胞の破骨細胞分化初期における
Fyn と Lyn のリン酸化に対するカルデクリン
の効果を検討した。RANKL 刺激後の抗 Fyn 抗
体あるいは抗 Lyn 抗体による免疫沈降と
Western blot の結果、Fyn は Lyn と比較し
RANKL(R)によりリン酸化が顕著に亢進した。 
一方、RANKL 共存下におけるカルデクリン
(R+C)は RANKL による Fyn のリン酸化を無処
理(N)レベルまで抑制した。従って、カルデ
クリンは RANKL による Fynのリン酸化を抑制
し、下流の Syk-PLCγ-NFATc1 経路を抑制す
ることが明らかになった。 
 
(3)ラフト画分（１％ Triton X-100 不溶性膜
画分）はショ糖密度勾配超遠心により分離さ
れた。ラフト画分にはラフトマーカーである
Flotillin が検出され、ラフト画分に局在し
ないトランスフェリン受容体は可溶性画分
に検出された。RANKL 刺激によりラフト画分
の Fyn のリン酸化は促進された。また、Syk
は RANKL刺激によりラフト画分への移行が亢
進した。一方、ERK は Triton X-100 可溶性
膜画分(非ラフト画分)に局在しRANKL刺激に
よってリン酸化が促進された。カルデクリン
処理によりラフト画分でのFynのリン酸化は
抑制された。 
 
(4)細胞膜ラフト形成にはコレステロールが
必須であり、コレステロールを引き抜くβ-
メチルシクロデキストリンによってラフト
形成は抑制される。RANKL 刺激によりラフト
膜画分の Fyn のリン酸化は促進された一方、
RANKL による Fyn のリン酸化はカルデクリン
により抑制された。他方、β-メチルシクロ
デキストリンの前処理によりRANKL刺激によ
る Fyn のリン酸化は抑制され、Fyn のリン酸
化にラフトが必要であることが明らかにな
った。一方、RANKL による ERK のリン酸化は
可溶性膜画分でおこり、RANKL でリン酸化が
促進されたが、カルデクリン処理は抑制しな
かった。 
以上の結果から、RANKL の結合により RANK は
ERK や NFκB, JNK などを活性化した後、ラフ
ト画分で Fynを活性化し Sykをラフト画分へ
リクルートすることで下流シグナルのカル
シウムオシレーションを引き起こすことが
示唆された。カルデクリンはラフト画分で
Fyn のリン酸化を抑制し、下流のカルシウム
シグナルを抑制した。カルデクリンはラフト
を中心としたシグナルプラットホームを直

接抑制することが明らかになった。 
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