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ヒト RANKligand遺伝子の 5'側上流領域の解析
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要約

破骨細胞分化因子 (RANKligand)は骨芽細胞に

発現する膜貰通性蛋白で，破骨細胞前駆細胞上の受容

体 RANKと結合し破骨細胞分化のシグナルを伝達す

る。種々の骨吸収因子は RANKL発現調節を介して

破骨細胞形成を冗進すると考えられている。本研究で

はlα ，25 (OH) 2D3による破骨細胞形成の分子機序

を解析するために， ヒト RANKL遺伝子 5'{則上流領

域をクローニングし， 1α，25 (OH) 2D3による RANKL

転写調節機構について検討した。ヒト RANKL遺伝

子の基本転写調節部位には逆 TATA， CAATボック

スがあり既報のマウス RANKLプロモーターとの類

似性を認めた。ゲルシフトアッセイでは 3箇所の

vitamin D3結合配列 (VDRE)類似配列のうち最上

流 (-1584/-1570) の AGGTCAAAGACTACAが

VDR， RXRα ヘテロダイマーと invitroでの結合↑生

を示した。核蛋白抽出物とステロイドホルモン受容体

に対する抗体を用いたゲルシフトアッセイでもVDR，

RXRα ヘテロダイマーが同配列に結合することが示

された。ヒト骨肉腫細胞株SaOS2に対する一過性遺

伝子導入実験では， 1α 25 (OH) 2D3はVDREを含

むRANKLプロモーターコンストラクトの転写活性

を促進したが， VDREを欠失したコンスラク卜や

VDREに変異を導入したコンストラクトに有意な作

用を示さなかった。以上より 1α，25 (OH) ZD3は骨芽

細胞に作用して，遺伝子5側上流に存在する VDREを

介して RANKL遺伝子発現克進を誘導することによ

り破骨細胞形成を促進することが示唆された。

緒言

破骨細胞は骨髄単球/マクロファージ系に由来する

多核の巨細胞であるが，その分化維持には骨髄ストロー

マ細胞/骨芽細胞との相互作用が必須とされてき

た1-3)01998年ストローマ細胞由来の破骨細胞分化因

子として ReceptorActivator of NF-κB Ligand 

(RANKL)が分離同定された 4ー7)0RANKLは破骨

細胞前駆細胞上の受容体RANKと結合してシグナル

を伝達し，破骨細胞分化に特徴的な遺伝子発現を誘導

する。破骨細胞形成に関与する種々のサイトカインや

ステロイドホルモンは骨髄ストローマ細胞/骨芽細胞

上の RANKL発現制御を介して破骨細胞の分化，維

持を調節すると考えられている 5-8)。最近マウスにお

いて 1α，25 (OH) ZD3は転写レベルで RANKL発

現を克進させ破骨細胞形成を促進することが報告された

が9，10) ヒトにおける lα 25 (OH) ZD3のRANKL発

現や破骨細胞形成に対する作用機構の詳細は不明であ

る。本研究で私共は 1α 25 (OH)zD3によるヒ卜

RANKL遺伝子制御と破骨細胞形成の機構について

解析を行った。

方法

1)細胞培養及び invitroでの破骨細胞形成

5 % COz， 37
0C加湿条件下でヒ卜骨肉腫細胞株

キーワード:破骨細胞， RANK ligand，プロモーター，クローニング， VDRE 
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SaOS2 (メ lレボル

安10%胎児ウシ

RPMI1640 (Sigma) 

T.J. Martin 博土より供与)

(FBS， GIBCO-BRL) を合む

した。動物実験は神戸大

って日われた。生後8

10週のマウスを頚部脱臼法で属殺後，摘出した大腿骨

と より minimumessential medium 

alpha Cα 剛MEM)にで骨髄細胞成分をフラッシ品し

M悶CSF存在下で48時間培議した。常法に従って調節

した骨髄単核細胞 005/cmりを24穴プレート内

CBecton Dickinson)で lα， 25 (OH)2D3 (10-8M) 

単独或いはデキサメサピン 00…8M)共存下にSaOS2

細胞 004/cmっと共培養を行った。 10日聞の培養後

に細胞を酒石酸抵抗性酸フォスファターゼ (TRAP)

