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研究成果の概要（和文）： 

本研究計画は、骨髄単核細胞から破骨細胞への分化のメカニズムを解明する目的で、破骨細
胞分化因子の受容体RANKの発現制御について解析を行った。破骨細胞分化には、RANKL-RANK
結合が必須であるが、adaptor分子TRAFのリン酸化を経て転写因子PU.1, MITF, NFATc1, AP-1
はカテプシンKやTRACP などの破骨細胞形質遺伝子の発現を誘導する。本研究計画ではPU.1, 
MITFに加えて、NFATc1やc-Fosが受容体RANK自体の発現に必要であることを明らかにした。
さらに、RANKLはNFATc1を介して受容体RANKを正に制御するのみならず、前破骨細胞RAWへの
RANKL投与により、RANKのsplicing variant(vRANK)が生じることを示した。vRANKは破骨細
胞の分化や生存(抗アポトーシスシグナル)に対して拮抗的な作用を有することから、破骨細
胞を抑制する治療戦略に繋がる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Receptor activator of NF-kappaB (RANK) expressed on osteoclasts and their precursors is a 
receptor for RANK Ligand (RANKL).  RANKL-RANK interaction induces genes essential for 
the differentiation of osteoclasts through the binding of NFATc1 to target gene promoters.  We 
have cloned a 6-kb fragment containing the 5’-flanking region of the mouse RANK gene and have 
analyzed the binding elements such as PU.1 (-480), and MITF (-100).  Here, we showed the 
regulatory mechanism of RANK gene transcription through the NFAT (-370) and CRE/AP-1 
binding sites (-240).  Furthermore, we have identified a novel alternative splicing variant of mouse 
RANK gene that contains a new intervening exon between exon 1 and exon 2 of mouse full-length 
RANK mRNA, and shown that variant RANK is a novel osteoclast suppressor that reduces the number 
of RANKL-induced mature osteoclasts mainly by negating the anti-apoptotic effect of RANKL. 
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１．研究開始当初の背景 
 破骨細胞は、骨髄単球系細胞に由来する多
核巨細胞で、骨吸収に特化した細胞である。
破骨細胞の最終分化には、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。私どもは、マウス RANK
遺伝子プロモータ領域をクローニングして K
解析を行い、血球分化に関わる転写因子 PU.1
や MITF が RANK 転写に関与することを報告し、
引き続き、重要な応答配列に着目して研究を
行った。 
 
２．研究の目的 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
NFAT 結合配列の解析 
(2) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
CRE/AP-1 結合配列の解析 
(3) RANK splicing variant の解析 
 
３．研究の方法 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
NFAT 結合配列(-370)の解析 
受容体RANK発現に対するRANKLの効果を
検討するために、マウス骨髄系細胞 M1, 
primary culture 骨髄細胞 , 前破骨細胞株
RAW264にRAKLを投与して real time PCRで
RANK 発現を解析し、カルシニューリン阻害
剤 FK506 前処理の効果を検討した。NFATc1
発現ベクターや NFATc1 siRNA を導入して、
RAW 細胞の RANK mRNA 発現に対する効果
を調べた。マウス RANK 遺伝子プロモータ領
域の 3 カ所の NFAT 結合候補配列の oligo 
probe を作成して gel shift assay を行った。各
候補配列に変異を導入した promoter construct
を用いて、転写活性を比較検討した。 
 
(2) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
CRE/AP-1 結合配列(-240)の解析 
受容体RANK発現に関する PKA, PKCシグナ
ルの関与を調べるために、RAW 細胞を
Forskolin, H89, PMA, Calphostin C で処理して、
RANK mRNA発現を realtime PCRで解析した。 
c-Fos の関与を調べるために、発現ベクター
や siRNA の導入実験を行った。RANK 遺伝子
プロモータ領域の(-240)付近の配列を含む
oligo probe を作成して gel shift assay を行うと
ともに、PMA 処理、無処理の RAW 細胞に対
し  (-240)を包含する primer を設定して抗
c-Fos 抗体を用いた ChIP assay を行った。さら
に(-240)に変異を導入した promoter construct

を作成して、転写活性を検討した。 
 
(3) RANK splicing variant の解析 
マウス前破骨細胞株 RAW264 細胞を RANKL
処理すると、full length の RANK mRNA 発現
が亢進するが、この時同時に発現する短い
splicing variant (vRANK)をクローニングし、塩
基配列を解析した。各種サイトカインや増殖
因子の vRANK 発現に対する効果を検討した。
vRANK の発現局在を調べるために、Tag を付
けた vRANK 発現ベクターを RAW 細胞に導
入して免疫組織染色を行うとともに、培養上
清、培養細胞の細胞質分画と核分画について
Western blot で検討した。vRANK の機能的意
義を解析するために、vRANK を RAW 細胞に
導入して、RANKL 添加時の破骨細胞形成や
TRACP など破骨細胞分化形質の発現を評価
するとともに、vRANK 強制発現の apoptosis
に対する効果を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
NFAT 結合配列の解析 
マウス骨髄細胞、前破骨細胞 RAW264 細胞に
対する RANKL 処理は、RANK mRNA 発現を
促進するが、その促進効果は、カルシニュー
リン阻害剤 FK506で抑制され、NFATc1 siRNA
にても相殺された。このことから、RANKL
は NFATc1 を介して受容体 RANK 発現を促進
する positive feedback 機構の存在が示唆され
た。マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の 3
カ所の NFAT 結合候補配列に関して、EMSA 
assay と変異を導入したプロモータコンスト
ラクトの transfection study を行い、3 カ所のう
ち最下流の(-370)部位が機能的な NFAT 結合
配列であることを明らかにした。 
 
(2) マウス RANK 遺伝子プロモータ領域の
CRE/AP-1 結合配列の解析 
マウス前破骨細胞 RAW264 の RANK 発現に
対して、PKA agonist の Forskolin の効果はな
いが、PKC agonist の PMA 処理にて発現促進
を示し、PKC 阻害剤にて拮抗されることから, 
RANK 発現には PKC 経路が関与することが
示唆された。c-fos siRNA による c-fos の knock 
down は RANKmRNA を抑制し、c-fos 強制発
現により RANKmRNA が増加することから、
c-fos が RANK 転写を正に制御することを示
した。RANK 遺伝子プロモータ領域(-240)付
近の配列について、EMSA で有意な蛋白 DNA
結合を認め、抗 c-fos 抗体で blockshift を示す
ことから、同部位には AP-1 転写因子として
c-fos が結合することが示唆された。CREB 関
連の抗転写因子抗体では、結合を示唆する所
見はなかった。ChIP assay で PMA 処理した
RAW cell における結合を確認するとともに、



RANK プロモータコンストラクトにおける
AP-1 結合部位の変異導入実験を施行して、
(-240)が機能的なAP-1結合配列であることを
示した。 
 
(3) RANK splicing variant の解析 
マウス前破骨細胞 RAW264 を RANKL処理し
て、RANK exon 1 の後に 170bp の intron が挿
入された新規 splicing variant を分離した。変
異型 RANK では exon2 に stop codon が生じ、
短い翻訳蛋白は RANK 受容体として機能せ
ず、in vitro で破骨細胞分化への抑制効果を示
した。RANKL は NFATc1 を介して受容体
RANK を正に制御するのみならず、前破骨細
胞 RAW への RANKL 投与により、RANK の
splicing variant(vRANK)が生じることを示し
た(業績 4)。vRANK は破骨細胞の分化や生存
(抗アポトーシスシグナル)に対して拮抗的な
作用を有することから、破骨細胞を抑制する
治療戦略に繋がる可能性が示唆された。 
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