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要旨:	  Receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) は多彩な機能をもつサイトカイン

であり破骨細胞分化や免疫組織形成などに必須である。RANKL は膜結合型と可溶型

の二つの形態をとることが知られている。私は可溶型RANKLを選択的に欠損させた

マウス (Tnfsf11ΔS/ΔS) を解析し可溶型 RANKL の生理的及び病理的意義を検証した。

Tnfsf11ΔS/ΔSマウスの骨量や免疫組織の形成は正常であったため生理的状況下では膜結

合型RANKLが主要な機能を果たすことが示された。一方でメラノーマおよび乳がん

の骨転移モデルでは野生型マウスに比べ Tnfsf11ΔS/ΔSマウスでは骨転移が抑制されてい

た。これらの知見から可溶型RANKLを抑制することで、生理的機能の障害を最小限

にしつつ骨転移を抑制できる可能性が示された。 
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第一章	 序文 

1-1. 全身の器官から見た骨の特殊性 

骨は硬組織としての強度を生かして身体を支持・保護し、運動器として機能する。骨

の構造に一見変化が無い様に見えても、実際は破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞によ

る骨形成の盛んな代謝の平衡状態にあり、骨の本質は極めて動的なものである 1。ま

た骨基質はカルシウムの巨大な貯蔵庫でもあるため、この骨代謝の増減は生体内での

カルシウム濃度の恒常性維持に大きく寄与している 1。さらに骨の内腔を占める骨髄

は生後の主な造血器官であり、胸腺とともに一次リンパ組織として知られる免疫系の

中枢である 1。このように骨は他の器官と比して多様な機能の場となる特殊な臓器で

あると言える。 

 

1-2. 骨を構成する細胞 

成体になった後も骨組織は生涯を通じて新しく生まれ変わり、この過程は骨のリモデ

リングと呼ばれる。骨のリモデリングは骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞とのバランスに

よって維持されており、このバランスが崩れると骨量が減少し骨の強度が低下する骨

粗鬆症や、逆に骨量が増加し骨髄腔が消失する大理石骨病を呈するようになる 1。骨

吸収は、単球/マクロファージ前駆細胞由来である破骨細胞が主に担う。骨表面に接着
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した破骨細胞はカテプシン K やマトリックスメタロプロテアーゼなどの基質分解酵素と酸を

放出して骨基質を分解する 1。骨形成を担う骨芽細胞は間葉系幹細胞由来である。骨芽細

胞は I型コラーゲンなどの骨基質タンパク質からなる類骨を形成する。さらにアルカリフォス

フォターゼと基質小胞を分泌することで類骨を石灰化させ骨を形成する 1。骨芽細胞の最終

分化形態が骨基質中に埋もれた骨細胞である。細胞突起を介したギャップ結合によって骨

細胞同士は連結している。骨基質内に張りめぐらされた細胞突起のネットワークにより、骨

細胞はメカニカルストレスを感知する細胞として骨代謝調節に関与していると考えられてい

る 1。また妊娠・授乳期では骨細胞性骨溶解が促進することで、カルシウム恒常性の維持に

貢献することが報告されている 2。 

 

1-3. 骨免疫学の概念 

骨の多彩な機能は古くより研究対象となっていたが、骨代謝制御や造血などの一機能

に注目した別個の分野として進展してきた経緯がある。しかし近年では免疫学的な見

地で骨代謝を理解することや、逆に骨代謝の視点から造血における骨髄微小環境を理

解することなど、骨と免疫系の関係性を軸に生命現象を解明することが重視されるよ

うになった 1。古くから免疫系と骨の密接な関係については関心が持たれており、ヒ

トの末梢血白血球培養上清や骨髄腫細胞培養上清によって破骨細胞が活性化すること
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が 1970年代に報告されている 3,4。また関節リウマチ患者の炎症滑膜組織において免疫

反応を制御する様々な炎症性サイトカインの発現上昇を認めることが臨床分野でも注

目されていた 5。2000年に Takayanagiらは破骨細胞分化とインターフェロンの作用の

関係を国際誌に報告し、その論文に対する論説記事にて免疫系による骨代謝制御に焦

点を当てた骨免疫学という概念が初めて提唱された 6。この概念は速やかに受け入れ

られ、免疫系に関わるサイトカインの多くが骨代謝細胞にも作用すること、骨代謝に

重要な制御因子が免疫組織の制御にも関わることが判明し、骨と免疫系の相互作用が

理解されるようになった。 

 

1-4. 破骨細胞分化因子RANKL同定の経緯 

1988 年に Takahashi らが確立した破骨細胞前駆細胞と骨芽細胞様細胞の共存培養による

破骨細胞分化誘導には細胞間の接触が必要であった 7。そのため破骨細胞分化因子

osteoclast differentiation factor (ODF) が膜結合型タンパク質として存在するという仮説が立

てられ、多くの研究者が同定を試みた。1997 年に雪印乳業からは osteoclastgenesis 

inhibitory factor (OCIF) として、アムジェン社からは osteoprotegerin (OPG) として破骨細胞

形成抑制因子が同時期に同定され、その後、両者が同一タンパク質であることが示された

8–10。雪印乳業のグループは、このOPGがODFからODF受容体へのシグナルを抑制する
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と仮説を立てて検証をしていった。共存培養系における破骨細胞分化を OPG が抑制する

こと、OPG は骨吸収因子で刺激した骨芽細胞に結合するが、無刺激の骨芽細胞には結合

しないことを確認した上で発現クローニングを行った。その結果、OPG 結合タンパク質は、

分子量 4万の TNFファミリーに属する新規膜結合型タンパク質であり、破骨細胞分化誘導

能を持つことが判明した 11。これらの結果から、このOPG結合タンパク質は長年探求されて

いた ODF であることが証明された。この OPG 結合タンパク質は TNF-related 

activation-induced cytokine (TRANCE) またはReceptor activator of NF-κB ligand (RANKL) 

として T細胞に発現する樹状細胞調節因子として報告されていた 12,13。その後アムジェン社

もわずかに遅れてOPG ligand (OPGL) として報告した 14。一時期名称の混乱があったが、

現在ではODFの名称はRANKLに統一されている。RANKLの同定後、破骨細胞分化シ

グナルが精力的に研究され、その全容が次第に明らかにされていった。 

 

1-5. RANKLによる破骨細胞分化誘導 

破骨細胞前駆細胞はRANKLの受容体であるReceptor activator of NF-κB (RANK) を発

現しており、骨芽細胞や骨細胞などの間葉系細胞が供給する RANKLの刺激を受けること

で、分化が誘導される。一方、osteoprotegerin (OPG) はRANKLのデコイ受容体として働き、

破骨細胞分化を強力に抑制する。RANKLが RANKに結合すると、破骨細胞前駆細胞内
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でMAPK経路、NF-κB経路やカルシウムシグナルが活性化し、転写因子 nuclear factor of 

activated T cells (NFAT) c1が発現誘導され活性化する。NFATc1は破骨細胞分化や細胞融

合、骨吸収能に必須の遺伝子群の発現を誘導する破骨細胞分化のマスター転写因子とし

て機能する。RANKLだけでなく転写因子NFATc1やRANKLシグナル下流の一連の制御

因子も免疫細胞の重要な制御因子であり、破骨細胞分化に関わる多くの制御因子が免疫

系と共有されていることが知られている。 

RANKL 欠損マウスは破骨細胞が完全に消失するため重篤な大理石骨病と歯牙

萌出不全を呈する 15 (図1)。OPGを欠損したマウスは破骨細胞数が増加し骨吸収が増大す

るため重篤な骨粗鬆症を呈する 16。ヒトにおいては RANK (TNFRSF11A) と RANKL 

(TNFSF11) の機能喪失型変異は常染色体劣性大理石骨病を, OPG (TNFRSF11B)の機能

喪失型変異は若年性パジェット病を呈することが知られている 1。一方で家族性広汎

性骨溶解症患者には RANK (TNFRSF11A) の機能獲得型変異が見出されることが報告

されている 17。 

 

1-6. RANKLの多彩な生理的機能 

RANKL欠損マウスでは骨以外にも免疫組織や乳腺に異常を認める 15,18 (図 1)。このことか

ら推測されるように、RANKLは多彩な生理的機能を発揮することが判明している。 
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図 1	 RANKL欠損マウスにおける 骨・免疫組織・乳腺の異常 
RANKL 欠損マウスは成長障害を伴う重度の大理石骨病と歯の萌出不全を呈する．大
理石骨病は骨髄が形成されないため造血障害を伴う。加えて全身のリンパ節の形成不

全、胸腺髄質上皮細胞分化障害と腸管免疫組織のM細胞の分化障害をきたす。また妊
娠期の乳腺発達が障害されることも特徴である。 
  

リンパ節

形成不全

乳腺発達障害

胸腺髄質上皮細胞分化障害

M細胞分化障害

大理石骨病

図 2　RANKL 欠損マウスにおける 骨・免疫組織の異常

歯の萌出不全

図 2

RANKL 欠損マウスは成長障害を伴う重度の大理石骨病と歯の萌出不全を呈する．加えて全身

のリンパ節の形成不全，胸腺髄質上皮細胞と腸管免疫組織の M 細胞の分化障害をきたす．

胸腺髄質上皮細胞は自己反応性 T 細胞の除去に関わる。M細胞は腸管内腔の細菌などの抗原を取り込み

マクロファージや樹状細胞に抗原情報を伝える．
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1-6-1. RANKLによる胸腺の形成 

