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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞とOPCの接触により破骨細胞分化因子であるRANKLとその受容体RANKの結合に
ついて検出する試みを行なった。RANKL、RANKそれぞれにnanoBiT（ルシフェラーぜ活性を持つ）のN末側とC末側
を融合タンパクとして別々の細胞に発現させ、それらの細胞を共培養し基質を添加したところ発光が検出でき
た。本実験系にRANKLに対する中和抗体を添加したところ、著明な発光抑制が見られた。このことから
RANK-RANKLの特異的な結合が検出できたと判断した。本結果は生細胞でのRANK-RANKL結合の検出を可能とし、骨
粗しょう症に対する薬剤のスクリーニングに応用できる重要な発見である。

研究成果の概要（英文）：We tried to detect the RANK-RANKL interaction using split luciferase fusion 
proteins. RANK and RANKL cording regions were fused with LgBiT and SmBiT of the luciferase 
respectively. The LgBiT-RANK expressed HeLa cells were co-cultured with the RANKL-SmBiT expressing 
HeLa cells in the presence of luciferase substrate. This co-culture experiment showed the RANK-RANKL
 interaction between HeLa cells, which was canceled in the presence of an anti-RANKL neutral 
antibody. This is an important finding that will enable the detection of RANK-RANKL binding in 
living cells and can be applied to the screening of drugs for osteoporosis.

研究分野：口腔外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
顎口腔外科領域において顎骨壊死や癌細胞の骨転移は診療を行う上で最も解決しなければならない問題である。
これらに関わっているのがRANK-RANKL結合から始まる細胞内情報伝達機構である。本研究において、生細胞にお
けるRANK-RANKL結合を世界で初めて示すことができた。さらに、本実験系を薬剤のスクリーニング系に応用する
ことで新規な低分子の骨粗鬆症薬や癌転移抑制剤の開発につなげたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
１．研究開始当初の背景 
 
 本研究の当初の目的は CX3CL1 による OCP の細胞通過機構 (Transcellular 
migration)を分子レベルで明らかにすることにより、骨代謝回転の新たな制御方法を
見出し、炎症性骨疾患の予防法および治療法を提案することであった。蛍光タンパク
でタグ付けした CX3CL1や Actinの骨芽細胞系細胞への発現を試みたが、それら発現
量が検出限界以下であった。そこで本研究は新たに OCPの細胞通過に伴って活性化さ
れる RANKL-RANK結合を可視化定量可能な実験系を樹立し、破骨細胞の分化を制御
することを目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 近年、タンパク質相互作用(PPI)の検出に興味深い実験系が登場している。申請者は
ルシフェラーゼタンパクを 2つの部位に分けてそれぞれを PPI関係にあるタンパク質
に融合タンパクとして発現させ、ルシフェラーゼ活性を指標に PPIを定量する方法で
あるNanoBiT PPI法を用いた。まずLgBiT-RANK、RANKL-SmBiTをそれぞれHeLa
細胞に発現させ、これら細胞の共培養における発光を調べたところ、共培養で強い発
光が認められ、RANKL の中和抗体でその発光は阻害された。さらに、MC3T3E1 細
胞に RANKL-SmBiT、RAW264.7細胞に LgBiT-RANKを発現させ、共培養を行った
ところ発光および破骨細胞分化が認められた。このことは RANK-RANKL結合を PPI
の系で検出できていることを強く支持すると共に、本実験系が RANK-RANKL結合阻
害剤のスクリーニングに使用できる可能性を提示した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 LgBiT-RANK, RANKL-SmBiT発現ベクターは RT-PCR法および In-Fusion法を用

いて作製した。それらはレトロウイルス法にてHeLa細胞、MC3T3E1細胞、RAW264.7

細胞に安定発現させた。発光は NanoBiT Protein_Protein Interaction System 

(Promega)を用いて Arvo MX1420 (PerkinElmer)にて検出定量した。また、発光顕微

鏡は LuminoView (Olympus)を使用した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
１、Hela (LgBiT-RANK)とHeLa (RANKL-SmBiT)による発光の検出（図１）。 

図 １ ） HeLa, HeLa 

RANKL-SmBiT, HeLa 

LgBiT-RANK それぞれ単独培養、

HeLa と HeLa LgBiT-RANK, 

HeLa RANKL-SmBiT と HeLa 

LgBiT-RANK の共培養下におけ

るルシフェラーゼ活性を表す。 

 

図 1が示すように HeLa細胞間で

RANK-RANKL結合が発光により

検出された。 
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２、HeLa細胞間 RANK-RANKL結合の RANKL中和抗体による阻害 （図２） 

図 ２ ） HeLa 細 胞 間 の

RANK-RANKL結合による発光

は RANKLに対する中和抗体の

効果 

 

図２が示すように RANKL中和

抗 体 は 容 量 依 存 的 に

RANK-RANKL結合を阻害して

おり、発光が RANK-RANKL結

合に特異的であることが示され

た。 

 

 

 

３、MC3T3E1 (RANKL-SmBiT)と RAW (LgBiT-RANK、DsR)の共培養による発光お

よび破骨細胞分化（図３） 

 図３）明視野像（上段左）、DsR蛍光像（上段中）、発光像（上段右）、TRAP染色像

（破骨細胞、下段左） 

 

図３に示されるようにMC3T3に発現させたRANKL-SmBiTはRAW細胞の破骨細胞

分化を支持した。また、破骨細胞の周囲に RANK-RANKL結合による発光が認められ

ている。 

 

本研究において、世界で初めて破骨細胞分化に必須である RANK-RANKL結合が可視

化、定量されたことは骨リモデリングを研究する上で非常に重要な発見である。本実

験系は発光の定量化による RANK-RANKL 結合阻害剤のスクリーニングを可能にす

るだけではなく、実際の RANK-RANKL結合が起こっている場所の特定を可能視する
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ものである。 

 近年、従来より提唱されてきた骨芽細胞系の細胞に発現する RANKLが重要である

との認識が覆されつつあり、骨髄中の脂肪細胞系譜の細胞に発現する RANKLが病態

においては非常に重要な役割をすることが報告されてきている。そこで、申請者は

RANKL-SmBiT と LgBiT-RANK を発現するマウスの開発を始めている。今後は

RANK-RANKL結合阻害剤のスクリーニングを始めると共に、マウスを用いた in vivo 

の実験系を確立することにより、骨代謝に関連する細胞群の特定を行い、新たな治療

剤について提案したい。 
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