し， TRAP陽性の多核細胞を破骨細胞様細胞と

して計測した。

2) RNA抽出及び Reversetranscriptase-polymerase 

chain reaction CRT-PCR)法

10→ 12 10-10， 10-8 Mのlα， 25 (OH) D3単独或い

はデキサメゾン (10-8M)共存下に48時間培養した

SaOS2細胞から RNAz01 B CTel Test) を用いて

total RNAを抽出した。抽出した totalRNA 1μg 

を鋳型にランダムヘキサマー (Takara) 並びに

Superscript RNase H-逆転転写酵素 (GIBCO-BRL) 

を用いて cDNAを合成した後，以下に示す 2組のプ

ライマーを用いて PCRを施行した O ヒ卜 GAPDH

(gかceraldehyde 与phosphatedehydrogenase) を対

照に用いた。ヒト RANKL，PCR産物 347bp 5 '-GCAC 

ATCAGAGCAGAGAAAGCGATG田3' (598-622， sense) 

5'-GTATGAGAACTTGGGATTTTGATGC-3' (921削945，

antisense)， GAPDH， PCR産物 179bp 5'-TGCACCA 

CCAACTGCTTAG鞠31 (514剛532，sense) 5'-AGAG 

GCAGGGATGATGTTC-3' (672-690， antisense)o PCR 

反応条件は， 94
0

Cで3分の熱変性， 550Cでl分のアニー

リング， 72
0Cで1分のポリメラーゼ反応を35サイクル

とした。1.0%アガロースゲ‘ル電気泳動後エチジウム

ブロマイドにて染色し， mRNAの発現最を半定量的

に評価した。

3) N uclear run on解析

10-10， 108 Mの1α，25 (OH)2D3単独或いはlu-8Mの

デキサメサゾン共存下で48時間培養した SaOS2細胞

を， PBSで洗浄後に 1x SSC中にスクレーパーで回

収し， 1500rpmで5分間違心した。細胞成分を溶解

緩衝液 (10mMTris-HC1 pH 7.4， 10 mM  NaC1， 

3mM MgC1z， 0.5% NP-40)で処理し10分間氷上で

静置後， 3000rpmで5分遠心した。細胞核分間を含

(90 ) 

む沈殿物を裕解緩衝液で洗浄後，浮遊緩衝液 (50

mM  Tris剛HC1pH 8.3， 40% glycer01， 5 mM  MgC1z， 

0.1 mM  EDTA) 0.5m1にて核謹白を抽出した。核抽

出物桂皮応混合液 00mM  TrisωHC1 pH 8.0， 5 mM  

MgCh 300 mM  KC1， 0.5 mM， ATP， CTP， GTP， 

100μCi of [α UTP 3000μCijmM) 100μlと

し， 30
0
Cにで30分間 invitro "C帖坊はゆ乞1Jつ

30
0

Cで30分間の DNaseI(最終濃度20μg/ml)