RANKLは胸腺におけるT細胞の自己寛容の確立にも必須である。胸腺はT細胞分

化に特化した一次リンパ組織であるが、その微小環境は胸腺髄質上皮細胞と胸腺皮

質上皮細胞の 2種類の胸腺ストローマ細胞によって構成される 1。胸腺では適切な

抗原受容体を発現するT細胞のみが末梢で機能するように、正の選択と負の選択が

行われる 1。胸腺皮質上皮細胞で発現する自己抗原/主要組織適合遺伝子 (Major 

Histocompatibility complex: MHC) 分子複合体に対して、適度に反応する抗原受容体

を持ったCD4+CD8+細胞 (double positive) のみが生存する過程が正の選択である 1。

生存したCD4+CD8+細胞はCD4+またはCD8+の single positive (SP) 細胞に分化する。

この SP細胞は胸腺髄質で負の選択を受け、自己抗原/MHC分子複合体と強く反応

する場合はアポトーシスにより死滅する 1。胸腺髄質上皮細胞で全身の末梢組織の

抗原を発現するために必要な調節因子が転写因子Aireと Fezf2である 19,20。胸腺髄

質上皮細胞にはRANKが高発現しており、RANKL及びRANK欠損マウスではAire

陽性の胸腺髄質上皮細胞が著しく減少することから胸腺髄質上皮細胞の成熟には

RANKLの刺激が必要と考えられている 21。胎児期ではLTi細胞やγδΤ細胞が、生後

はCD4SP細胞及びCD8SP細胞やNKT細胞が主なRANKLの供給源であると報告

されている 21–25。 
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1-6-2. RANKLによるリンパ節形成 

RANKLまたはRANK欠損マウスでは全身のリンパ節が形成されない。リンパ節の形成

には自然リンパ球に分類される LTi細胞 (Lymphoid tissue inducer cells) と、リンパ節原

基に存在する LTo細胞 (Lymphoid tissue organizer cells) の相互作用が重要とされてき

た。LTi 細胞は Lymphotoxin α1β2 を発現しており、LTo 細胞に発現している

Lymphotoxin β 受容体と結合することで、ケモカインCXCL13や接着分子の発現を誘導

する。この LTo細胞の活性化によってさらに LTi細胞が LTo細胞に誘引されて、リンパ

節形成が促進する 1。胎生期の LTi細胞と LTo細胞はいずれもRANKL及びRANKを

発現している 26,27。RANKL刺激が LTi細胞の Lymphotoxin α1β2の発現を誘導すること

が判明している。しかしRANKL欠損マウスにLymphotoxin β 受容体agonistを投与して

もリンパ節形成は回復しないことが報告されているため、Lymphotoxin α1β2発現以外に

もRANKLの必要性があることが示唆される。28。近年の報告ではリンパ管内皮細胞に発

現している RANK の重要性も指摘されており、リンパ節形成の複雑なメカニズムが解明

されつつある 29。 
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1-6-3. RANKLとB細胞分化 

RANKL欠損マウスではB細胞の分化異常を認める 15。ところがその後、RANKを

B細胞特異的に欠損したマウスでは骨髄でのB細胞分化は正常に行われ、末梢にお

ける抗体産生やクラススイッチにも異常がないことが分かった 30。したがって

RANKL欠損マウスでのB細胞分化異常は大理石骨病による骨髄環境変化の影響が

大きいと考えられる。一方でRANKLをB細胞特異的に欠損したマウスでは pre B

細胞の減少を認めることから、B細胞上に発現しているRANKLが少なくとも部分

的にはB細胞分化に寄与することが報告されているが詳しい機序は不明である 31。 

 

1-6-4. RANKLによるM細胞分化 

パイエル板などの腸管免疫組織は腸管内腔に存在する無数の抗原を直接的に取り込

むことで免疫応答を発動している。腸管免疫組織を被覆する上皮細胞は濾胞上皮細胞

と呼ばれ、この中に腸管内腔の抗原を取り込む M 細胞が存在する。RANKL または

RANK欠損マウスにおいてはM細胞が消失する 32。一方でリコンビナントRANKLを野

生型マウスに投与すると小腸全体に M細胞が分化する。腸管上皮細胞は RANK を発

現しており、その一部が RANKLの刺激でM細胞に分化することが考えられている 32。

近年、濾胞上皮直下の RANKL を発現している間葉系細胞が M 細胞分化を誘導する
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特殊な細胞 (M cell inducer cells) であることが報告されている 33。 

1-6-5. RANKLによる妊娠期の乳腺の発達 

RANKL 及び RANK 欠損マウスでは成長期における乳腺の発生や成熟には変化が

認められないが、妊娠期の乳腺上皮の発達が障害される。その結果、母乳産生器官

である乳腺葉構造が形成されないことが報告されている 34。従って RANKL 及び

RANK欠損マウスでは授乳ができず仔マウスの育成が出来ない。プロゲステロンは

妊娠期に分泌が増える。これは乳腺上皮細胞上のプロゲステロン受容体を介して

RANKLの発現を増加させる。さらに乳腺上皮細胞に発現したRANKLはオートク

ラインまたはパラクライン経路を介して RANK に結合し乳腺細胞の増殖を誘導す

ることが知られている 35,36。 

 

1-7. RANKLの病理的意義 

前述のようにRANKLは多様な生理的機能を有するため、その異常な活性化や制御の

破綻は様々な疾患の病態に関わることが報告されている。 

1-7-1. RANKLと閉経後骨粗鬆症 

閉経後の女性は急激な骨量低下を認め骨折のリスクが増える。このことはエストロ

ゲンは女性の生殖器官の調整だけでなく骨の恒常性維持にも重要であることを示
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している。破骨細胞、骨芽細胞、骨細胞はエストロゲン受容体を発現しておりエス

トロゲン低下が直接的に骨代謝に影響する機序が報告されている。破骨細胞におい

てはエストロゲンはアポトーシスを促進することが知られている 37。骨芽細胞、骨

細胞におけるエストロゲンの作用は複雑である。骨芽細胞前駆細胞に発現している

エストロゲン受容体を欠損させるとエストロゲン減少に伴う骨量の減少が抑えら

れるという報告があるが、否定する報告もある 38–41。また骨細胞特異的にエストロ

ゲン受容体を欠損させたマウスでは骨量の減少が抑制されるという報告があるが、

再現性に疑問がある 42,43。このように骨芽細胞、骨細胞におけるエストロゲンの直

接作用については一致した見解は得られていない。一方でRANKLを介した機序と

しては、卵巣摘出による閉経後骨粗鬆症マウスモデルにおいてはエストロゲン受容

体を発現しているB細胞や骨芽細胞がRANKLの供給源となり、破骨細胞の活性化

を促進することが報告されている 44,45。 

1-7-2. RANKLとがん転移 

1-7-2-1. RANKLとがん骨転移 

骨は高頻度にがんの転移先となる組織であり、骨転移はがん患者の生命予後、

生活の質いずれにも悪影響を与える 46。進行がんの場合、乳がん患者の65-75%, 

前立腺がんのの 65-75%、甲状腺がんの 60%、肺がんの 30-40%、腎細胞がん
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の 20-25%、メラノーマの 14-45%が骨転移を伴うと報告されている 46。骨はイ

ンスリン様増殖因子 (IGF-1) やトランスフォーミング増殖因子β  (TGF-β)  な

どの増殖因子を最も豊富に含む組織である。これらの増殖因子はがん細胞の

増殖・生存を促進する。したがって骨はがん細胞にとって極めて増殖に有利

な環境と言える。 

 がん細胞は IL-6、IL-8、IL-11などのサイトカインや副甲状腺ホルモ

ン関連タンパク質を産生し骨芽細胞の RANKL 発現を高める。RANKL は破

骨細胞分化を促進し、骨吸収が増進する。骨吸収は増殖因子の放出を促し、

さらなるがん細胞の増殖を誘導する。このようにがん細胞の増殖と破骨細胞

による骨吸収によって vicious cycle と呼ばれる悪循環を呈することが知られ

ている 47。 

 また一方で RANKL による破骨細胞の活性化を伴わない、がん骨転

移モデルがメラノーマ細胞 (B16F10) や乳がん細胞 (MDA-MB-231、MCF-7、

BT-474) を用いて示されている 48–51。これらのがん細胞は細胞表面に RANK

を発現しており、リコンビナントRANKLに正の走化性を示すことが in vitro

の腫瘍細胞遊走実験で示されている。B16F10細胞は左心室内注入することで

高頻度に長管骨や脊椎に転移を認めるが、乳がんや前立腺がんと異なり破骨
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細胞の活性化や骨吸収像を示さないという特徴がある。B16F10細胞を移入し

たマウスにOPGを投与すると骨転移が抑制されることが示されている。 

1-7-2-2. RANKLと乳がんの肺転移 

肺は骨と並び最も高頻度に乳がんが転移する臓器である 52。乳がんが肺に転

移する機序に RANKLが関わっていることが動物実験モデルで示されている

53。がん関連線維芽細胞がケモカインCCL5を産生すると制御性T細胞が乳が

ん組織に浸潤する。制御性T細胞に発現しているRANKLが乳がん細胞のリ

ン酸化酵素 IKKαの活性化と細胞接着に関与するMaspinの発現抑制を誘導し、

その結果転移を促進することが示されている。 

1-8. RANKLは膜結合型と可溶型の二つの機能的な形態をとる 

RANKL は膜結合型タンパク質として細胞表面上に発現した後、MMP14、ADAM10、

TACE などのタンパク分解酵素によって細胞外ドメインが切断されることで、可溶型

タンパク質として分泌される 54–56 (図 2a)。膜結合型RANKL、可溶型RANKLはいずれ

も 3量体を形成し、RANKと結合する。その結果、RANK3量体の形成を誘導しシグ

ナル伝達因子を動員することが知られている。一方で膜結合型と可溶型が生体でどの

ような役割の違いがあるかは不明である 11,15,57,58。破骨細胞前駆細胞と骨芽細胞とを共

存培養することで破骨細胞分化を誘導することができる。ところが、前駆細胞と骨芽
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細胞をmembrane filterで区分けして培養すると破骨細胞分化は誘導されない 59。一部

