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研究成果の概要（和文）：骨吸収を担う破骨細胞の過度な活性化や分化は骨粗鬆症やリウマチ等

の疾患を悪化させる。そこで骨吸収抑制剤の開発を目指し破骨細胞分化シグナルについて解析

し受容体 RANKの HCRと呼ぶ部分が分化に必須であることを見出し、さらに HCRに結合して HCR

とともに破骨細胞分化 に関与するタンパク質候補を同定した。また、化合物ライブラリーを用

いて、これらのタンパク質の機能を阻害することにより骨吸収抑制剤として働く可能性のある

薬剤の探索を開始した。 

 
研究成果の概要（英文）：Excess activation or differentiation of born-resorbing osteoclasts 
results in exacerbation of osteoporosis and rheumatoid arthritis. To develop 
bone-resorption depressants, we analyzed osteoclastogenic signals and found that HCR 
(Highly Conserved domain in RANK) of the RANK receptor is crucial for differentiation 
of osteoclasts. We also identified the HCR-binding proteins that may function together 
with HCR to promote osteoclastogenesis. Moreover, we have already begun to search 
compounds that could be used as bone-resorption depressants by inhibiting 
osteoclastogenic signals through HCR using the chemical compound library.  
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１．研究開始当初の背景 

正常な骨形成は、骨を生成する骨芽細胞と骨
を分解する破骨細胞との適度なバランスに
よって成立する。このバランスが崩れること
による疾患（骨粗鬆症、関節リウマチ、癌骨
転移等）がヒトにおいても頻繁にみられる。
21 世紀半ばにはわが国の 65 歳以上高齢者は
全人口の 3分の 1にも達する。老化を基盤と
する種々の疾患の増加は確実であり、なかで
も骨粗鬆症、関節リウマチ等の運動器疾患は

高齢者の quality of life（QOL）を低下させ、
寝たきりを招く主因である。骨粗鬆症は骨強
度の低下、骨折を臨床的特徴とし、破骨細胞
の増大或は機能亢進により骨形成より骨吸
収のバランスが大きくなることが原因であ
る。また関節リウマチにおける関節破壊、あ
るいは癌の骨転移による骨破壊も、破骨細胞
が原因である。現在、骨粗鬆症治療薬として
骨吸収抑制剤 bisphosphonate が多く用いら
れるが、bisphosphonate は骨組織に蓄積して
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効果を発揮する薬剤である。代謝が極めて緩
やかであることから、治療期間が長期にわた
る骨粗鬆症や関節リウマチでは有効性、安全
性に問題があり、より安全性の高い骨吸収剤
の開発が望まれている。 

 

２．研究の目的 

不明な点が多い破骨細胞の形成機構を分子
レベルで解明するとともに破骨細胞形成を
抑制する骨吸収抑制剤のスクリーニング系
を確立することが本申請の目的である。具体
的に、以下の２項目を目的とする。 

目的１）RANK-TRAF6 シグナルで誘導される破
骨細胞形成特異的シグナルの解明 

平成 16〜17年度及び 18〜19年度に交付され
た基盤(B)の成果をさらに発展させ、破骨細
胞形成特異的シグナルを誘導する RANK 受容
体の特定領域(HCR 領域)の作用機構を明らか
にする。 

目的２）破骨細胞形成を抑制する骨吸収抑制
剤スクリーニング系の確立 

骨吸収抑制剤スクリーニングに使用可能な
システムを確立する。 
 

３．研究の方法 

１）酵母ツーハイブリッド法による HCR結合
タンパク質の同定を継続し、同定された場合
RNAi ノックダウンによるシグナルまたは破
骨細胞形成への影響の解析を試みる。 

２）精製した HCR複合体構成タンパク質の構
成因子の同定を継続し、同定された場合 RNAi
ノックダウンによるシグナルまたは破骨細
胞形成への影響の解析を試みる。 

３）精製した RANK/TRAF6 複合体の構成蛋白
質の MALDI-TOF-MS によるアミノ酸配列の解
析を継続する。申請者の所属する東京大学医
科 学 研 究 所 で は 共 通 施 設 と し て
MALDI-TOF-MSが稼動しているので、それを利
用する。さらにプロテインデータベースのサ
ーチからタンパク質を同定し、遺伝子構造を
明らかにする。同定された場合 RNAi ノック
ダウンによるシグナルまたは破骨細胞形成
への影響の解析を試みる。 