処理後，停止液 (20mM  Tris-HC1 pH 7.4， 2% SDS， 

10mM EDTA， 200μg/m1 of proteinase K) を加

せ，反応産物を42
0Cで30分間静霞し

ブ広ノール/クロロフォルムで RNAを抽出後，

tRNA 50μgと5%三樹化酢酸 (TCA)5m1 

に添加した。反応、溶液を氷上で30分間インキュベ…卜

後， ニトロセルロース膜 (AmershamPharmacia 

Biotech)に吸着させた。ニトロセルロース膜を 3%

TCAで 3回洗浄後， インキ品ベーシ潟ン溶液 (20

mM  H日PESpH 7.5， 5 mM  MgC1z， 1 mM  CaC12， 

DNase 1 25μg/ml) 0.9m1 Iこで37
0

Cで30分間処理

した。 ラベルした mRNAは60
0

Cで30分間0.5M

EDTA 30μlと10% SDS 100μlとで処理し，

proteinase K (25 mg/ml)にで 37
0

Cで30分処理後，

エタノール沈殿にで精製し， 50mlの TE(10 mM  

Tris-HCl， pH 7.5， and 2 mM  EDTA)に溶解した。

ヒト RANKLcDNA，ヒト GAPDHcDNA， vector 

DNAそれぞれ10μgを0.2N NaOH 50μ1にて変性

後， 6 x SSC 500μlで中和し， H20と6xSSCで侵

したナイロン膜にブロットし， 1 : 1で混和した硫酸

デキストランとハイブリダイゼーシ沼ン溶液 (50%

formamide， 5 x SSC， 50 mM  sodium phosphate pH 

6.5， 1 x Denhardt's solution， 1 x Background Quencher 

(Te1-Test， Inc.))中で42
0

C，48時間標識 RNAとハ

イブリダイズした。ニトロセルロース膜は0.1%SDS 

を含む2x SSCで2TC15分間， 0.1% SDSを含む0.2x 

SSCで65
0

C，30分間洗浄した後， BAS2000 (FUJIX， 

Tokyo， Japan)で解析を行った。

4 )ヒト RANKL遺伝子の 5'側上流域のクローニン

グと塩基配列決定

ヒト胎盤DNAを鋳型にして PCR法でプロープを

作成した。ヒト RANKLcDNA配列 (GenBankAFO 

53712)からプライマー (5'-GGAACCACTGG AGT A 

GCCCCCAGC-3' (sense)， 5'-GAGCCACGCAGGT 

ACTTGGTGT AGTCTC-3' (antisense))を設定し，

PCRで得られた396塩基の DNA断片をランダムラベ

リング法により[α_32PJdCTPでラベルした。ヒト胎

盤由来の genomicDNAライブラリ (Clontech)を



XL1-B1ue (Promega)と共に LB/アンピシリン (50

μg/ml)プレートに播き，プラークハイブリダイゼー

ション法により 5x106個のリコンビナントをスクリー

ニングした。 3回の遺伝子スクリーニングの後，5個

の陽性クローンを得た。約2.0kbのDNA断端をプロ

モーターやエンハンサーを持たない PGL3Basicベ

クター (Promega) にサブクローニングした。全塩

基配列はダイデオキシターミネーション法により

ABI PRISM310自動シークエンス解読機械 (Perkin

Elmer)で解析した。

5 )プライマー伸長法

ヒト RANKLcDNAに相補的なオリゴヌクレオチ

ドプライマー (5'ーCTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC-

3')の末端を， T4ポリヌクレオチドキナーゼ (Takara)

を用い [r_32PJATPにて 2X 108 cpm/μgにラベル

した。 2.0X 106 cpmのオリゴヌクレオチドを溶液中

(80%フォルムアミド， 1mM EDTA， 400mM NaC1， 

50mM PIPES (PH6.4)で， A vian Myeloblastosis 

Virus-逆転写酵素 (SuperscriptII， GIBCO-BRL) 

を用いて SaOS2細胞より抽出したポリアデニル化

mRNA 5μglこ580Cで 2時間アニーリングさせた。

同じプライマーを用いて行ったヒト RANKL遺伝子

のシークエンス反応産物をマーカーとしてポリアクリ

ルアミドゲルに電気泳動し，伸長産物の長さを確認し

て転写開始部位を決定した。

6 )ルシフエラーゼアッセイ

クローニングした DNAについて制限酵素と PCR

法とで 2種類の DNAフラグメント (-1781/+187，

1035/+187) を作成し，それぞれの DNAを PGL3

Basicベクタ (Promega)に組み込んだ (PGL3-1781，

PGL3-1035)。 プラスミド DNAを EndoFree

plasmid Maxi kit (QIAGEN)で精製した。これら

のフプ。ラスミドコンストラクトと PRL-TK仁ベク夕

(Pome昭ga心)とをリポソ一ム媒介の遺伝子導入試薬

Effe町ct白ene児eH耐町J

した。導入24時間後に細胞を回収し，ルシフエラーゼ

活性をルミノメーター (Mode1ATP-300， Advan-

tec)で計測した，各コンストラクトの遺伝子導入効

率を PRL-TKベクタの転写活性で標準化した。 1α，

25 (OH)2D3の効果を調べるために， ヒト RANKL

プロモーターコンストラク卜を導入した SaOS2細胞

を6時間， 1O-8M 1α 25 (OH) 2D3で処理した後に

ルシフエラーゼ活性を測定した。

7 )ゲルシフトアッセイ (EMSA)