にだけ骨芽細胞を敷いたプレートで破骨細胞前駆細胞を培養すると骨芽細胞層でのみ

破骨細胞分化が誘導される 60。また破骨細胞前駆細胞にリコンビナント RANKLを加

えると破骨細胞分化を誘導することができるが、膜結合型RANKLを模してリコンビ

ナントRANKLをオリゴマー化することでより強く破骨細胞分化を誘導することがで

きる 55,61。このように in vitroの系では膜結合型RANKLの方が破骨細胞誘導能が高い

ことが示唆される報告を認める (図 2b, c)。一方でRANKLの細胞外ドメインを切断す

るMMP14を欠損したマウスでは破骨細胞数が増加し骨量が低下する。このことは膜

結合型から可溶型への転換は破骨細胞分化誘導を低下させることを示しており、間接

的ではあるが膜結合型の優位性が示唆される 56。しかしMMP14は RANKLを発現し

ている骨芽細胞や骨細胞以外にも、破骨細胞、間葉系幹細胞、上皮細胞、内皮細胞、

ミエロイド系細胞、脂肪細胞、神経細胞などの多くの細胞でも発現しており生体内で

のコラゲナーゼとして重要な役割を果たしている 62。実際にMMP14欠損マウスでは

骨格系の異常だけではなく、軟部組織の線維化、血管新生異常、顎下腺発達や肺形成

の異常を引き起こす 62。したがって、MMP14欠損マウスの解析では骨代謝以外の要因

も影響するため、可溶型RANKLの機能を完全に把握することはできない。 

 細胞特異的 RANKL 欠損マウスを使用して解析すると時期によって主な
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RANKLの供給源が変化することが判明した。軟骨細胞・骨芽細胞特異的 RANKL欠

損マウスでは生後、大理石骨病を呈する。骨細胞特異的RANKL欠損マウスでは 5週

齢の時点では骨量や破骨細胞数に変化を認めないが、加齢に伴って破骨細胞数の低下

と骨量の増加を認めるようになる。このことは成体になってからの骨リモデリングに

は骨芽細胞や軟骨細胞よりも骨細胞がRANKLの供給源となっていることが示されて

おり、骨基質内に埋没している骨細胞と骨表面付近を漂う破骨細胞前駆細胞の位置関

係を考慮すると可溶型RANKLが骨リモデリングに寄与している可能性が示唆される

63,64 (図 3)。 
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図2	 in vitroの実験系では膜結合型RANKLが可溶型RANKLに比べて優位な働きを
するという結果が得られている 
(a) RANKL は膜結合型 タンパク質として産生され細胞表面に発現した後に、メタロ
プロテアーゼによって細胞外ドメインが切断され可溶型タンパク質として分泌される
54–56。 
(b) 破骨細胞前駆細胞と骨芽細胞とを共存培養すると破骨細胞分化が誘導される。と
ころが前駆細胞と骨芽細胞間をmembrane filterで区分けすると破骨細胞分化は誘導さ
れない。この結果は破骨細胞分化には細胞間接着が必須であることを示すものである

59。 (c) 可溶型RANKLを投与すると破骨細胞分化を in vitro系で破骨細胞分化を誘導
することができる。膜結合型RANKLを模して可溶型RANKLをオリゴマー化すると
破骨細胞分化誘導能が増強する 55,61。 
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図 3	 成体での骨リモデリングでは骨基質に埋没している骨細胞がRANKLの主要な
供給源であり可溶型RANKLの関与が示唆される 
胎児期には骨芽細胞や軟骨細胞がRANKLの供給源であるのに対して、成体での骨リ
モデリングでは骨細胞がRANKLの主要な供給源であることを示している。骨細胞は
骨基質に埋没しているという構造的な特徴から、可溶型RANKLが破骨細胞前駆細胞
に結合している可能性がある 63,64。  
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1-9. 可溶型RANKLと病態との関連性 

RANKLと関連する疾患のいくつかでヒトの血清中可溶型 RANKL濃度との相関が報

告されている。女性の閉経後の骨密度の低下と血清中の可溶型RANKL濃度の上昇と

の相関の報告がある 44,65,66。また卵巣摘出による閉経後骨粗鬆症動物モデルでも同様に

血液中の RANKL濃度の上昇を認めることが知られている 67。関節リウマチの関節予

後と血清中の可溶型RANKL濃度の上昇が相関することが報告されている 68,69。前述の

ようにがんの骨転移とRANKLの関係性は指摘されているが、乳がん、肺がん、前立

腺がん、腎がんといった固形腫瘍の骨転移および多発性骨髄腫と血清中の可溶型

RANKL濃度とは相関しないと報告されている 70,71。一方で早期前立腺がん患者の術前

の血清可溶型RANKL濃度上昇と術後の再発が相関するという報告がある 72。 

RANKL 測定のサンプルとして血清を使用している理由として血液の採取が

比較的容易であるためであることが多く、必ずしも血液中の可溶型RANKL濃度が局

所の病変部における可溶型RANKLの産生を反映しているとは限らない。また血清中

の可溶型RANKL濃度と病態とに相関関係が認められたとしても、可溶型RANKLが

病態の原因であるという因果関係の説明には結びつかない。そのため未だに可溶型

RANKLの病理的意義の解明はなされていない。 
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1-10. 抗RANKL療法 

現在、臨床では抗RANKL療法としてヒト型抗RANKLモノクローナル抗体製剤であ

るデノスマブ (商品名 プラリア®、ランマーク®)が使用できる。適応はプラリア®は骨

粗鬆症（2013年承認）、関節リウマチに伴う骨びらんの進行抑制 (2017年承認)、ラン

マーク®は多発性骨髄腫による骨病変及び固形癌骨転移による骨病変 (2012 年承認)、

骨巨細胞腫 (2014年承認) である。 

 ビスホスホネート製剤投与中の骨粗鬆症患者に対するデノスマブの効果を検

証した STAND試験によって、ビスホスホネート製剤治療を行った後、デノスマブに

変更した群の方がビスホスホネートを終始継続していた群よりも骨吸収抑制と骨密度

増強効果が高いことが判明している 73。乳がんと前立腺がんにおいてはデノスマブは

ビスホスホネート製剤 (ゾレドロン酸) よりも骨関連事象の予防効果が高いことが示

されている 74,75。一方で乳がんと前立腺がんを除く固形がんと多発性骨髄腫においては

デノスマブとビスホスホネート製剤 (ゾレドロン酸) の骨関連事象の予防効果は同程

度であることが示されている 76。 

1-10-1. デノスマブと免疫チェックポイント阻害剤の併用療法 

進行した病期のメラノーマ患者に対してデノスマブと免疫チェックポイント阻害

剤の併用が奏功したという複数の症例報告がある 77–79。多数の施設のデータベース
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を使用した後ろ向き観察研究では進行期のメラノーマ患者と転移巣を持つ非小細

胞肺がんの患者ではデノスマブと免疫チェックポイントの併用療法によって生存

期間が延長することが示された 80。また動物実験では抗RANKL抗体と免疫チェッ

クポイント阻害剤を併用することで乳がん、前立腺がん、メラノーマの肺転移や皮

下移植腫瘍が抑制されることが示されている 81,82。抗 PD-1抗体、抗 PD-L1抗体、

抗CTLA-4抗体といった免疫チェックポイント阻害剤によるがん治療は効果のある

患者が限定的であるという課題がある 83。治療効果のある患者を増やし、効果を最

大化するために免疫チェックポイント阻害剤の効果を上げる併用療法が探求され

ている。抗RANKL療法と免疫チェックポイント阻害剤の併用による抗腫瘍効果が

期待される。 

1-10-2. 低分子RANKL阻害剤 

最近、低分子RANKL阻害剤の経口投与によるがん骨転移抑制を検証した報告があ

る 84。MDA-MB-231乳がん細胞の骨転移モデルでは低分子RANKL阻害剤の経口投

与によって骨転移と骨溶解の抑制を認めた。一方で骨溶解を伴わないB16F10メラ

ノーマ細胞の骨転移モデルにおいても低分子 RANKL 阻害剤の経口投与によって

骨転移の抑制が認められた。骨転移におけるデノスマブに対する代替アプローチと

しても、低分子RANKL阻害剤の臨床への導入が望まれる。 
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1-11. 研究目的 

RANKL は骨、免疫、乳腺といった生存・繁殖に不可欠な組織や器官に必須のサイト

カインである。一方で炎症性骨破壊やがん骨転移を促進するなど病理的な意義も大き

いことが分かっている。私は今回、可溶型RANKL欠損マウスの解析を行なうことで

可溶型 RANKLの生理的機能と病理的意義について検証し、RANKLが関連する疾患

へのより有効な治療法開発の糸口となることを目的として研究を行った。 
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第二章	 方法 

2-1. 実験試薬/器具 

特に記載の無い場合は、試薬についてはナカライテスク社、和光純薬社の特級試薬を、

プレート、チューブ、シャーレ類はBD社の製品を使用した。 

 

2-2. 実験動物 

実験に用いた全てのマウスはSPF環境下にて飼育し、実験は「東京大学動物実験実施

規則」と「東京大学動物実験実施マニュアル」に従って行なった。C57BL6J野生型マ

ウスは日本クレアより購入した。 

可溶型RANKL欠損マウスは当研究室で樹立したTnfsf11ΔS/ΔS マウスを使用し

た 85。Tnfsf11ΔS/ΔS マウスは既報で同定されたすべてのRANKLの酵素切断部位を含む

細胞外ドメイン (VGPQRFSGAPAMMEG) を CRISPR/CAS9法によって欠失させたマ

ウスである 33,54–56 (図 4a, b, c)。 
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図 4	 CRISPR/Cas9法によるTnfsf11ΔS/ΔS マウス作製 

(a) Tnfsf11ΔS アレルの模式図。Tnfsf11の酵素切断部位はCRISPR/Cas9法による相同組
み替え修復によって除去される。 (b) sgRNA1と sgRNA2の target配列と 1本鎖オリゴ
ヌクレオチドの配列。(c) 野生型の RANKL (左図) と酵素切断部位が除去された
RANKLΔS (右図)の模式図。 
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2-3. マウス卵巣摘出骨粗鬆症モデル 

9週齢の雌マウスに対して麻酔下に背部の中央に約１cmほどの縦切開を入れ、切開部

より左右の背側筋膜に切開をいれ、卵巣を同定の後に結紮・切除したマウスを卵巣摘

出群、筋膜切開のみで卵巣の摘出を行なっていないマウスを sham 群とした。手術か

ら 4週間後に頸椎脱臼を行い屠殺し解析した。卵巣摘出の成否は、解析時の子宮の萎

縮を肉眼的に確認することで判別した。 

2-4. 細胞調製法 

2-4-1. リンパ節と胸腺からのリンパ球調製法 

鼠径部リンパ節または胸腺を採取し、5 ml注射シリンジの押し子部分で 100 µmメ

ッシュに擦り付け、PBSでフラッシュすることで細胞を回収した。 

2-4-2. 胸腺からのストローマ細胞調製法 

Liberase TM 0.01%、DNaseⅠ 0.01% に調整したRPMI 1640 (Invitrogen) 1 mlに胸腺

をいれ、37℃で 15 分間インキュベートした。この際、シリンジを使用し、徐々に

バラバラにした。この上清をPBS（2 mM EDTA, 2% FBS）を 3 ml入れた 15 mlチ

ューブに入れた。酵素処理と回収を計 3回繰り返し、回収した上清を 3000 rpmで 1

分間遠心し沈殿を回収した。 
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2-4-3. 骨髄からの細胞調製法 

