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研究成果の概要（和文）：破骨細胞最終分化には、前駆細胞上の受容体RANK(receptor activator of NF-kB)と
骨芽細胞が供給するRANK ligand (RANKL)との結合が必須である。私どもは、受容体RANKの新規Rsplicing 
variant (vRANK)を見い出した。RAW細胞への強制発現では、破骨細胞抑制効果を示した。vRANKの全身的強制発
現の遺伝子改変マウスでは死亡率が高かった。組織特異的強制発現として単球系LysM-Cre+/vRANKでは、培養系
の破骨細胞形成が15%減少し、10～23週令ではMicro-CT解析で骨量増加傾向を認め、vRANKの増骨効果が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Receptor activator of NF-kB (RANK) is a member of the TNF receptor family 
expressed in osteoclast precursors, and RANK-RANK ligand signaling is essential for 
osteoclastogenesis.  We have identified a novel alternative splicing variant of RANK gene (vRANK) 
encoding the short molecule. When overexpressed in vitro, vRANK in RAW264.7 cells decreased the 
formation of osteoclasts.  When systemically overexpressed in vivo, the CAGcre+/vRANK mouse showed 
high fatality.  When selectively overexpressed among the monocyte-macrophage lineage, the LysMcre+
/vRANK mouse showed decreased osteoclastogenesis in ex vivo culture of spleen cells, and increased 
bone mass measured by micro CT.  These results suggest that vRANK is a novel bioactive peptide that 
might educes the number of osteoclasts
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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治療
では、破骨細胞の制御が重要となっている。
破骨細胞の最終分化には、破骨細胞分化因子
RANKL と、前駆細胞の受容体 RANK との
結合が不可欠である。私どもは、受容体
RANKの転写制御について研究を進め、新規
splicing variantである vRANKを見いだし、
その機能を解析する研究を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
メチル化制御の解析 
 RANK 遺伝子の転写翻訳開始部位近傍の
CpGメチル化が、遺伝子発現制御と破骨細胞
形成に及ぼす影響を検討する。 
 
(2) 受容体RANKの新規変異体vRANKの機
能解析 
 ヒト、マウスのRANKは 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。vRANKの
機能を解析するために、培養細胞における in 
vitroの作用と、vRANKを強制発現する遺伝
子改変動物を作製して in vivo での破骨細胞
形成や骨量へ効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
メチル化制御の解析 
 マウス前破骨細胞 RAW 細胞は受容体
RANK を発現し、可溶性 RANKL の添加で
成熟破骨細胞に分化する。RAW 細胞の長期
培養継代を行い、RANK遺伝子プロモータ領
域の CpG メチル化の集積を確認し、破骨細
胞形質遺伝子発現や破骨細胞形成の変化を
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細胞において、サイトカイン、
ホルモン等の vRANK発現に対する効果を検
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。
さらに、組織特異的発現する遺伝子改変動物
2 系統を作製し、vRANK の破骨細胞特異的
発現、マクロファージ系列特異的発現が、破
骨細胞形成やマウス個体の骨量に及ぼす影
響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
メチル化制御の解析 
マ ウ ス 前 駆 破 骨 細 胞 株 RAW264 の

Passage18 (P18)と P40 について、受容体
RANK mRNA 発現と、s-RANKL 添加時の

破骨細胞形成数を比較検討した。RAW 細胞
では、継代数依存的に RANK 発現低下を示
し、s-RANKL 添加時の破骨細胞形成数や破
骨細胞分化形質のTRACP, CTSKの発現低下
を認めた。RANK 遺伝子プロモータには
TATA-boxはなく、4つの Sp1 siteの下流に
近接した 4箇所の転写開始部位があり、その
周辺に CpGが集積している。RANKプロモ
ータ領域の CpG メチル化状態について解析
すると P40 優位な高率のメチル化を検出し
た。さらに高継代数の RAW 細胞へのメチル
化抑制剤 5-azacitidine 処理では、RANK 発
現の回復とともに、破骨細胞形成や TRACP
発現の回復を示した。RAW細胞の CpGメチ
ル化による受容体 RANK 発現低下が、破骨
細胞形成の減少に寄与することを確認した。 
 

(2) 受容体RANKの新規変異体vRANKの機
能解析 
RAW細胞に対する新規変異型 vRANKの強
制発現では、vRANK は受容体としては機能
せず、破骨細胞形成への抑制効果を示した。
vRANK の遺伝子改変マウスのうち、全身的
な強制発現の CAGcre+/vRANK では離乳前
死亡が高率で、少数の生存個体は気管支肺炎
と心不全を来し、全身栄養状態不良による骨
減少を示した。破骨細胞特異的な vRANK強
制発現である RANK-Cre+/vRANKでは、破
骨細胞数や骨量に変化はなかった。単球マク
ロ フ ァ ー ジ 系 か ら の 強 制 発 現
LysM-Cre+/vRANKでは、脾細胞 1次培養系
の破骨細胞形成が 15%減少し、10-23週令の
young adult個体のMicro-CT解析で骨量増
加傾向を認めた。vRANKは in vivoで破骨細
胞形成を軽度抑制し、若干骨量を増加させる
作用を示した。 
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