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研究成果の概要（和文）：破骨細胞分化に必須の膜型受容体receptor activator of NF-kB (RANK)

が、細胞膜近傍にてタンパク質分解作用により切断（ectodomain shedding）されることを証明

した。さらに破骨細胞分化シグナル（RANK ligand刺激）がRANKの ectodomain sheddingを誘導

し、その結果RANKL-RANKシグナルを抑制するというネガティブフィードバック経路を見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：We showed that receptor activator of NF-kB (RANK), one of the most 

essential molecules in osteoclastogenesis, is proteolytically cleaved and released from 

the cell surface. Furthermore, we found that that the cleavage of RANK is induced by binding 

to its cognitive ligand, RANKL, and that the ectodomain shedding of RANK potentially 

functions as a negative regulatory mechanism in osteoclastogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 

 生体における骨・カルシウム代謝の恒常性

維持のため、破骨細胞・骨芽細胞における細

胞間相互作用は極めて高度に調節されてい

る。当然ながら、これらの細胞が外的環境と

相互作用を図る上で、細胞膜上に発現される
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膜型タンパク質が本質的な機能を担ってい

る。これまで骨代謝に重要な役割を担う膜型

タンパク質が数多く同定されてきたが、大別

してレセプター、膜型リガンド、細胞接着分

子などに分類される。一般的に膜型タンパク

質は転写後さまざまな修飾・機能調節を受け

るが、その一つとして ectodomain shedding

（以下shedding）が近年注目されてきている。

その sheddingの重要性を示す一例として

TNFα(tumor necrosis factor α)の活性調

節が挙げられる。TNFα はまず膜型の前駆体

として合成されるが、このままでは不活性で

あり、これが sheddingを受け可溶型になる

ことによって初めて炎症反応において生理

活性を有することが知られている。また同様

に TNFα のレセプターである TNFRも 

sheddingを受けることが知られているが、

TRAPS (TNFR1 - associated periodic 

syndromes)と呼ばれる遺伝性疾患において

はこの機構の障害に病因があることが報告

されている。今後も多くの sheddingの重要

性を示す報告がなされると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 RANKの sheddingの破骨細胞分化・機能に

及ぼす影響、役割を明らかとし、関節リウマ

チをはじめとする炎症性骨破壊、悪性腫瘍の

骨転移、高代謝型骨粗鬆症等の新規治療法の

確立を目指す。sheddingとは膜型タンパク質

が細胞膜上で受けるタンパク分解作用を指

すが、これは単にライソゾームにおけるタン

パク分解作用とは異なり、蛋白質の活性化・

不活性化、細胞内シグナル伝達も含めた多岐

にわたる機能調節の役割を持つ。我々は骨芽

細胞からのシグナルを受ける必須のレセプ

ターであるRANKの sheddingによる破骨細胞

分化・機能調節を解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）RANK発現ベクターの作製 

 RANKは生体における発現部位・細胞が限ら

れ、発現の確認が比較的困難なこと、および

実験の効率化を図るため細菌由来の抗原で

あるHA抗原（以下HA-RANK）もしくはヒト胎

盤由来のアルカリフォスファターゼ（以下

AP）を N端側に付加した RANK発現ベクター

(以下AP-RANK)を設計、作製した。 

（２）強制発現系におけるRANK sheddingの

検討 

 HA-RANK発現ベクターをCOS7細胞へ導入し、

フォルボルエステルであるPMAおよびメタロ

プロテアーゼ阻害剤 GM6001を添加し、RANK

がsheddingを受けRANK細胞外領域が培養液

中に放出されるか検討した。また、フローサ

イトメトリーにて、PMA刺激による細胞膜上

のRANKの発現量の変化を検討した。さらに、

細胞外領域が切断された細胞内領域を免疫

沈降を用いて検討した。 

（３）RANKの切断酵素の検討 

 TNFα converting enzyme(TACE)がPMAに

て活性化されることから、RANKの切断にTACE

が関与することをTACEノックアウト細胞を

用いて検討した。 

（４）RANK 切断部位の同定 

 リコンビナントのRANKペプチド（細胞膜

近傍領域を含む）を作製し、活性型TACEを

作用させた際に生じるペプチド断片の質量

解析を行うことでRANKの切断部位をアミノ

酸レベルで検討した。 

（５）RANK sheddingの活性化シグナルの検

討 

 RANK ligand（RANKL）刺激によりRANK 

sheddingが活性化しうるかを破骨細胞前駆

細胞株RAW264.7細胞へAP-RANKを導入し、

検討した。また、RANKL刺激時の内在性のRANK

の挙動をフローサイトメトリーを用いて検



討した。 

（６）可溶型RANKの破骨細胞分化に対する

影響 

 RANKL刺激による破骨細胞分化系において、

RANK切断部位の情報を元に作製した可溶型

RANKを添加することで、破骨細胞形成にどの

ような影響を与えるかを検討した 

（７）TACE欠損破骨細胞前駆細胞における破

骨細胞形成 

 RANKのshedding活性が著しく低下してい

るTACE欠損破骨細胞前駆細胞において、

RANKL刺激時の破骨細胞分化マスター転写因

子NFATc1の発現および細胞培養系における

破骨細胞形成を野生型破骨細胞前駆細胞と

比較検討した。 

  

