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緒言

骨組織は身体内最大の カル シウム貯蔵庫として 生体 の 恒常性( ホメ

オス タ - シス) 維持に重要な役割を果た して い る ｡ 骨リ モ デリ ングと

は ､ 破骨細胞によ る急速な骨吸収と ､ それ に引き続く骨芽細胞によ

る緩徐な骨形成 の 過程 で あ る ｡ 骨吸収が相対的に骨形成を上回 る と

骨粗転化が生じ, 逆に骨形成が骨吸収を上 回る と大理石骨病とな る .

骨芽細胞 ､ 破骨細胞は骨代謝にお ける メイ ンプレイヤ ー

で あ る ｡

全身の 骨量が骨形成と骨吸収の 厳密な バ ラ ンス により保たれ て い る

こ とから ､ 以前よ り こ れら の 細胞は相互 の 活性を調節しながら働 い

て い る と考えられ て い たが ､ そ の 調節機構に関わ る分子 の 実態は長



ら く謎 の ま ま で あ っ た o

しかし ､ 1 9 9 0 年代の 後半に破骨細胞分化に不可欠なサイ トカイ ン

で ある re c e p to r a c tiv a t o r o f N F - k B lig a n d ( R A N E L) が ほぼ同時期に複

数の グル ー プに よ り同定 さ れた事によ り ､ 骨代謝分野 にお ける分子

生物学的研究は急速な進歩を遂げた . R A N K L は t u m o r n e c r o sis f a ct o r

( T N F) リガン ドフ ァ ミ リ ー に属する 2 型膜タ ン^
o

ク であり ､ 活性化し

た T 細胞に発現して 樹状細胞の 生存を促進す るサイ トカイ ン と し て

同定された o R A N K L は骨吸収因子刺激で骨芽細胞､ 骨髄ス トロ
ー マ

細胞 に ､ T 細胞 レセプタ ー 刺激で T 細胞に発現する o R A N K L は破骨

細胞前駆細胞 で あ る単球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ系細胞膜上 に存在する

R A N K に結合しそれを活性化す る ｡ R A N E L と結合した R A N K は ､

アダプタ ー 分子 で ある T N F r e c e p to r - a s s o ci a te d fa ct o r (T R A F)6 を介し

て N F -1< B ､ E R E. , J N 監､ N F A T c l などを活性化し ､ 破骨細胞 の 分化 ･

活性化を促進し ､ 細胞死を抑制する ｡ 正常な骨組織の 発達における

R A N K L の 重要性は様々 な遺伝子改変 マ ウス により確認 され て い る o

R A N K L ある い は R A N K 欠損 マ ウス ､ ある い は生理的な R A N m の

阻害因子 で ある o ste o p r o te g e ri n ( O P G) の 過剰発現マ ウス は成熟破骨細

胞の 欠損に よ り重篤な大理石骨病を示す ｡

一 方 ､ o p G 欠損 マ ウス で
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は破骨細胞分化が促進 した 結果 ､ 一重篤な骨粗髭症を引き 起 こす o

膜タ ンパ クが細胞外 で 切断され ､ 周囲の 組織あ る い は全身に放出

され る過程は e c to d o m ai n s h e d di n g と呼ばれ る ｡ R A N K L も膜タ ン パ ク

と して 合成 された後､ 何らか の タ ン パ ク切断酵素に よ り切断され ､

可溶型 R A N E L に変換され る こ とが報告されて い るが ､ R A N K L 切断

の 生理的 ･ 病的意義は未だ明らかに はさ れ て い ない ｡

これまで い く つ か の タ ン パ ク切断酵素が R A N K L 切断活性を持 つ

とされて きたが ､ 未だ生理的 ･ 病的に意義の ある M K L 切断酵素

は同定され て い ない ｡ a disi nt e g ri n a n d m et all o p r ot ei n a s e d o m ain f a m ily

(A D A M )17 ある い は A D A M 19 欠損 マ ウス の 腔線推芽細胞の R A N K L

切 断活 性 は野 生 型 細胞 と差 が 無 い ｡ m at ri x m et all o p r o tei n a s e 1 4

( M M P 14 あ る い は m e m b r a n e - ty p e 1 m atri x m e tall o p r ot ein a s e
,

