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研究成果の概要（和文）：骨を溶かす破骨細胞は骨の健康維持のみならず骨粗鬆症や癌骨転移に関与するため、治療に
応用できる分化メカニズムの解明は重要である。本研究によって申請者は、破骨細胞分化に必須な受容体RANKの機能領
域HCRにおける結合タンパク質を同定し、新たな分化メカニズムを見出した。また、HCRに相同なペプチドを用いて破骨
細胞分化を人為的に制御できることを見出し、骨疾患の新規治療方法を提案した。更に、破骨細胞分化を抑制する機能
を持つ遺伝子を新規発見することができた。これらの成果は、既存の方法よりも効果的な骨疾患治療方法の新規開発に
貢献できると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Since excess formation and differentiation of osteoclasts, which have an ability 
to resorb bone matrix, cause bone diseases such as osteoporosis and bone metastasis, elucidating the 
molecular mechanism of osteoclastogenesis is very significant for developing the novel method for 
treating bone diseases. In this study, candidate proteins were identified as binding protein to HCR, 
which is essential region in receptor RANK for induction of osteoclastogenic signaling. As a result, I 
found the novel signaling pathway in RANK signaling for osteoclastogenesis. Treatment osteoclast 
precursor cells with peptides corresponding to amino acid sequences of HCR inhibit osteoclastogenesis, 
suggesting that osteoclastogenesis can be controlled artificially. Furthermore, the novel gene was 
indentified as suppressor for osteoclastogenesis. These results should be helpful for developing the 
novel drug and treating methods against bone disease.

研究分野： 骨免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 体型支持と造血の役割を担う骨は、骨形成
を担う骨芽細胞と骨吸収を担う破骨細胞の
適度な活性バランスによって、新陳代謝を繰
り返しながら一定量に保たれている。そのた
め、両細胞の活性バランスの崩壊は骨粗鬆
症・関節リウマチ性炎症性骨変形・癌の骨転
移など、様々な骨疾患を引き起こすことが知
られている。骨疾患の多くは加齢と共に発症
することが多く、超高齢社会となった日本で
は骨疾患発症者の増加が進んでおり、その対
応・対策の整備が急務となっている。 
 骨粗鬆症は破骨細胞の過形成・機能亢進が
原因で発症する。また、関節リウマチの患者
の炎症部位では、炎症性サイトカインによっ
て破骨細胞が過形成されて異所的溶骨によ
る骨変形が引き起こされていることが明ら
かになっている。更に、癌の骨転移は、癌細
胞から産生されたサイトカインが破骨細胞
の過形成を引き起こし、異常部位で溶骨活性
を発揮させて癌細胞が増殖する空間を骨に
作ることで成立すると考えられている。すな
わち、破骨細胞は多くの骨疾患の原因である
ため有用な治療標的であり、そのため破骨細
胞 を 細 胞 死 に 導 く 骨 吸 収 抑 制 剤
Bisphosphonate 製剤が様々な骨疾患治療に
おいて実際に使用されている。しかし、
Bisphosphonate 製剤は治療効果が現れるま
で長時間を要することや、多くの副作用が有
ることが報告されており、新しいメカニズム
による新規治療方法の開発が待望されてい
る。そのためには、破骨細胞分化の分子メカ
ニズムを詳細に明らかにし、得られた結果を
応用する必要が有る。 
 破骨細胞の分化は、破骨前駆細胞に発現し
ている受容体 RANK に破骨細胞分化因子
(RANKL)が結合することで誘導される。本研
究代表者は以前に、受容体 RANK において
異なる動物種間でアミノ酸配列が高度に保
存されている領域 HCR (Highly Conserved 
region in RANK)を見出していた。HCR は、
アダプター分子 Gab2 との結合を介してシグ
ナル複合体形成の足場となり、TRAF6 によ
る NF-B シグナル伝達経路の活性化と、
PLC2 を介した Ca2+シグナル伝達経路の活
性化を長時間維持することで、破骨細胞分化
のマスター転写因子NFATc1の発現誘導に関
与することが明らかになっており(図 1)、
RANK において破骨細胞分化に必須な領域