( 91 ) 
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1α， 25 (OH) 2D3にて処理・未処理の SaOS2細胞

より定法に従い核蛋白を抽出した。 3箇所の VDRE

類似配列の各々について 2本鎖オリゴヌクレオチド5'-

TGGGAAGAGGTCAAAGACTACAAGGAGTA-3' 

(-1591/-1563， VDREl) ， 5'-TAAAAAAAATTCAAC 

CTGGTCACTCTTCC-3' (-1425/-1397， VDRE2)， 

5'-TTTACTGAGGTCTAAGTGTTCAATTTAGA-3' 

(-1390/-1362， VDRE3)，を作成し， T4ポリヌクレオチ

ドキナーゼ (Promega)を用いてこれらの5'端を[r _32 

PJATPでラベルした。ラベルしたオリゴヌクレオチ

ドにリコンビナント VDR蛋白， RXRα蛋白を加え

室温で30分間反応させた。核抽出物 (5μg)につい

ても同様に結合反応を行った。スーパーシフトアッセ

イにあらかじめ VDR，GR，RXRα，RXRs，RXRr， R 
ARα， RAR s， RAR r (Santa Cruz Biotechnology) 
に対する各抗体を用い 4

0

C45分間反応させた。これら

の反応産物は0.5x Tris borate-EDTA緩衝液中で 4

%ポリアクリルアミドゲルにて120分間電気泳動して

BAS2000で角軒斤した。

8 )部位特異的変異

VDREに変異を導入した 2本鎖オリゴヌクレオチ

ド (5'-TGGG AAGAGGCTCAAGACTCTCAGGAGT A-

3')を作成し，ゲルシフトアッセイに用いた。リコン

ビナント PCR法にて， PGL3-1781に含まれる VDRE1

(主立立主己主AAGA己主主己主， -1584/-1570) を(主立立己主C
AAGACTCTC)に置換した DNAを増幅し， この PCR

産物を EcoRVとEcoRIで切断し pGL3Basicに取り

込み，変異コンストラクト (pGL3-1781mut)を作成

した。プラスミド DNAをEndoFreeplasmid Maxi 

kit (QIAGEN)で調整し， SaOS2細胞に導入しルシ

フエラーゼアッセイを行って 1α ，25 (OH) 2D3の効

果を調べた。

結果

1 )共培養

1a， 25 (OH)2D3の破骨細胞形成に及ぼす効果を

検討した。図 1に示すように対照の14/cm2に比べ，

lα ， 25 (OH)2D3単独処理で90/cm2と約 6倍の破

骨細胞様多岐細胞を誘導した。デキサメサゾン共存下

では127/cm2と対照の約9倍の破骨細胞形成を認め，

相加的作用を示した。

2) RT-PCR 

1α ， 25 (OH) 2D3のRANKL遺伝子発現に及ぼす

効果を検討した。 lα ，25 (OH) 2D3は濃度依存性に
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Vecぬr

N uclear run onアッセイ。 10-10，10-8 M の1

α，25 (OH)zD3で処理した SaOS2細胞の核抽出

物を用い inuitro転写反応を行い， RANKL， 
GAPDHおよび Vectorの cDNAをプロープと

してシグナルを検出した。

図3

1，25(OH)2D3 
+DEX 

図 1共培養。 M-CSF処理したマウス骨髄マクロファー

ジとSaOS2細胞を無処理， 1O-8M 1α，25 (OH)2 
D3， 1O-8M 1α ，25 (OH)zD3と10-8M デキサメ

サゾン処理の条件下で 10日間共培養を行った。

グラフは形成された TRAP陽性の破骨細胞様の

細胞数を示す。 とした。この転写開始部位は，

TATAボックスの22塩基下流に位置した。転写開始

部位の上流には逆 TATAボックス (-22)に加え

CAATボックス (-56) を認めたD また， -201には

Runx2結合配列を，ー1584，-1418， -1383の 3ケ所に

VDRE類似配列を認めた(データ提示せず)。

写開始部位(+1)