M T l - M M P とも呼ばれ る) も R A N K L を切断し得るが ､ そ の 切断部位

は これまで に報告され て い る部位とは異な っ て い る ｡ こ れら の 結果

から ､ R A N K L 切断には これまで に報告され て い る もの 以外の 分子が

関わ っ て い る可能性が示唆され る ｡

M K L 切断を直接あ る い は間接的に調節する分子 を同定する た

め に ､ 申請者は新 しい ス クリ
ー ニ ング系を確立 した ｡
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方法

s e c r e te d pl a c e n t al alk ali n e p h o sp h at a s e (S E A P) と R A N E L の st alk r e gi o n ､

膜貫通 ドメイ ン ､ 細胞内ドメイ ン(t ru n c at e d R A N K L
,
t R A N E L) の 融合

タ ン ^
o

ク を発現す る ベ クタ
ー

(t R A N K L - S E A P) を作成 した . こ の プラ

ス ミ ドと ヒ ト M M P 1 4 発現ベ クタ
ー を 2 93 T 細胞に共発現す る と ､ 培

養上清中 の ア ルカリ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ活性の 上 昇が認められた ｡ こ

の ア ッ セ イ系を用 い て ､ マ ウス 骨髄ス トロ ー マ 細胞株 s T 2 の c D N A

ライ ブラ リ ー に つ い て R A N K L 切断活性を持 つ 分子 の ス クリ -

ニ ン

グを行 っ た ｡

結果､ 考察

ス クリ ー

ニ ン グした10 0
,
0 0 0 ク ロ ー

ンから9 つ の ポジテ ィ ブク ロ
ー

ンが同定された ｡ これらの c D N A 断片の シ ー

ク エ ン ス を同定する こ

と に より ､ ポジ ティ ブク ロ
ー ン の 1 つ が c a

2 +
-

p r o m ot e d R a s i n a c tiv a t o r

(C A P RI) の 新しい ス プライ ス バ リ ア ン ト(△c A P R I) で あ る事が分か っ

た o c A P R I は本来 R a s シグナ ル系の 抑制因子 で あ る R a s G A P の
一

つ

と し て 同定 さ れた分子 で あり , A r g 4 7 3 S e r 変異に より c A P R I の

R a s G A P 活性は減少 し､ A T P ある い はio n o m y cin に よ る E rk の リ ン酸
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化 は 克進す る こ とが報告さ れて い る o A C A P R I は R a s G A P ドメイ ン内

にお い て A rg 4 73 を含む 1 エ ク ソ ン(13 8 - b p)を欠損して い るが ､ こ の

部分は c A P R I の F L R m o tif が R a s G T P a s e の 活 性部分 で あ る

argi ni n e 一 触g e r l o o p を安定化して い る部分で もあ る ｡ 以上 の こ とから､

A C A P R I は A rg 4 7 3 S e r 変異体と同様に優性阻害型 と して 働 き ､ R a s の

活性を促進する可能性が考えられた ｡ そ の 他 の 幾つ か の ポジテ ィ ブ

ク ロ ー

ン に は既に切断活性を持つ 事が報告されて い る M M P 1 4 が含

まれ て い た . R T _ P C R によ り A C A P RI は マ ウス骨芽細胞および破骨細

胞 に発現し て い る こ とが示されたが ､ そ の 発現量 は w tc A P R I に比 し

て 低か っ た ｡

t R A N K しS E A P と野生型 c A P RI( w t C A P R I) を同時に トラ ンス フ ェ ク

卜した2 9 3 T 細胞の 培養上晴は低い ア ルカリ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ活性し

か 示 さ な か っ た が ､ △c A P R I の 過 剰 発 現 に よ り 培養 上 清 へ の

t R A N K L - S E A P の 放出は有意に促進された o しか し w tc A P R I を 同時

に発現さ せ る こ とに より切断は抑制され ､ A C A P R I と w t c A P RI は括

抗す る働きを持 つ こ とが示唆された o A C A P R I に よ る全長 R A N K L の

切断冗進 は ウエ スタ ン ブロ ッ テ ィ ン グで 示 された ｡ 以上 の 結果か ら ､

2 9 3 T 細胞にお い て △C A P R I の 発現に よ り膜結合型 R A N K 上 の 切断が
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増加す る 事が示唆された ｡ 同様に骨芽糸田胞系 の 細胞株 で あ る s a O S 2