骨髄内腔を PBSでフラッシュし骨髄液を採取した。その後、1500 rpmで 5分間遠

心し上清を全て除いた後に RBC lysis buffer (Sigma) を用いて溶血処理を行った。

PBSで希釈後、1500 rpmで 5分間遠心して細胞を回収した。 

2-4-4. 新生仔頭蓋冠からの細胞調製法 

生後 3日目までのマウス新生仔の頭蓋冠を摘出し細断後、0.1% collagenase (Wako) 

と 0.2% dispase II  (Wako) を加えたα-MEM (GIBCO)  5 mlに入れ 37℃で振盪を 10

分間行い、上清を回収した。振盪と回収を 5回繰り返し、回収液を 1500 rpmで 5

分間遠心して細胞を回収した。 

 

2-5. 細胞培養法 

2-5-1. B16F10 Red-Fluc細胞の培養法 

B16F10 Red-Fluc細胞はPerkin Elmer社より購入した。培地として 10% FCSを加え

たRPMI 1640 (Invitrogen)を使用した。インキュベーター内、37℃、5% CO2 の条件

で培養した。 

2-5-2. E0771-Luc細胞の培養法 

E0771 細胞は CH3 Biosystems 社より購入した。E0771 細胞に Luciferase 遺伝子と
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EGFP遺伝子をトランスフェクションし継代後、EGFP陽性細胞を FACS aria (BD) 

を用いてソーティングしE0771-Luc細胞とした。培地として10% FCSと1% HEPES 

(GIBCO) を加えたRPMI 1640 (Invitrogen) を使用した。インキュベーター内、37℃、

5% CO2 の条件で培養した。 

2-5-3. 共存培養による破骨細胞分化誘導 

2−4−3の方法で採取したマウス骨髄細胞と 2−4−4の方法で採取したマウス新生仔頭

蓋冠細胞を10 nM 1,25(OH)2D3 (Wako) と 1 µM PGE2 (Cayman Chemical) で刺激し7

日間培養し破骨細胞分化を誘導した。 

2-5-4. 抗CD3抗体による胸腺細胞刺激 

2−4−1の方法で採取したマウス胸腺細胞を 10 µg ml-1 
 抗CD3抗体でコーティング

された 48ウェルプレート (BioLegend, 145-2C11)  で刺激し48時間培養した。 

 

2-6. がん転移モデル 

2-6-1. がん細胞左心室注入方法 

8–10 週齢のマウスに対して麻酔下に腫瘍細胞を左心室に注入した。左心室注入の

成否は穿刺時及び注入直後にシリンジ内に動脈性の血液の逆流があることで確認

した。B16F10 Red-Fluc細胞は 5 x 105個をPBS 200 µlに懸濁して注入し、注入後 4
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日目、8日目、12日目に in vivo imagingを行い 12日目の imagingの後に屠殺し解析

した。E0771-Luc細胞は 1 x 106個をPBS 200 µlに懸濁して注入し、注入後 14日目

に屠殺し解析した。 

2-6-2. in vivo bioluminescence imagingによるがん細胞転移の観察 

B16F10 Red-Fluc細胞を左心室に注入したマウスを注入後 4日目、8日目、12日目

にNightOWL LB981 (Berthold Technologies) を用いて全身の発光を測定した。測定前

にD-Luciferin potassium salt (Promega) をPBS 200 µlに溶解し腹腔内に注入した。検

出した発光シグナルは IndiGO software (Berthold Technologies) を用いて解析した。 

2-6-3. ex vivo bioluminescence imagingによるがん細胞転移の観察 

B16F10 Red-Fluc細胞を注入したマウスは注入後 12日目に、E0771-Luc細胞を注入

したマウスは注入後 14日目にD-Luciferin potassium salt (Promega) 2.5 mgをPBS 200 

µlに溶解し腹腔内に注入した後に速やかに頚椎脱臼にて屠殺した。屠殺後速やかに、

上下肢と副腎、卵巣を摘出し冷 PBS に浸した。上下肢は肉削ぎを行い、骨が露出

するように処理した。上下肢と副腎、卵巣に 12.5 mg/ml に希釈した D-Luciferin 

potassium salt (Promega) を全体に振りかけ、ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) を

用いて発光を測定した。上下肢は長管骨を測定範囲とし、副腎、卵巣は臓器全体を

測定範囲とした。検出した発光シグナルはMultiGauge (Fuji Film) を用いて解析した。  



 36 

2-7. がん皮下移植モデル 

B16F10 Red-Fluc細胞 1 x 105 個をPBS 200 µlに懸濁し左側背部に皮下注入した。注入

後 4日目、8日目、12日目、16日目に腫瘍径をノギスを用いて測定した。 

腫瘍容積= 長径 x 短径 2 x 1/2 

の計算式で腫瘍容積を算出した。 

 

2-8. マイクロCT解析法 

マウスを屠殺後、大腿骨を摘出し 70%エタノールで浸漬固定した。固定した大腿骨を

ScanXmate-A100S Scanner (Comscantechno) を用いてCT撮像し、得られた断面像より

TRI/3D-BON software (RATOC) を用いて三次元画像を再構築し、解析パラメーターを

算出した。 

 

2-9. 組織学的解析法 

2-9-1. パラフィン切片作製法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺後、大腿骨、脛骨を摘出し、4% パラホルムアルデ

ヒド (PFA) で一晩浸漬固定した。固定した組織を脱灰液 (OSTEOSOFT, Merck 

Millipore) 中で 3週間脱灰した。脱灰した組織は全自動密閉式ティッシュプロセッ
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サー (Leica) を用いて脱水、脱脂、パラフィン浸透し、パラフィン包埋装置 (Leica) 

により包埋した。作成したブロックをミクロトーム (Leica) により厚さ 7 µmの切

片に薄切し、42℃の温水上で伸展した後、スライドガラス (松浪硝子工業) 上に回

収し、約 40℃で一晩静置し、乾燥、伸展、接着した 

2-9-2. パラフィン切片染色法  

キシレン 5分間 x 3回、100% エタノール 30秒間 x 2回、99.5% エタノール 30

秒間、95% エタノール 30 秒間、90% エタノール 30 秒間、80% エタノール 30

秒間、70% エタノール 30秒間、の順に染色前の脱パラフィン処理を行った。 

2-9-2-1. HE染色 

脱パラフィンした切片をマイヤーヘマトキシリン液 (武藤化学) に 5 分間浸

漬した後に 30分間流水で洗浄し、30秒間エオジン液 (和光) に浸漬した。そ

の後、脱パラフィンの逆の手順で透徹し、封入剤 (マルチマウント 480、松浪

硝子工業) とカバーガラス (松浪硝子工業) により封入した。各サンプル毎に、

3枚ずつ切片の腫瘍面積を測定し平均化して算出した。計測はBZ-II Analyzer 

(Keyence) を用いた. 

2-9-2-2. TRAP染色 

染色には用時調整した TRAP 染色液を用いた。切片を 3 分間洗浄後、TRAP



 38 

染色液に 1時間浸漬、染色した後、純水で洗浄した。その後、ヘマトキシリ

ンに数秒浸漬し対比染色を行った。流水中で 30分洗浄した後、脱パラフィン

の逆の手順で透徹し、封入剤 (マルチマウント 480、松浪硝子工業) とカバー

ガラス (松浪硝子工業) により封入した。TRAP陽性で 3核以上の多核巨細胞

を破骨細胞とし腫瘍/骨境界面あたりの破骨細胞数を測定した。計測は BZ-II 

Analyzer (Keyence) を用いた. 

2-9-3. 凍結切片作製法 

採取した鼠径部リンパ節と胸腺は 4% パラホルムアルデヒド溶液に一晩浸漬させ

翌日に PBS に置換した。次に 30% スクロース溶液に一晩浸漬させ翌日に OCT 

compound (Sakura Finetek) で包埋し、液体窒素で急速凍結し凍結ブロックを作成し

た。凍結ブロックは 5 µmの厚さにCryostat (Leica) を用いて薄切した。 

2-9-4. 蛍光抗体染色法 

リンパ節と胸腺は 2-7-3の手法で凍結ブロックから切片を作製し、それぞれ下記の

抗体等を用いて染色しBZ-9000 fluorescent microscope (Keyence) を使用して撮影し

た。B220 (Biolegend, RA3-6B2), CD3ε (BD Bioscience, 500A2), Armenian hamster IgG 

secondary antibody  (eBioscience, 12-4112-83), DAPI (Molecular Probes), Aire 

(eBioscience, 5H12), keratin 14 (Covance)を使用した。 
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2-10. フローサイトメトリー法 

調製した細胞に対して、解析終了まで全ての手順を 4℃にて行った。試薬の希釈や細

胞の洗浄にはFACSバッファー (4% FBS、PBS) を用い、洗浄は 2回ずつ行った。細

胞を 96ウェルプレートに 1ウェルあたり 1.0 × 106個以下の個数分取し、洗浄後、1/100

に希釈した抗CD16/32抗体 (93、BioLegend) 40 µlを添加し、10分間ブロッキングし

た。1/50に希釈した抗体溶液を 10 µl添加し、遮光状態で 30分間反応させた。二次抗

体や蛍光標識ストレプトアビジンを用いた多段階の染色を行った際には、洗浄後 1/100

に希釈した抗体溶液を 20分間反応させた。 

染色した検体からは、LSR Fortessa (BD Bioscience)を用いてデータを取得し、

FlowJoソフトウェア (TREE STAR) によって解析を行った。 

＜フローサイトメトリー法で用いた抗体等＞ 

T cell receptor-β (BioLegend H57-597), CD4 (BioLegend GK1.5), CD8α (BioLegend 

53-6.7), CD45R/B220 (BioLegend RA3-6B2), CD45 (BioLegend 30-F11), EpCAM 

(BioLegend G8.8), Ly51 (BioLegend 6C3), Aire (eBioscience  5H12), RANKL-Biotin 

(eBioscience IK22/5), UEA1 (Vector Laboratories), GST-RANKL-Biotin (オリエンタル酵母), 

GST-Biotin (オリエンタル酵母), Streptavidin (eBioscience) 
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2-11. ELISA法 