４．研究成果 

Receptor activator of NF-κB (以下RANK)

は破骨細胞の分化、生存および活性化に最も

重要な分子の一つである。破骨細胞分化は骨

芽細胞および破骨細胞前駆細胞の両者に発

現する多様な膜型タンパク質が関与する高

度に洗練された過程であり、その中でも破骨

細胞前駆細胞の受容体 RANKと骨芽細胞と間

質細胞に発現しているRANK ligandの結合は

破骨細胞分化において必須の現象である。 

近年、sheddingとして知られる膜型分子の

細胞外領域が蛋白質分解作用により切断さ

れ放出される機構が細胞膜分子の発現後機

能調節メカニズムに重要であることが知ら

れてきた。これまでに CSF-1受容体と RANKL

という破骨細胞分化に関連する膜型分子が

細胞膜上において sheddingを受けることが

報告されている。本研究にて我々は破骨細胞

分化においてRANKがsheddingによる調節を

受けるかどうかを検討した。 

初めに、作製したRANK発現ベクターをCOS7

細胞へ導入し、発現を確認した（図１）。 

 

続いてRANKが細胞膜上にてsheddingを受け、

細胞外へ放出されることをウエスタンブロ

ットおよびフローサイトメトリーにて証明

した（図２）。 

 

また、TNFα converting enzyme（以下TACE）

を不活化したマウス線維芽細胞株にて RANK

の sheddingが著しく低下していることを示

し、細胞膜上の効率的な切断に TACEが関与

していることを発見した（図３）。 

図２A. B. PMA刺激により細胞上清中へ
RANK細胞外ドメインが放出され, 
細胞膜における RANK の発現が減少し
た。C. 細胞溶解液において細胞外領域が
切断された RANK 細胞内領域を検出し
た。 

図１. RANK 発現ベクターの作製および
発現確認 



続いて、合成した RANKペプチドをリコン

ビナント TACEと反応させることで得られた

ペプチド断片の質量解析および RANK細胞膜

直上領域の変異ベクターの切断効率を検討

し、RANKの細胞膜直上における２カ所 

(Met199-Thr200(minorsite);Thr200-Leu201(majo

r site))の切断部位を同定した（図４）。 

以上を踏まえ、RANKシェディングの生理的

な意義を検討した。破骨細胞前駆細胞株

RAW264.7細胞においてリコンビナントRANKL

刺激がTNF receptor-associated factor 6 お

よび MAPキナーゼの活性化を介して RANKの

sheddingを引き起こすことを示した（図５）。 

 

更に TACEを欠損した破骨細胞前駆細胞に

おいて、おそらくはshedding障害によるRANK

の細胞膜における発現量上昇をきたし、その

結果RANKL誘導性の破骨細胞形成が亢進して

いることを見出した（図６）。 

図３A.B. COS7 細胞および野生型線維芽
細胞において RANKは PMA刺激により
切断をうける. C. TACE 欠損線維芽細胞
では RANK の shedding活性が低下して
いるが、 TACE を導入することで

shedding活性は回復した。 

図 4A. RANKペプチドは TACEにより細胞膜直

上の２カ所で切断された. B. Mut1,5およびMut6

にてシェディング活性に著明な低下を認めた． 

図５A. RANKL 刺激により AP-RANK の

sheddingは増強した。B. TRAF6阻害ペプ

チドにより RANKL 刺激による RANK 

shedding は濃度依存的に抑制された。C. 

PMA刺激によるRANK sheddingをTRAF6

阻害ペプチドは抑制しない。D. MEK1/2阻

害剤、p38 阻害剤にて RANKL 刺激による

RANK sheddingが抑制された。E. フロー

サイトメトリー PMA、 RANKL刺激によ

りRANKの細胞膜における発現量は減少し

た。この反応はメタロプロテアーゼ依存的

であった。 



我々の発見は、sheddingが RANKの機能を

制御しうることを示唆しており、RANKL刺激

が RANK sheddingを誘導し RANKL-RANKシグ

ナルを減少させるというネガティブフィー

ドバック経路の存在を示した破骨細胞分化

メカニズムに関する新知見であると考えら

れた。 
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