細胞にお い て も ､ A C A P R I の 過剰発現により M K L の 切断が克進し

た ｡

w t c A P R I は細胞内 c a
2 + 濃度の 上昇により c 2 ドメイ ン依存性に迅速

に細胞膜 へ と移動し ､ R a s G A P 活性を上昇さ せ R a s/ M e女/E rk シ グナル

系 を抑制するが ､ A C A P R I も ､ N I H 3 T 3 あ る い は 2 9 3 T 細胞にお い て

c a i o n o p b o r e で あるi o n o m y ci n 刺激後に細胞膜 へ と移動する事が細胞

免疫染色および細胞画分 の 分析によ り示された . w t c A P R I を過剰発

現さ せ た 29 3 T 細胞 で は E rk の 活性化が抑制され る
一 方 ､ △c A P R I の

過剰発現に よ りi o n o m y ci n に よ る E rk の リ ン酸化が増強された ｡ こ の

結果から A C A P R I は R a s シグナル系を活性化する こ とが明らか にな

っ た ｡

恒常活性型 R a s (R a s
C A

) の 過剰発現によ り 29 3 T 細胞における R A N E L

切断は有意 に冗進した . A C A P R I に より促進した R A N K L 切断は､ 優

性阻害型 R a s ( R a s
D N

) の 共発現 により有意に抑制された ｡ しか しなが

ら興味深 い 事に ､ 29 3 T 細胞にお い で恒常活性型 M e k l ( M e k
C A

) に よ る

E rk 活性の 上昇は培養上清中 の ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ
- ゼ活性を増

加さ せなか っ た . これらの 結果は R a s の 活性化が R A N K L の 切断に
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重要な役割を果たす こ と , そ の 下流で は M ek - E rk 以外の シ グナル伝

達系が関与して い る 可能性が示唆された . R A N K L 切断を調節して い

る R a s 下流の シ グナル系を明らか にするため に更な る検討が必要 と

考え られた ｡

2 9 3 T 細胞から抽出した m R N A に対するリ アルタイム p c R により ､

A C A P R I は M M P 1 4 の 発現量を増加さ せ る が ､ 同時に R a s
D N

を共発現

さ せ る と発現上昇が有意に抑制され る事､ R a s
C A

は M M P 1 4 の 発現量

を増加さ せ るが ､ M e k
C A

は M M P 1 4 の 発現量 に影響を与えな い 事が示

さ れた ｡ こ の 結果 より ､ △c A P R I は M M P 1 4 の 発現上 昇を介して

M K L 切断を克進 さ せ る事が示唆された o M M P 1 4 に対する siR N A

は s a o s 2 細胞にお い て 内在性の M M P 14 の 発現を抑制し ､ △c A P R I

によ り先進 した R A N K L の 切断 を阻害した .

M M P 1 3 欠損 マ ウス は骨梁の 増加などの 骨格系 の 異常を示す こ と

が最近報告されたが ､ M M P 1 3 を過剰発現し て も培養上清中の ア ルカ

リ フ ォ ス フ ァ タ
- ゼ活性 の 上昇は ごくわずか で あり ､ M M P 1 3 の

M K L 切断活性は M M P 1 4 に比較して きわめ て 弱く ､ M M P 1 3 が生

理的 ･ 病的な R A N K L s h e d din g に関与し て い る可能性は低い と考 えら

れた ｡
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総括

申請者は R A N m 切断に関わ る分子 に対する新し い ライ ブラリ
ー

ス クリ ー

ニ ン グ法を確立 し ､ c A P R I の ス プライ ス バ リ ア ン トで ある

A C A P R I をそ の 候補の
一

つ と して 同定した o △c A P R I は R a s シグナル

系を活性化 し ､ M e k - E r k 系 と は独立 の シグナ ル 伝達系 を介し て

M M P 1 4 の 発現増加を促し､ R A N K L 切断を引き起した . 本研究から

A / w t c A P R I
-

R a s
-

M M P 1 4 系が R A N K L 切断に おい て 重要な役割を

果たす事が示 された ｡
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