2-11-1. 可溶型RANKLのELISA法 

可溶型 RANKL は全て RANKL ELISA キット (R&D) に添付のプロトコールに則

り測定した。 

2-11-1-1. 血清の調製方法 

採血後、氷上で 30分静置し、その後 7000 rpmで 5分間遠心した上清を 2倍

に希釈して測定した。 

2-11-1-2. 骨髄液の調製方法 

大腿骨の内腔を100 µlのPBSでフラッシュし骨髄液を採取した。その後、1500 

rpmで 5分間遠心し上清を希釈せずに測定した。 

2-11-1-3. 培養上清の調製方法 

回収した培養上清を 7000 rpmで 5分間遠心し上清を希釈せずに測定した。 

2-11-1-4. 胸腺組織液の調製方法 

採取した胸腺を磨り潰し 1 mlのPBSで懸濁後 3000 rpmで 5分間遠心した。

この上清をさらに 15000 rpmで 1分間遠心し上清を希釈せずに測定した。 

2-11-2. OPGのELISA法 

Osteoprotegerin ELISA キット (R&D) に添付のプロトコールに則り血清を測定し
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た。採血後、氷上で 30分静置し、その後 7000 rpmで 5分間遠心した上清を 5倍に

希釈し測定した。 

 

2-12. 図中の画像データの表示 

図中の顕微鏡写真、マイクロCT像、in vivo imaging、ex vivo imaging、フローサイトメ

トリー法のドットプロット、ヒストグラムは複数回の実験のうち、典型的な結果を表

示した。 

 

2-13. 統計解析法 

2群間の比較にはStudentの t検定を適用した。多群間の比較に際しては、analysis of 

variance (ANOVA) 法による多重比較 (Turkey法)を行なった。解析に適用した検定法

はそれぞれの図に示す。P値が 0.05未満である場合、統計的に有意な差があると判定

した。グラフの*はP値が 0.05未満、**は 0.01未満、***は 0.005未満であることを示

し、NSはP値が 0.05以上であることを示す。統計解析を行った実験は全て n = 3以

上の個体数で行い、データは全て平均値±標準誤差で表した。  
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第三章	 結果 

3-1. Tnfsf11ΔS/ΔS マウスでは可溶型RANKLは完全に欠失している 

はじめにTnfsf11ΔS/ΔS マウスでは可溶型RANKLが完全に欠失しているかを検証した。

Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの血清中・骨髄液中の可溶型 RANKLを ELISA法で測定したとこ

ろ、いずれも検出感度未満であった (図 5a)。同胞コントロールマウス (Tnfsf11+/+ マウ

ス)ではいずれも検出された (図 5a)。またTnfsf11ΔS/ΔS マウスの新生仔頭蓋冠由来細胞

の培養上清 (VitD3+PGE2+TNF-α刺激後) でも同様に可溶型RANKLは検出されなかっ

た (図 5b)。Tnfsf11ΔS/ΔS マウス新生仔頭蓋冠由来細胞 (VitD3+PGE2+TNF-α刺激後) の

膜結合型RANKLはTnfsf11+/+ マウスと変わらず発現していた （図5c）。一方でRANKL

シグナルを阻害するOPGの血清中の濃度はTnfsf11ΔS/ΔS マウスとTnfsf11+/+ マウスとの

間に差は認めなかった (図 5a)。またTnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスから採取し

た新生仔頭蓋冠細胞を、野生型マウスの骨髄から採取した破骨細胞前駆細胞と共培養

し破骨細胞の分化を誘導したところ、Tnfsf11+/+ マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの差は認

めなかった (図 5d, e)。これらの実験結果からTnfsf11ΔS/ΔS マウスは可溶型RANKLを

完全欠損し、膜結合型RANKLの発現やOPGの産生は Tnfsf11+/+ マウスと差がないこ

とが示された。 
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図 5	 可溶型RANKL、膜結合型RANKL、破骨細胞分化誘導能の解析 
(a) 6週齢マウスの可溶型 RANKLと OPGの血清中濃度と骨髄液中の可溶型 RANKL
の濃度の測定 (Tnfsf11+/+, n = 9; Tnfsf11ΔS/ΔS; n = 6)。(b) 刺激後マウス新生仔頭蓋冠細胞
培養上清の可溶型RANKLの測定 (Tnfsf11+/+, n = 4; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 5)。1,25(OH)2D3、

PGE2 、TNF-αによる刺激を行った後2日目に回収した上清を使用した。 (c) 刺激後マ
ウス新生仔頭蓋冠細胞のフローサイトメトリー法によるRANKL発現の解析(Tnfsf11+/+, 
n = 5; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)。1,25(OH)2D3、PGE2 、TNF-αによる刺激を行った後2日目に回

収した細胞を使用した。 (d-e) Tnfsf11+/+ マウスまたはTnfsf11ΔS/ΔS マウス由来の新生仔
頭蓋冠細胞と野生型マウス骨髄由来の破骨細胞前駆細胞を使用した破骨細胞分化誘導

実験。 (d) TRAP染色による成熟破骨細胞の検出。スケールバー 200 µm。 (e) 成熟し
た破骨細胞数の比較 (Tnfsf11+/+, n = 4; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 3)。Studentの t検定を適用。NS
はP値が 0.05以上であることを示す。NDは検出感度未満であることを示す。  
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3-2. Tnfsf11ΔS/ΔS マウスは大理石骨病を呈さない 

Tnfsf11ΔS/ΔS マウスを解析するにあたって、まず骨の表現形を解析した。Tnfsf11ΔS/ΔS マ

ウスは正常な歯牙の萌出と成長を認めた (図 6a, b, c)。6週齢でのマイクロCTによる

大腿骨の解析では Tnfsf11ΔS/ΔS マウスは Tnfsf11+/+ マウスと比較して海綿骨、皮質骨共

に骨量の増加を認めず、オスでは骨梁のわずかな減少を認めた (図 7a, b)。脛骨の組織

学的な評価では破骨細胞面、破骨細胞数、吸収面には差を認めなかった (図 8a, b)。骨

芽細胞面、骨芽細胞数、骨石灰化面といった骨芽細胞パラメーターもTnfsf11ΔS/ΔS マウ

スと Tnfsf11+/+ マウスとの間に有意な差は認めなかった (図 8a, b)。これらのことから

可溶型RANKLは骨格の形成や骨のリモデリングには寄与していないことが示された。 
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図 6	  Tnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスの比較 
6週齢雌を使用。 (a) 体長。 (b) 歯牙萌出。 (c) 頭部マイクロCT。スケールバー 6mm。 
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図 7	 マイクロCTによるTnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスの骨量評価 
(a) 左大腿骨のマイクロCT画像。スケールバー 1000 µm。 (b) 大腿骨のマイクロCT
計測値の比較。上段： 6週齢雌マウス (Tnfsf11+/+, n = 10; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 11)。 下段： 6
週齢雄マウス (Tnfsf11+/+, n = 9; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)。Studentの t検定を適用。*はP値が
0.05未満であることを示し、NSはP値が 0.05以上であることを示す。 
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図 8	  Tnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスの組織学的評価 
(a) 6週齢雌マウスの左脛骨近位部の組織学的観察。上段： Toluidine blue染色。スケ
ールバー 500 µm。下段： TRAP染色。スケールバー 100 µm。 (b) 左脛骨近位部の
組織形態計測値の比較 (Tnfsf11+/+, n = 14; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 9)。Studentの t検定を適用。
NSはP値が 0.05以上であることを示す。 
  

NS

NS

NS

NS NS

NS

Tn
fsf
11
+/+

Tn
fsf
11
ΔS

/ΔS

Tn
fsf
11
+/+

Tn
fsf
11
ΔS

/ΔS

Tn
fsf
11
+/+

Tn
fsf
11
ΔS

/ΔS

Tn
fsf
11
+/+

Tn
fsf
11
ΔS

/ΔS

Tn
fsf
11
+/+

Tn
fsf
11
ΔS

/ΔS

Tn
fsf
11
+/+

Tn
fsf
11
ΔS

/ΔS

0

5

10

0

2

4

6

0

5

10

15

20

0

20

40

60

0

20

40

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

O
st

eo
cl

as
t s

ur
fa

ce
 

pe
r b

on
e 

su
rf

ac
e 

(%
)

O
st

eo
cl

as
t n

um
be

r 
pe

r b
on

e 
su

rfa
ce

 (m
m

-1
)

E
ro

de
d 

su
rf

ac
e 

pe
r b

on
e 

su
rf

ac
e 

(%
)

O
st

eo
bl

as
t s

ur
fa

ce
 

pe
r b

on
e 

su
rf

ac
e 

(%
)

M
in

er
al

iz
ed

 s
ur

fa
ce

 
pe

r b
on

e 
su

rf
ac

e 
(%

)

B
on

e 
fo

rm
at

io
n 

ra
te

pe
r 

bo
ne

 s
ur

fa
ce

 
(m

m
3 m

m
-2
da

y-1
)

Tnfsf11+/+ Tnfsf11ΔS/ΔS

To
lu

id
in

e 
bl

ue
TR

A
P

a b



 48 

3-3. 可溶型RANKLはリンパ節形成には必須ではない 

次に Tnfsf11ΔS/ΔS マウスにおけるリンパ節形成を評価した。Tnfsf11ΔS/ΔS マウスでは鼠

径部リンパ節 （図9a）を始め、腋窩リンパ節、頸部リンパ節、腸間膜リンパ節はTnfsf11+/+ 

マウスと変わりなく存在を確認できた。組織学的に Tnfsf11ΔS/ΔS マウスのリンパ節を

Tnfsf11+/+ マウスと比較したところ形態の異常は認めず、B細胞濾胞の構造も正常であ

った （図 9b）。フローサイトメトリーではB細胞、CD4T細胞、CD8T細胞の分画の

割合も細胞数も Tnfsf11+/+ マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスとで有意な差を認めなかった 

