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研究成果の概要： マウス破骨細胞分化因子受容体 RANK の遺伝子プロモータ領域をクローニン

グして発現制御機構を検討した。RANK 遺伝子の転写開始部位より 1kb 以内には、血球分化に重

要な PU.1 (-480)、MITF (-100)結合配列が存在した。ゲルシフトアッセイにて、結合配列の蛋

白 DNA 結合を証明し、変異を導入したプロモータを用いた解析にて、PU.1、MITF は、これらの

結合配列に作用して、RANK 転写を促進することを明らかにした。 
 
交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2007 年度 800,000 240,000 1,040,000 

2008 年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 480,000 3,780,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 

キーワード：破骨細胞、RANK、RANKL、骨芽細胞、遺伝子プロモータ、サイトカイン 
 

２．研究の目的 １．研究開始当初の背景 
(1) マウス骨髄系細胞から前破骨細胞段階
までの RANK 発現の解析 

 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。破骨細胞分化には、骨芽細胞が
供給する膜結合型サイトカイン RANKL と、破
骨細胞前駆細胞上の受容体 RANK の結合が不
可欠である。RANKL-RANK 結合以降の細胞内シ
グナルや、RANKL 発現制御については、多く
の研究成果が報告されてきたが、受容体 RANK
の発現制御に関する研究は乏しく、骨粗鬆症
や癌の骨転移などの骨溶解病変の治療戦略
を検討する上で、受容体 RANK の発現制御は
重要である。 

 primary culture した骨髄細胞、マウス骨
髄白血病細胞株 M1、前破骨細胞培養株
RAW264.7 細胞における RANK 発現と M-CSF 等
サイトカインの効果を解析する。 
 
(2) マウス RANK 遺伝子プロモータのクロー
ニングと、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
PU.1 結合候補配列、3 カ所の MITF 結合候補
配列の機能を検討する。 
  



３．研究の方法 
(1) マウス骨髄系細胞から前破骨細胞段階
までの RANK 発現の解析 
 マウス大腿骨より primary culture した骨
髄細胞、マウス骨髄白血病細胞株 M1、前破骨
細胞培養株 RAW264.7 細胞より RNA を抽出し
て、RT-PCR にて RANK mRNA 発現を比較検討し
た。これらの培養系に M-CS、RANKL, TGF-beta
などを添加して、RANK 発現に及ぼす効果を
RT-PCR で解析した。 
 
(2) マウス RANK 遺伝子プロモータのクロー
ニングと、主要な転写因子結合配列の解析 
 転写開始部位より 1kb 以内には、血球分化
に重要な転写因子である PU.1 および、MITF
の結合配列が存在する。PU.1は1カ所（-480）、
MITF は 3 カ所の候補配列について、ゲルシフ
トアッセイを行うとともに、これらの部位に
変異を導入したプロモータコンストラクト
を作成して、wild type と転写活性を比較検
討した。 
 PU.1 および MITF の発現ベクターの効果、
各々の siRNAによる遺伝子ノックダウンの効
果を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄細胞培養条件では、M-CSF 処理によ
り、RANK mRNA 発現が促進した。このことは、
RANKL が作用する前段階の破骨細胞前駆細胞
を誘導に合致した結果であった。 
 
(2) RAW264.7 細胞を用いた検討により、PU.1
および MITF の強制発現は、RANK mRNA 発現を
増加させ、RANK プロモータの転写活性も促進
した。それぞれの siRNA は、RANK 発現を抑制
した。これらの結果から、PU.1 および MITF
は RANK 発現を促進することが示唆された。 
 ゲツシフトアッセイにて、PU.結合配列
(-480)、3 カ所のうち最下流の MITF(-100)結
合配列における、蛋白・DNA 結合を明らかに
した。これらの部位に変異を導入したプロモ
ータコンストラクトでは、PU.1 および MITF
の強制発現ベクターの転写促進効果が相殺
されることから、プロモータ上の結合配列を
介して、PU.1 と MITF が RANK 転写を促進する
ことを明らかにした。 
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