RANKL mRNA発現を促進し，デキサメサゾン共存

下では相加的に RANKLmRNAの発現量が増した。

一方 GAPDHmRNAの発現量はほぼ一定であった

(図 2)0 

c すA G 10動車対

1，25 
10・10M 10・11M
1，25 1，25 

コントロールゆめまD3(岱i)20S

347bp 

179 bp 

l-ー…ー…1
RANKL 

3APDH 

/
/
 

ゃ1

+ 
図 2 R'F-PCR 0 10-12， 10-10， 1O-8Mのlα，25(OH)zD3 
或いはデキサメサゾン共存下で処理した SaOS2

細胞から抽出した totalRNAに対し RT-PCR
法を行った。 RANKLcDNA (347 bp)および

GAPDH cDNA (179 bp)のシグナルを半定量的

に評価した。

図 4 プライマー伸長法。ヒト RANKL遺伝子5'側

上流領域の塩基配列を右側の GATCレーンに示

す。矢印はプライマー伸長反応産物を示す。転

写開始部位(+1)は TATAから22塩基下流に位

置していた。

3) N uclear run onアッセイ

定常状態の RANKL遺伝子転写を検討した。対照

と比較して， 1α， 25 (OH) 2D3はSaOS2細胞におい

てRANKL遺伝子の転写を10-10Mで約3倍， 10-8で

約 5倍に促進した。一方，対照の GAPDH遺伝子の

転写は一定であった(図 3)。

3箇所の VDRE類似配列の

5 )ゲルシフトアッセイ

図 5Aに示すように，

( 92 ) 

ヒト RANKL5'側上流領域の塩基配列と転写開4 ) 

始部位の決定

図4に示すようにプライマー伸長反応の結果，複数

の転写産物が得られたが，最上流にあるシグナルを転



うち，最上流VDRE1を含むオリゴヌクレオチドに関

して， VDR， RXRα 蛋白との有意な蛋白 DNA結合を

認めた。 VDRE1について，一連のステロイドホルモン

に対する抗体を加えたスーパーシフトアッセイでは， 1 

α，25 (OH)2D3処理の SaOS2細胞の核抽出物を用い

たアッセイにおいて，有意な蛋白 DNA結合を認め，抗

VDR抗体，抗 RXR抗体によるスーパーシフトを認め

た(図 5B)o VDRE1 (AGGTCAAAGACTACA)につ

いて変異を導入したオリゴヌクレオチド (AGGCTC

AAGACTCTC)を用いたゲルシフトアッセイでは，

有意な蛋白 DNA結合やスーパーシフトを認めなかっ

た(データ提示せず)。

A 
Prooo ' VDAEi VDAε2 VDf売ε3

r-叩町側嶋崎伽寸 r柳欄明開網開網開寸 r間耐四附田剛綱-，

Antibody: VDf奇F制約α VDF司伶X民税 VD約問)(1奇u

8 

図5 ゲルシフトアッセイ o A. 3ケ所の VDRE類

似配列 (VDREl， VDRE2， VDRE3)に対してリ

コンビナン卜 VDR蛋白， RXRα蛋白を用いた

ゲルシフトアッセイでは， VDRE1において有意

な蛋白 DNA結合(矢印)を認めた。 B.VDRE 

11こ関して一連のステロイドホルモンを加えたスー

ノfーシフトアッセイでは，有意な蛋白 DNA結合

と，抗VDR抗体と抗RXR抗体によるスーパー

シフトを認めた(矢印)。

6 )ルシフエラーゼアッセイ

VDREを含むコンストラクト (pGL与1781)を用

いた一過性遺伝子導入実験では， 1α ，25 (OH)2D3 

処理により約60%のプロモーター活性上昇を認めたが，

(93 ) 
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VDREを含まないコンストラクト (PGL3-1035)で

はlα ，25(OH)2D3による有意なプロモーター活性促

進作用を示さなかった(図6)。また，変異VDRE1を

組み込んだコンストラク卜 (pGL3-1781mut)を用

いた一過性遺伝子導入実験では 1α ，25 (OH) 2D3 

処理による RANKLプロモーター活性は17%にとど

まり，有意の増加を認めなかった(図的。
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図6 ルシフエラーゼアッセイ。 PGL3-1035，pGL3-1 