(図 9c, d, e)。これらの結果から可溶型RANKLはリンパ節形成には必須ではないこと

が示された。 
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図 9	  Tnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスのリンパ節形成の解析 

(a) 鼠径部リンパ節の肉眼像。 (b) 鼠径部リンパ節の蛍光顕微鏡画像。スケールバー 
200 µm。 (c–e) フローサイトメトリー法による鼠径部リンパ節内のリンパ球の解析 
(Tnfsf11+/+, n = 9; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)。 (c) T細胞、B細胞分画の解析。 (d) CD4T細胞、
CD8T細胞分画の解析。 (e) B細胞、CD4T細胞、CD8T細胞数の比較。 Studentの t
検定を適用。NSはP値が 0.05以上であることを示す。 
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3-4. 可溶型RANKLは胸腺髄質上皮細胞の分化には必須ではない 

続いて胸腺髄質上皮細胞の分化における可溶型 RANKL の関与を検討した。可溶型

RANKLはTnfsf11+/+ マウスの胸腺組織上清では検出されるが、Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの胸

腺組織上清では検出されなかった (図 10a)。Tnfsf11+/+ マウス由来のCD4 single positive

胸腺細胞の刺激後培養上清からは可溶型RANKLが検出されるが、Tnfsf11ΔS/ΔS マウス

由来の培養上清からは検出されなかった (図 10a)。この胸腺細胞の膜結合型 RANKL

をフローサイトメトリーで解析するとTnfsf11ΔS/ΔS マウスの方がわずかに発現が強く、

酵素切断が行われないことによる膜結合型RANKLの蓄積の可能性があると考えられ

た (図 10b)。胸腺細胞のフローサイトメトリーによる解析ではCD4、CD8発現の分画

に Tnfsf11ΔS/ΔS マウスと Tnfsf11+/+ マウスの差は認めなかった (図 10c)。胸腺の組織学

的な観察では Tnfsf11+/+マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスとの間にAire 陽性の胸腺髄質上皮

細胞の局在に差は認めなかった (図 10d)。さらにフローサイトメトリーによる胸腺上

皮の解析でも、Aire陽性の胸腺髄質上皮細胞の頻度、細胞数ともに Tnfsf11+/+マウスと

Tnfsf11ΔS/ΔS マウスとの間に有意差は認めなかった (図 10e, f)。これらの実験結果から、

Aire陽性の胸腺上皮髄質上皮細胞の分化には可溶型RANKLは必須ではないことが示

された。 
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図 10	  Tnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスの胸腺の解析 
4-6 週齢のマウスを解析した。(a) 上段： 胸腺組織細胞破砕液上清の可溶型 RANKL
濃度 (Tnfsf11+/+, n = 4; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 3)。下段： 抗CD3刺激胸腺細胞培養上清の可溶
型RANKL濃度 (Tnfsf11+/+, n = 5; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 5)  。	(b) 抗CD3刺激後のCD4+CD8-

胸腺細胞のフローサイトメトリー解析 (Tnfsf11+/+, n = 7; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)。	(c) フロー
サイトメトリーによる胸腺細胞の CD4、CD8 プロファイルの解析 (Tnfsf11+/+, n = 5; 
Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 5) (d) Tnfsf11+/+マウスと Tnfsf11ΔS/ΔSマウスの胸腺の組織学的評価。スケ

ールバー 50 µm。(e) フローサイトメトリーによる胸腺上皮細胞の解析 (Tnfsf11+/+, n = 
5; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 5)。(f) 胸腺中の胸腺髄質上皮細胞、胸腺皮質細胞上皮細胞、Aire陽
性胸腺髄質上皮細胞の細胞数 (Tnfsf11+/+, n = 5; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 5)。Studentの t検定を適
用。*はP値が 0.05未満であることを示し、NSはP値が 0.05以上であることを示す。
NDは検出感度未満であることを示す。  
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3-5. 可溶型RANKLの欠損は骨髄中のB細胞分化には影響しない 

可溶型RANKL欠損がB細胞分化に影響するかを確認するため、Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの

骨髄中のB細胞分化を調べた。骨髄中のPre/Pro B細胞 (B220+, IgM-)、未成熟B細胞

(B220lo, IgM+) 、成熟B細胞 (B220hi, IgM+)は、Tnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウス

の間で有意な差を認めなかった (図 11a, b)。 この結果から可溶型RANKLの欠損は骨

髄中のB細胞分化には影響しないことが示された。. 
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図 11	  Tnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスの骨髄中B細胞分化の解析 
6週齢のマウスを解析した。 (a) フローサイトメトリーによる骨髄細胞のB細胞系列
の分画 (Tnfsf11+/+, n = 9; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6) 。	(b) 骨髄中Pro/Pre B細胞、未成熟 B細胞、
成熟B細胞の細胞数 (Tnfsf11+/+, n = 9; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6) 。Studentの t検定を適用。NS
はP値が 0.05以上であることを示す。 
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3-6. 可溶型RANKLは妊娠時の乳腺発達には影響しない 

Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの妊孕性と妊娠時の乳腺発達を評価するために Tnfsf11ΔS/ΔS マウス

同士を交配したところ、妊娠、出産、出産後の授乳は正常であり、仔は問題なく成体

まで成長した。従って可溶型RANKLは妊孕性や妊娠時の乳腺発達には影響しないこ

とが判明した。 

 

3-7. 可溶型RANKLは卵巣摘出モデルによる骨量の減少には影響しない 

次に閉経後骨粗鬆症モデルである卵巣摘出マウスを用いて、破骨細胞分化の病的な活

性化における可溶型RANKLの関与を調べた。野生型マウスでは卵巣摘出によって血

清中の可溶型RANKLが上昇していた (図 12a)。Tnfsf11ΔS/ΔS マウスでは卵巣摘出術後

でも血清中の可溶型RANKLが検出されないことを確認した (図 12a)。しかし Tnfsf11

ΔS/ΔS マウスと Tnfsf11+/+ マウスでは卵巣摘出後の骨量の減少は同程度であった (図

12b, c)。従って、エストロゲンの低下による骨粗鬆症には可溶型RANKLの影響は少

ないことが分かった。 
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図 12	 卵巣摘出骨粗鬆症モデルの骨量評価 
(a) 血清中RANKL濃度 (Control wild-type, n = 8; OVX Tnfsf11+/+, n = 3; OVX Tnfsf11ΔS/ΔS, 
n = 4) 。Studentの t検定を適用。*はP値が 0.05未満であることを示す。NDは検出感
度未満であることを示す。 (b) 卵巣摘出マウスと sham 術後マウスの大腿骨マイクロ
CT像。スケールバー 2mm。 （c）卵巣摘出マウス (Tnfsf11+/+, n = 6; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)
と sham術後マウス (Tnfsf11+/+, n = 8; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)の大腿骨マイクロCT解析によ
る骨量、海綿骨計測値、皮質骨計測値の比較。analysis of variance (ANOVA) 法による
多重比較 (Turkey法) を適用。*はP値が 0.05未満、**は 0.01未満、***は 0.005未満
であることを示し、NSはP値が 0.05以上であることを示す。 
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3-8. 可溶型RANKLはがん細胞に対する走化性因子として機能し骨転移を誘導する 

乳がん、前立腺がん、肺がん、メラノーマは骨に高頻度に転移をする 47,86–88。このうち

乳がんや肺がんは溶骨性骨転移の頻度が高く、前立腺がんは造骨性骨転移の頻度が高

い。溶骨性骨転移は、腫瘍細胞によって誘導されたRANKLが破骨細胞による骨吸収

を促進し、腫瘍増大のスペースと分解された骨基質由来の増殖因子によってさらに腫

瘍の増大を促すことで進展する 47。この腫瘍増大の悪循環は vicious cycleと称される。

vicious cycleの機序とは別に可溶型 RANKLが腫瘍の遊走を直接的に誘導することが

報告されている 48。先行研究では in vitroでの可溶型RANKLの濃度勾配による腫瘍細

胞の遊走は示されているが、in vivoでの可溶型RANKLの関与を示すデータは示され

ていなかった。そこで Tnfsf11ΔS/ΔS マウスを使用して可溶型 RANKL が直接的に骨転

移を誘導するかを検証した。 

3-8-1. B16F10 Red-Flucメラノーマ細胞を使用した検証 

可溶型 RANKLの骨転移への関与の検証を行うにあたり、B16F10メラノーマ細胞

を使用することにした。B16F10細胞は既に先行研究でRANKが発現していること、

さらにリコンビナントRANKLへの走化性を示されている 48。またB16F10細胞は

骨破壊を伴なわない骨梁間型骨転移を生じるため、腫瘍細胞に対する生体での走化

性を評価することが可能である。in vivo imagingによって腫瘍転移を経時的かつ定
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量的に評価するために Luciferase遺伝子を導入したB16F10 Red-Fluc細胞を使用し

た。in vivo imagingでは腫瘍移入後 8日目のTnfsf11ΔS/ΔS マウスの骨転移部の発光が

野生型マウスと比較して明らかに減弱していた (図 13a, b)。腫瘍移入後 12日目に

屠殺し長管骨への転移を ex vivo imagingで定量的に評価し、脊椎への転移は肉眼的

に計数し定量的に評価した (図 13c, d, e, f)。その結果、長管骨、脊椎に対する骨転

移は Tnfsf11ΔS/ΔS マウスで有意に抑制されていた。この結果に一致して組織学的な

評価でも腫瘍転移はTnfsf11ΔS/ΔS マウスでは抑制されていた （図 13g, h）。マイクロ

CTによる解析ではB16F10 Red-Fluc細胞の転移部に溶骨性変化は認めなかった 48,89 

(図 14)。また野生型マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの腫瘍転移部の破骨細胞数は同程

度であった (図 15a, b)。B16F10は高頻度に副腎と卵巣に転移することが知られて

いる 48。ex vivo imagingで腫瘍容積を定量化し比較したところ副腎、卵巣ともに野

生型マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスとの間で有意差は認めなかった (図 16a, b)。可溶

