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本研究 は破骨細胞の 分化および成熟に必須の 膜タ ンパクで ある r e c ep t o r a cti v at o r of N F
- K B

lig a n d ( R A N K L) の 切断に関連する分子を同定し ､ 切断の 生理学的､ 病理学的意義を明らか に

す るための スクリ ー ニ ングを行い ､ 得 られた分子に つ いて の 解析を行 っ たもの であり ､ 下

記の結果 を得て い る ｡

1 . M K L 切断を簡便 に検出す るため ､ R j N E L の 細胞内ドメイ ンか ら切断を受ける部位

で ある st alk r eg i o n まで の部分 と s e c r e t e 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) の融合タン

パ ク を発現す るプラス ミ ドを作成した｡
これ を用いて マ ウス骨髄ス ト ロ

ー マ 系の 細胞

株で ある s T 2 細胞 の c D N A ライブラリ ー

の スクリ
ー ニ ングを行 い ､ 9 つ の ポジテ ィ ブ

ク ロ ー ンを得た｡ その うち比較的高い活性を持 つ もの として ､ m atri x m e t all o p r o t ei n a s e 1 4

( M M P 1 4) , C a
2 '

-

p r o m ot e d R a s i n a cti v at o r (C A P R I) の 新 し い ス プライ ス バ リ ア ン ト ､

△c A P R I が同定 された ｡

2
･ A C A P R I は w tc A P R I と ともに骨芽細胞に発現して い る こ とが示されたが､ w t c A P R I に

比してそ の発現量は低かっ た ｡ △c A P R I は 2 9 3 T 細胞､ s a o s 2 細胞にお いて R A N K L 切

断を促進 したが ､ w t c A P R I はそれを促進せず､ また
､ △c A P R I の M E L 切断促進作用

は w t c A P R I を同時に発現さ せ る こ とによ り抑制された o
こ の結果 より , △c A P R I は

w t c A P R I と括抗す る働きを持つ こ とが示唆された ｡

3 ･ △C A P R I は w tc A P R I と同様に ､ 細胞内カル シウムイオ ン濃度の 上昇に より細胞膜 へ と

1



移動 した｡ また ､ w t c A P R l は R as の 下流分子で ある E R K の活性化 を阻害 したが､ △c A P R l

は逆に促進 した｡ この 結果より ,
A C A P R I は w t c A P R I とは逆に R a s シグナル系を活性

化する こ とが示された｡

4 . 2 9 3 T 細胞にお いて △C A P R I は R A N E L 切断を冗進 したが､ ドミ ナントネガテ ィ ブ型 R a s

を同時に発現させ る ことにより抑制された｡ 恒常活性型 R a s の 発現により R A N K L 切断

は克進 したが , R a s の 下流シ グナル分子 で ある M e k の 恒常活性型 を発現さ せ て も

M K L 切断は先進 しなか っ た. こ の 結果か ら､ △c A P R I は R a s シグナル の活性化 を通

じて R A N K L 切断を促進 して い る と考えられたo

5 . 2 9 3 T 細胞にお いて A C A P R I は､ 今回ク ロ ー ニ ングされた唯
一

の プロテア ー ゼで ある

M M P 1 4 の 発現量を上昇させたが, ドミナ ントネガテ ィ ブ型 R a s を同時に発現させ る こ

とによ り抑制された ｡ 恒常活性型 R a s の 発現に より M M P 1 4 の 発現量は 上昇 したが､ 恒

常活性型 M e k を発現させ ても M M P 14 の 発現量 は上昇しなか っ た ｡ また､ s a o s 2 にお

い て △C A P R I は FL W K L 切断を克進 したが ､ M M P 1 4 の R N A i n t e rf e r e n c e pl a s m id を同時

に導入する こ とにより切断は抑制された｡ この 結果か ら､ △c A P R I は R a s シグナル の 活

性化を通じて M M P 1 4 の発項を上昇させ ､ R A N Ⅲ 一 切断を促進して いる と考えられた ｡

6 ･ M M P 1 4 と同じくそ の欠損マ ウスが骨変化 を生じる ことが報告されて いる M M P 1 3 に つ

い ても R A N K L 切断を検討 したが ､ 明らかな活性は見られなか っ た｡

以 上 ､ 本論文は s T 2 c D N A ライ ブラリ ー

に対する新し い ス クリ
ー

ニ ング法 を用 いて

R A N E L 切断関連分子 として M M P 1 4
, および c A P R l の 新しい スプライ スバ リア ン トで ある

A C A P R I をク ロ ー ニ ング し､ A / w t c A P R I - R a s - M M P 1 4 系が R A X N L 切断に重要な働 きを持つ

こ とを明らか に した o 本研究はこれまで ほ とんど未知 に等 しか っ た R A E N L 切断機構および

そ の 生理学的､ 病理学的意義の解明に重要な貢献をなす と考えられ ､ 学位の 授与に値する

もの と考え られる ｡
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