781および VDRE1に変異を導入した pGL3-
1781mutの一過性導入実験において定常状態と1
α， 25 (OH)2D3処理後のルシフエラーゼ活性を

示す。 pGL3・1781では1α ，25(OH)2D3存在下で
プロモーター活性が約60%増加したが， pGL3-10 

35については変化を示さず， pGL3-1781mutでは

プロモーター活性の増加は17%にとどまった。

考察

ステロイドホルモンであるビタミン Dは，肝臓と

腎臓で水酸化を受けて活性型の 1α ，25 (OH) 2D3に

なる。 1α ，25 (OH) 2D3は小腸からのカルシウム吸

収や骨からのカルシウム動員を促進することにより血

中カルシウムの恒常性維持機能を果たすが，破骨細胞

分化を促進することで骨吸収を促進し，骨芽細胞に働

いて骨基質蛋白合成を促進することで骨形成を促進す

るとされている 11.ω口 1988年に確立されたマウス骨髄

細胞と骨芽細胞の共培養実験系において，破骨細胞分

化に骨芽細胞系との相互作用が不可欠であること， 1 

α，25 (OH) 2D3は骨芽細胞存在下で破骨細胞形成を

促進することが示された1.2)。その後マウスでは 1α，

25 (OH) 2D3は骨髄ストローマ細胞/骨芽細胞上の

RANKL発現を誘導することにより破骨細胞形成を
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促進することが報告されたが 8，ヘヒ卜においては 1

α，25 (OH)zD3による RANKL発現や破骨細胞形

成に対する作用機序は明らかでない。私共は図 1に示

すようにヒ卜骨芽細胞SaOS2とマウス骨髄細胞との

共培養において 1α25(OH) ZD3は破骨細胞形成を

促進し， RT-PCR法(図 2)にて 1α，25 (OH) 2D3 

がSaOS2細胞における RANKLmRNAの発現を誘

導することを示した。このように 1α，25 (OH) 2D3 

はヒト骨芽細胞に対して RANKL遺伝子発現を促進

することにより破骨細胞形成を促進するが，さらに

N uclear run on法(図 3)により， 1α，25 (OH) 2 

D3による RANKLmRNAの増加は，転写冗進によ

ることを明らかにした。私共は 1α，25 (OH) 2D3に

よるヒト RANKL遺伝子の転写調節機構を詳細に解

析するため，遺伝子 5'側上流領域のクローニングを

行った。

ヒト RANKL遺伝子5'側上流領域には，基本転写

調節部位に逆TATA.CAATボックス， Runx2結合

配列を認め，既報のマウス RANKLプロモーターと

構造上の類似を認めた。興味深いことに逆 TATA，

CAATボックス構造は，主要な骨基質蛋白である骨

シアロ蛋白オステオカルシン14)のプロモーター領域に

おいても報告されている。さらに，骨形成に必須の転

写因子である Runx2結合配列がヒト RANKL遺伝子

プロモータ一領域に含まれることから， RANKL遺

伝子は骨形成が促進される状況において同時に活性化

され骨吸収が引き起こされる可能性が考えられた。

一般に， 1α， 25 (OH)2D3は，核内受容体スーパー

ファミリーに属するビタミン D受容体 (vitaminD 

receptor; VDR)と結合し， レチノイン酸受容体

(Retinoid X receptor; RXR) とヘテロダイマーを

形成し標的遺伝子5側上流にあるビタミン D応答配

列 (vitaminD responsive element; VDRE)に結合

し転写活性を制御すると考えられている。リガンド依

存性に VDR-RXRヘテロダイマーが結合する VDRE

はダイレクトリピート (directrepeats; DR)型と呼

ばれる構造を持ち， 6塩基からなるハーフサイトが

2つ，同方向で 3つの塩基を狭んで並んでいるω。ヒ

トRANKL5'側上流領域の塩基配列の決定により，ヒ

トRANKL遺伝子 5'側上流には (-1584/-1570， 

主立立主己主AAG全CTA己主)と(-1418/-1404， 主主主主己主

ACCT立立E己主)と (-1383/-1369，主立立ECEAAGE立TTC主)