型 RANKL の腫瘍細胞増殖に対する直接的な影響を検証するために、B16F10 

Red-Fluc細胞を皮下移植し腫瘍容積を経時的に計測し比較した。その結果、皮下移

植モデルでは野生型マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスの腫瘍容積には差を認めなかった 

(図 16c, d)。これらの結果から可溶型 RANKLは骨に特異的に転移を誘導し、一方

で原発腫瘍の増大や骨以外の臓器への転移に対する影響は乏しいことが示された。  



 58 

  
図 13	 Tnfsf11ΔS/ΔS マウスではB16F10 Red-Flucメラノーマ細胞の骨転移が抑制され
る。 
(a) B16F10 Red-Fluc細胞左心室投与後 4日目、8日目の in vivo imaging像。 (b) B16F10 
Red Fluc細胞左心室投与後 8日目の in vivo imaging の定量的比較 (wild-type, n = 11; 
Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 9)。 (c) B16F10 Red Fluc細胞左心室投与後 12日目の四肢長管骨の ex 
vivo imaging像。 (d) B16F10 Red Fluc細胞左心室投与後 12日目の四肢長管骨の ex vivo 
imaging の定量的比較。1 匹ごとに四肢長管骨のシグナルを合計して算出している 
(wild-type, n = 15; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 9)。 (e) B16F10 Red Fluc細胞左心室投与後 12日目の
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脊椎の肉眼像。B16F10 Red –Fluc細胞の転移部位は黒色になっており肉眼的に判別で
きる。 (f) B16F10 Red Fluc細胞左心室投与後 12日目の脊椎のB16F10 Red-Fluc細胞転
移を目視で算定して比較した (wild-type, n = 15; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 9)。 (g) B16F10 
Red-Fluc細胞左心室投与後 12日目の大腿骨のHE染色像。黄色破線内は腫瘍存在部位
を示す。 (h) B16F10 Red Fluc細胞左心室投与後 12日目の大腿骨骨髄内の腫瘍占有率
の比較 (wild-type, n = 15; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 9)。Studentの t検定を適用。*はP値が 0.05
未満、**は 0.01未満、***は 0.005未満であることを示し、NSはP値が 0.05以上であ
ることを示す。 
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図 14	 B16F10 Red-Fluc細胞骨転移部位のマイクロCT 
B16F10 Red-Fluc細胞左心室注入後 12日目の右膝関節周囲のマイクロCT像。スケー
ルバー 2mm。  
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図 15	  B16F10 Red-Fluc細胞骨転移部のTRAP染色と破骨細胞数の比較 
(a) B16F10 Red-Fluc細胞投与後 12日目の脛骨近位部のTRAP染色。上段の黄色破線内
に腫瘍が存在する。下段の黒色破線は腫瘍/骨の境界部。スケールバー 上段：1000 µm、
下段：200 µm。 (b) 腫瘍/骨の境界部に局在する破骨細胞表面積と破骨細胞数の比較 
(wild-type, n = 12; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 7)。Studentの t検定を適用。NSはP値が 0.05以上で
あることを示す。 
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図 16	 野生型マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスのB16F10 Red-Fluc細胞の副腎、卵巣への
転移と皮下投与モデル 
(a) B16F10 Red-Fluc細胞左心室投与後 12日目の副腎と卵巣の ex vivo imaging像。 (b)  
B16F10 Red-Fluc細胞左心室投与後 12日目の副腎 (wild-type, n = 15; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 9)
と卵巣 (wild-type, n = 7; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6)の ex vivo imagingの定量的比較。 (c) B16F10 
Red-Fluc細胞皮下移植後 16日目のマウス肉眼像。黄色破線内に腫瘍性隆起あり。 (d) 
B16F10 Red-Fluc細胞皮下移植後の腫瘍体積の時系列 ( wild-type, n = 10; Tnfsf11ΔS/ΔS, n 
= 9)。Studentの t検定を適用。NSはP値が 0.05以上であることを示す。 
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3-8-2. E0771-Luc 乳がん細胞を使用した検証 

B16F10 細胞による骨転移は実験モデルとして広く汎用されている一方で、ヒトに

おいては乳がんや前立腺がんに比べるとメラノーマの骨転移の頻度は低い 46。そこ

で次に乳がんの骨転移における可溶型RANKLの関与を検討するために、E0771乳

がん細胞を用いた骨転移モデルを実施した 90。腫瘍容積の定量化を容易にするため

に Luciferase遺伝子を導入した E0770-Luc細胞を作製し使用した。E0771-Luc細胞

は B16F10細胞やMDA-MB-231といった骨転移モデルとして広く用いられている

他のLuciferase遺伝子導入腫瘍細胞と発光が同程度であることを in vitroの実験で確

認した (図 17)。またB16F10 Red-Fluc細胞と同様にE0771-Luc細胞にRANKを発

現していることをフローサイトメトリーで確認した (図 18)。 

 前述のB16F10 Red-Fluc細胞と同様にE0771-Luc細胞を左心室内に注入して骨

転移を誘導した。腫瘍移入後 14日目に ex vivo imagingによって長管骨と脊椎への

転移を定量化したところ、野生型マウスと比較して Tnfsf11ΔS/ΔS マウスでは転移が

抑制されていた (図 19a, b)。長管骨での ex vivo imagingの結果と一致して組織学的

な評価でも骨転移した腫瘍はTnfsf11ΔS/ΔS マウスの方が抑制されていた (図19c, d)。

一方で副腎と卵巣においては野生型マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスに有意差を認めな

かった (図19e, f)。骨転移を認めた膝関節のマイクロCTでは野生型マウスとTnfsf11
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ΔS/ΔS マウスの両者に骨溶解像を認めた (図 20)。TRAP染色による骨転移部の破骨

細胞数の評価では、野生型マウスと Tnfsf11ΔS/ΔS マウスに同程度の破骨細胞数を認

めた (図 21a, b)。これらの結果から溶骨性変化を伴うE0771-Luc細胞転移において

も、可溶型RANKLは破骨細胞の活性化に影響は与えず、骨に特異的に転移を誘導

することが示された。 

 以上より、可溶型RANKLはRANKを発現しているがん細胞に破骨細胞活性

化を介さずに骨転移誘導に関与することが明らかとなった。 
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図 17	  Luciferase遺伝子導入がん細胞発光の比較 
がん細胞を 8 x 103個から 1 x 106個まで 5倍ごとに希釈系列を作り発光を比較した。 
 (a) B16F10 Red-Fluc 。  (b) E0771。  (c) E0771-Luc#1。 (d) E0771-Luc#2。  (e) 
MDA-MB-231 Luc。2系統のE0771-Luc細胞のうち#2の方が発光が強かったため、#2
を骨転移実験に使用した (赤枠）。 
 

  
図 18	 B16F10 Red-Fluc細胞とE0771-Luc細胞の細胞表面RANK発現 
フローサイトメトリーによる細胞表面RANKの検出。ポジティブコントロールには野
生型マウス骨髄マクロファージ (Bone Marrow Macrophage: BMM)を使用した。 
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図 19	 Tnfsf11ΔS/ΔS マウスではE0771-Luc 乳がん細胞の骨転移が抑制される 
(a) E0771-Luc細胞左心室投与後 14日目の四肢長管骨と脊椎の ex vivo imaging像。 (b) 
E0771-Luc細胞左心室投与後 14日目の四肢長管骨と脊椎の ex vivo imagingの定量的比
較。1匹ごとに四肢長管骨の発光量を合計して算出している (wild-type, n = 12; Tnfsf11
ΔS/ΔS, n = 8)。 (c) E0771-Luc細胞左心室投与後 14日目の大腿骨のHE染色像。黄色破
線内は腫瘍存在部位を示す。 (d) E0771-Luc細胞左心室投与後 14日目の大腿骨骨髄内
の腫瘍占有率の比較 (wild-type, n = 10; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 8)。 (e) E0771-Luc細胞左心室投
与後 14日目の副腎と卵巣の ex vivo imaging像。 (f) E0771-Luc細胞左心室投与後 14日
目の副腎 (wild-type, n = 12; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 8)と卵巣 (wild-type, n = 7; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 4)
の ex vivo imagingの定量的比較。Studentの t検定を適用。**は 0.01未満を示し、NS
はP値が 0.05以上であることを示す。 
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図 20	 E0771-Luc細胞の骨転移部位のマイクロCT 
E0771-Luc細胞左心室注入後 14日目の右膝関節のマイクロCT像。赤矢印は骨溶解を
認める部位。スケールバー 2 mm。  
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図 21	  E0771-Luc 細胞骨転移部のTRAP染色と破骨細胞数の比較 
(a) E0771-Luc細胞左心室注入後 14日目の脛骨近位部のTRAP染色。黄色破線内に腫
瘍が存在する。黒色破線は腫瘍/骨の境界部。スケールバー 上段： 1000 µm、下段： 
200 µm。 (b) 腫瘍/骨の境界部に局在する破骨細胞表面積と破骨細胞数の比較。
(wild-type, n = 9; Tnfsf11ΔS/ΔS, n = 6) 。Studentの t検定を適用。NSはP値が 0.05以上で
あることを示す。 
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第四章	 考察 