４）TRAF6 標的遺伝子の RNAi ノックダウンに
よるシグナルまたは破骨細胞形成への影響
の解析を試みる。 

５）NF-κB依存性プロモーターに GFP遺伝子
を結合させた plasmid(NF-κB-GFP)を Raw 細
胞に導入した。レトロウイルスベクターを用
いた遺伝子破壊により破骨細胞形成に関与
する遺伝子の解明を試みる。 

６）RANK-TRAF6 シグナルの機能を蛍光強度等
の物理的な計測によりモニターする系の確
立を試みる。さらに小スケール化を行い、ロ
ボットを用いたスクリーニングシステムへ
の応用を試みる。 

 

４．研究成果 
１）当研究室田口ら(Genes Cells, 2009)が
決定した HCR に FLAG タグを結合させたペプ
チドをレトロウイルスにより破骨前駆細胞
に発現させたところ、RANKL 刺激による破骨
細胞誘導が顕著に抑制されるとともに NF-κ
B や NF-ATc1 等 RANKL 刺激依存的な活性化も
抑制された。これらの結果は、用いた長さの
HCR ペプチドにシグナル伝達に必要なタンパ
ク質が結合している可能性を強く示唆して
いる（論文準備中）。そこで HCR 全体を Bait
にした酵母ツーハイブリッド法を実施した
が、偽陽性のコロニーが多数出現し条件設定
が困難であった。そこで Bait を分割する目
的で HCRの N末端側 21残基と C末端側 41残
基に相当するオリゴペプチド(N ペプチド、C
ペプチド)をそれぞれ発現させて同様に検討
したところ、どちらを発現させても NF-κ
B/MAPKsの活性化と NFATc1の発現誘導が顕著
に抑制され、形成される破骨細胞数が減尐し
たため、両方のペプチドに分化抑制能が有る
ことが示唆された。そこで現在 Nペプチドと
Cペプチドを別々に Baitにした酵母ツーハイ
ブリッド法実施している。 
２）酵母ツーハイブリッド法と平行して HCR
複合体を精製し、この構成因子を質量分析計
により解析するため、TAP タグ付き HCR を恒
常的に発現する Raw 細胞を作成した。RANKL
刺激後の HCR複合体を精製し、この構成因子
を質量分析計により解析した。複数に候補因
子が同定されたので、それらの破骨細胞形成
における役割を現在 RNAi 法等により解析し
ている。 
３）RANK 受容体の細胞内局在については、
RANKの細胞質内領域に蛍光タンパク質 Venus
を融合させたキメラタンパク質を破骨前駆
細胞に発現させ、RANKL 刺激することにより
RANK が刺激依存的にエンドゾームへ移動す
ることが明らかとなった。現在、HCR を欠損
させたキメラタンパク質を同様な実験系を
用いてその刺激依存的な挙動を解析してい
る。 
４）これまでの成果から HCR 領域は、受容体
の細胞内への取り込みを促進することによ
り、破骨細胞形成に必須は長期継続シグナル
を伝達すると考えていた。ところが受容体自
身の挙動を解析したところ、HCR 領域を持た
ない受容体は刺激後迅速に分解されるのに
対して HCR領域を有する受容体は安定に存在
することを強く示唆するデータを得た。これ
らの成果は HCR領域が受容体のリソゾームに
よる細胞内分解を制御する機能を有する可
能性を示唆しており非常に興味深い。 
５）RANK/TRAF6 複合体を CD40/RANK キメラ受
容体を刺激後に免疫沈降することで精製し
た。現在質量分析系で解析中である。 
６）TRAF6 標的遺伝子を RANKL 刺激後の細胞



 

 

を用いたマイクロアレイを用いて同定し、さ
らにノーザンブロット法により確認した。現
在破骨細胞形成における役割を現在 RNAi 法
等により解析している。 
７）骨吸収抑制剤のスクリーニング系につい
ては NF-κB の制御下で蛍光タンパク質を発
現するレポーターを Raw 細胞に発現させ、条
件検討を行っている。一方 HCRを大腸菌で大
量に発現することに成功したので、現在化合
物ライブラリーを用いて結合する化合物を
質量効果を利用した表面プラズモン共鳴
（SPR）で検出している。 
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