である。更に本研
究代表者は、HCR
と相同なアミノ酸
配列のペプチド断
片 (HCR-peptide)
を破骨前駆細胞内
にレトロウィルス
を用いて過剰発現
させることにより、
RANK の HCR に
おけるシグナル複

合体形成を阻害
し て ( 図 2) 
NFATc1 の発現
誘導が起こらな
いようにして、
破骨細胞分化を
人為的に阻害す
ることに成功し
ていた(図 3)。し
かし、HCR を欠
失したRANK変
異体は破骨細胞分化誘導能が完全に失われ
ているのに、HCR に結合する Gab2 の遺伝
子欠損マウスでは破骨細胞が少ないながら
も存在することが報告されており、HCR に
は Gab2 以外のタンパク質も結合して機能す
ることが示唆されていた。すなわち、HCR
における分子メカニズムは未解明の部分が
多く残されている状態であった。 

 
 
２．研究の目的 
 多くの骨疾患の原因が破骨細胞の過形
成・機能亢進であるため、破骨細胞の分化メ
カニズムを詳細に明らかにすることで得ら
れる知見を応用することで新規治療方法を
開発することができる。また、本研究代表者
が世界に先駆けて見出した受容体 RANK の
HCRは破骨細胞分化誘導に必須な領域だが、
その分子メカニズムは未解明な点が多い。従
って、HCR の作用メカニズムをより詳細に
明らかにするととともに、破骨細胞分化に関
与する新規分子を同定してその作用メカニ
ズムを明らかにし、得られた知見から骨疾患
に対する新規治療方法を開発することが本
研究の目的である。具体的には以下の 3 点に
ついて解析を進めた。 
(1)  HCR を介した RANK シグナル伝達機

構の解明 
 HCR に結合する分子を同定すること
で、HCR における分子メカニズムを解明
することを目指す。 
 

(2)  HCR-peptide を用いた骨吸収抑制方
法の新規開発 
 HCR-peptide を臨床現場に応用し易
い形で提案することを目指す。 
 

(3)  破骨細胞分化を制御する新規遺伝子の
探索と機能解析 
 RANKLによる受容体RANKへの刺激
依存的に発現量が変動する遺伝子を網羅



的に探索し、破骨細胞分化に関与する遺
伝子を新規単離することを目指す。 
 

 
３．研究の方法 
 「2. 研究の目的」欄で記述した 3 点に関し
て、以下のように解析を進めた。 
(1)  質量分析機 LC/MS を用いて HCR に結

合する分子を同定することを目指した。
HCR-peptide を担体に固定したカラム
を作成し、RANKL で刺激した破骨前駆
細胞の溶解液をカラムに通し、HCR に結
合する分子を精製した。また、HCR を
bait として Yeast-2-hybrid 法を行い、
HCR に直接結合する分子を探索した。 
 

(2)  HCR-peptide を化学合成し、in vitro の
破骨細胞分化実験系に加えることで、合
成 HCR-peptide の分化抑制能を調べた。
また、細胞膜を通過し易いように化学修
飾を加えた HCR-peptide を合成し、同様
に調べた。 

 
(3)  本研究代表者が持っている破骨前駆細

胞を RANKL 刺激した際のマイクロアレ
イ解析データと、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探した。
また、候補遺伝子を破骨前駆細胞に強制
発現させてから破骨細胞分化を誘導する
ことで、候補遺伝子の破骨細胞分化への
関与の有無を調べた。 

 
 
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、以下の成果を得た。 
(1)  HCR-peptide を担体に固定したカラ