の3箇所にダイレクトリピート型のハーフサイトが見

い出された。これらの 3ケ所の VDRE候補配列を含

むオリゴヌクレオチドを用いゲルシフトアッセイを行っ

たO 図 5Aに示すように，最上流 (-1584/-1570， 

AGGTCAAAGACTACA) が VDR，RXRα ヘテロ

(94 ) 

ダイマーと inuitroでの蛋白 DNA結合性を示し，

図5Bに示すように核蛋白抽出物とステロイドホルモ

ン受容体に対する抗体を用いたスーパーシフトアッセ

イでも VDR，RXRヘテロダイマーが結合することが

確認された。変異VDREを用いたゲルシフトアッセ

イで特異的なバンドはほぼ完全に焼失した(データ提

示せず)。ヒト骨芽細胞SaOS2を用いた一過性遺伝

子導入実験を行って lα，25(OH)zD3のプロモーター

活性に及ぼす効果を調べると，VDREを有する PGL

3-1781で約60%の活性上昇を認めたが， PGL3-1035に

ついては有意な促進作用を認めなかった D 変異

VDREを有する pGL3-1781mutを用いた一過性遺

伝子導入実験でも 1α25(OH) ZD3の効果は著明に

減弱することから， RANKL5'側上流領域 (-1584/-1570， 

AGGTCAAAGACTCA) が機能的な VDREである

ことが示唆された。さらに， 1α，25 (OH) 2D3によ

る効果がわずかに残存していたことにより他の 2箇所

のVDRE様配列が機能を有する可能性も考えられたO

以上の結果より， ヒト骨芽細胞において， 1α ， 25 

(OH) 2D3がRANKL遺伝子 5'側上流領域に存在す

るVDREを介して RANKL遺伝子発現を転写レベル

で促進し，破骨細胞形成に寄与する分子機構が明らか

となった。
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Characterization of the 5'-flanking region of the human 

RANK ligand gene 
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RANK ligand has been identified as a prerequisite to osteoclastogenesis. Most 

of the bone resorptive factors are thought to modulate bone resorption by regulating 

RANKL expression on osteoblasts and stromal cells. To elucidate the mechanism regulating 

human RANKL gene expression，we first examined the effect of 1 α， 25 (OH) D3 on the 

RANKL gene by nuclear run on analysis， and found that it accelerated the transcription rate 

of the RANKL gene in the SaOS2 cell line. We then focused on the promoter structure and 

C1S司actingelemen ts of the h uman RANKL gene tha t cond ucts 1 α， 25 (OH) D3 signaling. 

From the human genomic library， we cloned a llkb frament containing the 5¥flanking 

region of the RANKL gene and accessed its promoter activity by transient transfection 

assay. The basic promoter of human RANKL gene comprises inverted TATA-and 

CCAAT-boxes and putative Runx2 binding sites. Three putative VDRE are located at 

-1584/-1570 (VDRE1)，ω1418/同1404(VDRE2)， and司1383/-1369 (VDRE3) from the transcription 

start site. Radio-labeled double stranded oligonucleotides corresponding to the three putative 

VDREs were generated， mixed with nuclear extract from 1α ， 25 (OH)2D3-treated SaOS2 

cells， and subjected to gel motility shift assay. Specific binding of the VDR and RXR 

heterodimers to VDRE1 was observed as sup目、shiftedbands by antiべlDRand -RXRα 

antibodies. The presence of the functional VDRE was assessed by transient transfection 

studies. Promoter明luciferaseconstructs with (PGL3-1781) and without (PGL3-1035) VDRE1 

W目、etransfected into SaOS2 cells. The treatment increased RANKL promoter activity tωo 160% 

i山nPGL3払匂-1げ78剖1，which was almost nullified in PGL3-1 

VDR日1s幻itωeof the PGL3与噂開叩-1781construct also nullified the inductive effect of 1 α ， 25 (OH)2 

D on the 

RANKL promoter. These data indicate that the human RANKL gene promoter shares 

striking structural similarities with the mouse promoter， and that 1α ， 25 (OH) D3 

transactivates human RANKL gene through cis削actingVDRE located atω1584/ω1570‘ 

(96 ) 