4-1. 可溶型RANKLの生理的意義 

可溶型RANKLの生理的意義を検証するために私は可溶型RANKLを選択的に欠失し

ている Tnfsf11ΔS/ΔS マウスを作製し解析した。Tnfsf11ΔS/ΔS マウスでは RANKL欠損マ

ウスと異なり骨量増加は呈さず、リンパ節の形成や胸腺髄質上皮細胞の分化、及び妊

娠期の乳腺の発達にも影響を与えなかった。また腸管の抗原取り込みを行なうM細胞

の分化にも影響を与えないことは既に報告されている 33。従って可溶型 RANKLは骨

や免疫系の形成や乳腺の発達には生理的な意義は乏しいという結論が得られた。エス

トロゲン低下による骨粗鬆症を呈するときはヒト、動物モデルともに血中の可溶型

RANKLが上昇することが知られている。そのため病的な骨量減少には可溶型RANKL

が関与すると考えていたが、今回行った卵巣摘出モデルでは Tnfsf11+/+マウス、Tnfsf11

ΔS/ΔS マウスの両者の間で骨量の減少に差は認めなかった。この結果から生体内で認め

る範囲での可溶型RANKL濃度の増減は、破骨細胞の活性化には寄与していない可能

性が考えられる。 

 現在のところOnline Mendelian Inheritance in Man (OMIN) に登録されている

TNFSF11の一塩基多型の報告にはRANKLの結合茎領域の変異を認める報告は認めな

い。本研究の結果から考慮すると、仮に酵素切断部位に点変異があり、可溶型RANKL



 70 

欠損があったとしても臨床症状を来さないと考えられるため、これまで報告されてい

ない可能性がある。 

 最近、Xiong らによって可溶型 RANKL 欠損マウスの骨の表現形について報

告があった 91。若年での骨量の増加を認めないこと、卵巣摘出モデルでの骨量減少に

野生型と差を認めない点は本研究と一致している。一方で 3ヶ月齢や 8ヶ月齢といっ

た加齢したマウスでは、若干ではあるが骨量の増加と破骨細胞数の減少を認めたため、

可溶型 RANKLが成体での骨リモデリングに寄与していると言及している 91。骨基質

に埋没している骨細胞が破骨細胞前駆細胞に働きかける際に可溶型RANKLを使用す

るというのは合理的ではあるが、骨量の変化はわずかであり主要な役割とは言い難い。

Xiong らが論文中で言及している通り、体格の大きな別の動物種でも検証する必要が

あるだろう。少なくともマウスにおいては可溶型RANKLの骨リモデリングに関する

役割は補助的なものと考えられる。 

 骨細胞に発現している膜結合型 RANKLが破骨細胞分化を誘導する機序とし

て、骨細胞の樹状突起の先端に発現したRANKLが破骨細胞前駆細胞のRANKと直接

的に接触して分化を促進するモデルが示されている 92。また骨芽細胞由来の exosome

にはRANKLが含まれ、破骨細胞分化誘導能を持つことが報告されており、骨細胞に

おいても同様の機序がある可能性がある 93。 
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4-2. がん骨転移における可溶型RANKLの役割 

先行研究では RANKを細胞表面に発現している B16F10細胞とMDA-MB-231ヒト乳

がん細胞の in vitroでのリコンビナント可溶型 RANKLによる走化性が示されている

48,84。しかし生体での可溶型RANKLによる骨転移の誘導の直接的な証明は本研究が初

めてである。今回、in vivoでの経時的な転移の様子や各種臓器への転移の有無の評価

を容易にするために Luciferase 遺伝子を導入したがん細胞を使用した。B16F10 

Red-Fluc細胞の in vivo imagingで示した様に野生型マウスの方がTnfsf11ΔS/ΔS マウスと

比べて早期より骨転移を認める。実際、屠殺時の腫瘍の骨転移はいずれの細胞株でも

Tnfsf11ΔS/ΔS マウスでは抑制されているという結果であった。一方で副腎や卵巣といっ

た骨以外の臓器に対する転移は野生型と Tnfsf11ΔS/ΔS マウスとでは有意差がなく

B16F10 Red-Fluc細胞の皮下移植モデルでも両者に有意差を認めなかったことから、可

溶型RANKLは骨に特異的に転移を誘導するといえる。この機序は先行研究の腫瘍細

胞遊走実験で示されているように誘導因子の濃度勾配によるものと考えられる 48,84。本

研究で検証したように大腿骨1本から採取した骨髄液をPBS 100 µlに希釈しても血清

と同程度の濃度であったことを考えると、骨髄液中のRANKLは血中のRANKLより

もはるかに濃度が高いと予想される。したがって血液と骨髄とでは腫瘍が遊走するた
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めに十分な濃度勾配があると思われる。従来より骨転移の悪循環の機序として知られ

る vicious cycle モデルは破骨細胞の活性化が不可欠である。ところが本研究では

B16F10 Red-Fluc細胞とE0771-Luc細胞、いずれも野生型マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウス

における転移腫瘍面積あたりの破骨細胞数には差を認めなかった。このことは可溶型

RANKL の有無は、がん骨転移部位の破骨細胞活性化に関与しないことを意味してい

る。以上より可溶型RANKLは破骨細胞活性化を介さずにRANK発現腫瘍細胞に対し

て走化性因子として働くという結論が得られた。 

 

4-3.	 今後の展望 

可溶型RANKLは生理的には骨、免疫系の形成や妊娠時の乳腺の発達には必須ではな

いことが判明した。さらに血清中の可溶型RANKLの増加を認める卵巣摘出モデルで

もTnfsf11+/+ マウスとTnfsf11ΔS/ΔS マウスとの間で差を認めないことから生体での破骨

細胞活性化には可溶型RANKLは重要ではないことが予想される。一方でメラノーマ

細胞と乳がん細胞という、RANKを細胞表面に発現し骨転移を示す代表的ながん細胞

株 2種類でTnfsf11ΔS/ΔS マウスは骨特異的に転移が抑制されるという結論が得られた。

現在、抗RANKL抗体デノスマブはがん骨転移における骨破壊を抑制することで骨折

の予防や腫瘍量増大の悪循環を抑制する薬剤として臨床で使用されているが、破骨細
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胞の生理的な活性化も抑制するため低Ca血症などの重篤な副作用の危険がある 94。し

かし可溶型RANKLを選択的に阻害することができればRANKLの生理的な機能を抑

制することなく、骨転移を抑制することが期待できる。 

近年、免疫チェックポイント阻害剤と抗RANKL抗体を併用すると抗腫瘍効

果が増すことが報告されている 78。Tnfsf11ΔS/ΔS マウスを用いたがんモデルに抗

RANKL抗体を使用することで、がん免疫の機序に可溶型RANKLがどの程度寄与し

ているかを検証できる。 

 今回の可溶型RANKL欠損マウスの解析は膜結合型と可溶型を分けて機能を

解析するには優れた方法であったが、可溶型RANKLの産生細胞は不明である。骨で

のRANKLの供給源の候補となる骨芽細胞、骨細胞、あるいはT細胞等の細胞ごとの

除去実験が検索の助けとなると思われる 95。具体的には骨芽細胞はBglap-Cre、骨細胞

はDmp1-Creといった細胞特異的Creマウスと pu-delta-tkマウスとを交配し標的細胞

を除去することが可能である。 

 今回、骨転移モデルを検証するにあたって、RANKを発現しているB16F10

メラノーマ細胞とE0771乳がん細胞を使用した。より厳密にRANKLによる走化性を

評価するならばRANK陰性のがん細胞による検証が必要である。過去の報告では

RANKを発現していないヒト大腸がんの細胞株を使用して、in vitroではRANKLに対
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する走化性を示さないことを示している 48。ゲノム編集技術によって、今回使用した

B16F10細胞やE0771細胞のRANKを欠損させることは可能であり、最も望ましい対

照群となる。がん転移の機序としてRANKLによる、細胞接着分子の増加 96や、腫瘍

細胞のアポトーシス抑制 53について報告されているが、本研究では十分に検証できて

おらず今後の課題である。 

 本研究においては可溶型RANKL欠損は乳腺の発達には影響がなかった。一

方で可溶型RANKLの投与によってRANKL欠損マウスの乳腺上皮が発達し乳汁分泌

が可能になることを考えると、乳腺上皮に対する影響は少なからずあると思われる 18。

近年、RANKLシグナルがヒト乳腺上皮細胞の上皮間葉転換 (epithelial-mesenchymal 

transition: EMT) を誘導し、がんの発生及び転移を促すという報告があることから、可

溶型RANKLの乳がん原発に対する影響も検証したい 97。 

 乳がんを含むがん細胞が、リンパ節に高頻度に転移することはよく知られて

いる。マウスのmRNA発現のデーターベース (BioGPS)においてはリンパ節では

RANKLの発現は顕著に高い。マウスに対してヒト乳がん細胞を用いた研究では、リ

ンパ節中の 3型自然リンパ球と間葉系細胞が相互作用をすることで可溶型RANKLの

産生を促し、リンパ節への腫瘍転移を促進することが示されている 98。したがって、
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可溶型RANKL欠損マウスを使用することで、骨だけではなくリンパ節転移の抑制も

示せる可能性がある。 

 ヒトでは可溶型のRANKL isoformが報告されている 99。マウスにおいて可溶

型RANKL isoformが存在するとしても、本研究で使用した可溶型RANKL欠損マウス

においては、血清・骨髄液・培養上清中での検出が全くなされないことを考慮すると、

生体での isoformの量は極めて少なく、影響も小さいと考えられる。ただし、ヒトで

は活性化したT細胞において可溶型RANKL isoformの発現が増すことから、マウスに

おいても炎症性モデルを実施する際は再検証が必要であると考えられる 99。 

 可溶型RANKLと疾患の関与が報告されているが、今回検討できなかったも

のとして関節リウマチモデルがあげられる。コラーゲン誘導自己免疫性関節炎モデル

を試みたがC57BL6バックグラウンドのマウスでは発症率が低く有用なデータを得る

ことが出来なかった。今後発症率の高いDBAバックグラウンドマウスを作製するこ

とで可溶型RANKLの寄与が評価できると考えられる。本研究の卵巣摘出マウスモデ

ルの結果から推測すると、可溶型RANKLの産生が 2倍程度増加しても破骨細胞の活

性化には繋がらないと思われる。しかし自己免疫性関節炎は局所の強力な炎症を導く

ため、炎症滑膜部での可溶型RANKLが血清中よりもはるかに高い濃度に上昇する可

能性もあり、検証する価値があると思われる。  
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第五章	 結論 

可溶型RANKLを欠損した遺伝子改変マウスを解析し、可溶型RANKLの生理的、病

理意義を検証した。可溶型RANKLは生体での破骨細胞分化や免疫組織の形成、妊娠

期の乳腺の発達には必須ではないことが判明した。一方で細胞表面にRANKを発現し

ているメラノーマ細胞や乳がん細胞は可溶性RANKLによる走化性を示し骨転移する

ことが判明した。本研究から可溶型RANKLを阻害することによって生理的なRANKL

の機能を阻害することなく、がん骨転移を抑制する治療法につながる可能性が示され

た。 
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