ムを作成し、破骨前駆細胞の破砕液をカ
ラムに通すことで HCR に結合するタン
パク質を精製した。カラム溶出液を
SDS-PAGE で解析したところ、RANKL
刺激を行った破骨前駆細胞の破砕液のみ
に特異的に存在するバンドが数本確認さ
れ、それぞれのバンドを SDS-PAGE 用
ゲルから切り出して精製し、質量分析機
LC/MS を用いてタンパク質を同定した。
この数種の候補タンパク質を 293T 細胞
で過剰発現させて RANK との結合能を
調べたが、RANK と結合するタンパク質
は無く、この方法では HCR と直接結合
する分子を見付けられなかった。 
 上記の結果から HCR と候補分子の結
合力は弱いと考えられたため、結合力が
弱くとも検出し易いと考えられている
Yeast-2 Hybrid 法を用いて HCR 結合タ
ンパク質を探索した。HCR アミノ酸配列
を bait として、RANKL 刺激を加えた破
骨前駆細胞由来の total RNA を用いた

cDNAラブラリーをpreyとして、Yeast-2 
Hybrid 法を実施した。その結果、HCR
に結合すると思われる候補分子が 10 種
類同定された。現在、293T に候補分子を
過剰発現させて HCR との結合を確認し
ているが、先行して 3 種類は HCR と直
接結合することが確認された。そのうち
の 1 種類は破骨細胞分化に関与すること
が既報の分子であるが RANK と会合す
ることは知られておらず、3 種類とも新
規シグナル伝達経路の存在を示唆してい
る。今後、全ての候補分子と HCR の結
合を確認し、その後に HCR の機能との
関連を調べる予定である。また、候補分
子それぞれの性質・機能に基づいて破骨
細胞分化への関与を調べ、分子メカニズ
ムを提唱する予定である。 
 

(2)  HCR の全長は 60 アミノ酸残基と長い
ため、in vitro の化学合成には適していな
い。そのため、HCR をいくつかの領域に
分けてペプチド断片を合成し、破骨前駆
細胞の培養液に添加することで分化抑制
能を検討した。その結果、どの領域のペ
プチド断片においても破骨細胞分化を抑
制することができなかった。これは、ペ
プチド断片が細胞膜を透過できなかった
ためだと考え、膜透過性を持ったアミノ
酸配列を付与したペプチド断片を合成し、
同様に分化抑制能を検討した。その結果、
HCR 内の複数領域において、分化抑制能
が有ることが明らかになった。これは、
HCR における機能部位が複数有ること
を示唆している。今後、骨疾患モデルマ
ウスの患部に直接投与して治療効果を検
証すると共に、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)  本研究代表者が持っている破骨前駆細

胞を RANKL 刺激した際のマイクロアレ
イ解析データと、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網羅的
に調べ、全てのアレイデータにおいて
RANKL 刺激依存的に発現量が減少する
遺伝子を探索し、13 種の新規遺伝子を候
補として同定した。これら 13 種の遺伝子
をレトロウィルスを用いて破骨前駆細胞
に強制発現させることで、RANKL で刺
激されても遺伝子発現量が減少しない状
態を作り出し、その際の破骨細胞の分化
への影響を調べた。その結果、分化する
破骨細胞数を減少させる遺伝子が 1 つ、
増加させる遺伝子が 2 つ有ることがわか
った。 
 強制発現により分化する破骨細胞数を
減少させる遺伝子は、分化抑制遺伝子と
考えられる。抑制機能の分子メカニズム
を明らかにするために候補遺伝子を強制
発現させた破骨前駆細胞における



RANK シグナル伝達経路を解析したと
ころ、RANK 下流の ERK1/2 の活性化が
顕著に阻害されており、そのため、
NFATc1 の発現誘導量が減少していた。
また、候補遺伝子は kinase であることが
報告されていたため、kinase 活性を欠損
する変異体を作成して破骨前駆細胞に強
制発現させたところ、分化を阻害する効
果は現れなかった。更に、遺伝子欠損マ
ウスの大腿骨を入手してCTを用いて解
析したところ、わずかではあるが骨量の
減少が認められた。これは候補遺伝子が
破骨細胞分化の抑制遺伝子であるため、
遺伝子欠損マウスでは破骨細胞分化が促
進され、必要以上の溶骨が起きているた
めと考えられる。すなわち、同定された
1つの候補遺伝子はその kinase活性によ
って破骨細胞の分化を抑制する遺伝子で
あることが示唆された。現在、遺伝子欠
損マウスを入手し、RANK シグナル伝達
における候補分子の機能・役割を調べて
いる。 
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