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研究成果の概要（和文）：　骨肉腫の治療成績にはこの10年間大きな向上がなく、新たな治療法の展開が求められてい
る。近年、破骨細胞分化誘導因子RANKLが腫瘍細胞に直接作用して腫瘍の増殖･転移を促進することが報告されたため、
RANKLを標的とした新規治療の妥当性･有効性に関する解析を行った。
　骨肉腫の進展におけるRANKシグナル制御効果の検討では、RANKのRANKL結合領域とヒトIgGのFc鎖からなる融合タンパ
クであるRANK-Fcがin vitroの実験系において、破骨細胞の分化･生存･骨吸収能の抑制効果を持つこと、骨肉腫細胞株
の細胞増殖、接着依存性、局所侵入能に関与していることを確認した。

研究成果の概要（英文）：There has been no significant improvement in the clinical outcome of osteosarcoma 
and novel therapeutic strategy is required. We have focused on osteoclast differentiation factor RANKL whi
ch was reported to act directly on  tumor cells and to promote proliferation and migration.
In vitro analysis, it was revealed that RANK-Fc, fusion protein consisting of the Fc chain of human IgG an
d RANK biding region of RANKL, had suppressive effect on differentiation, and survival and bone resorption
 activity of osteoclast.  It was also confirmed that RANK-Fc suppressed migration, invasion ability and an
chorage-independent ability in osteosarcoma cell lines.
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１．研究開始当初の背景 
 骨肉腫は骨原発悪性腫瘍の中で最も発生

頻度の高い悪性腫瘍である。1970 年代以降の

多剤併用による全身化学療法の導入、そして

CT、MRI などの画像診断技術の発達により、

その治療成績は飛躍的に向上し、5 年生存率

は 70 年代の 10％台から 80 年代には 60％以

上にまで高まった。しかし、その後は様々な

研究が行われているにも関わらず、治療成績

の向上に繋がる革新的な治療法の導入はな

く、治療成績に大きな変化が見られないのが

現状である。切除不能な局所再発症例、多発

転移症例に対する抗腫瘍療法はなく、緩和医

療のみが行われている。悪性腫瘍の治療法と

して期待される分子標的薬も、骨軟部腫瘍領

域では未だ明らかな治療効果は報告されて

おらず、これまでにはない新たな展開が期待

されている。 

 原発性骨悪性腫瘍である骨肉腫は、多くが

骨内に発生するという特徴を持つ。骨肉腫が

原発巣を拡大し、周囲組織へ浸潤し、遠隔転

移を行うためには周囲の骨を破壊すること

が必要である。骨肉腫治療において骨破壊を

阻害することは、腫瘍増殖の抑制を介して、

生命予後の改善に繋がる可能性がある。 

がんの骨転移において、腫瘍細胞自体は骨を

直接破壊することはできないとされている。

骨基質を破壊し進展するためには、腫瘍周囲

に生体内で唯一骨基質を吸収する細胞であ

る破骨細胞を誘導する必要がある(Mundy G 

R., Nat Rev Cancer. 2002)。原発性骨悪性腫瘍

である骨肉腫が骨破壊するためにも破骨細

胞を腫瘍周囲に誘導することが必須である

可能性がある。 

これまでに破骨細胞を標的とした骨肉腫治

療薬は存在しない。破骨細胞を標的とした転

移性骨腫瘍治療薬としてはゾレンドロネー

トなどのビスホスホネート製剤が臨床応用

されている。ゾレンドロネートは、乳癌骨転

移患者において、有意に病的骨折などの骨関

連事象の発現を抑制することが明らかにな

っている。 

我 々 は 破 骨 細 胞 分 化 誘 導 因 子

RANKL(Receptor Activator of NFκB Ligand)に

注目した。RANKL は破骨細胞分化に必須な

だけでなく、破骨細胞の生存・骨吸収を促進

する効果がある。また、近年 RANKL が破骨

細胞だけでなく腫瘍に直接作用して腫瘍の

骨転移を促進するという報告がなされてい

る(Jones DH., Nature. 2006)。そして、骨肉腫

細胞においても機能的 RANKL 受容体の発現

が報告されており、RANK-Fc は破骨細胞のみ

ならず骨肉腫細胞に直接阻害効果を持って

いる可能性がある。RANKL を標的とした骨

肉腫治療法に関する報告はマウス骨肉腫モ

デルでの治療実験の結果が 2 報あるのみであ

る (Lamoureux F,  Mol Cancer Ther. 2008, 

Lamoureux F, Cancer Res. 2007) 。そのいずれ

もがウイルスベクターを使用して遺伝子治

療を行っているため、現段階では安全性の面

から臨床応用することは不可能である。 

我々は今すぐに臨床応用可能な製剤として

RANK-Fc に注目した。RANK-Fc は RANKL

受容体 RANK の RANKL 結合領域とヒト IgG

の Fc 鎖からなる融合タンパクであり、

RANKLに直接結合してRANKLを阻害する。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、RANK シグナルの骨肉腫

進展への関与とそのメカニズムを明らかに

することによって、新規治療法の可能性を検

討し、その基盤を確立することである。 
 
３．研究の方法 
 RANK-Fc の骨肉腫腫瘍細胞に対する直接

効果と骨肉腫進展支持細胞としての破骨細

胞に対する効果を検討した。 

1)破骨細胞の分化・生存・骨吸収に対する

RANK-Fc の効果の検討 

マウスより採取した骨髄細胞を RANKL 存在

下で培養・分化させる実験系に、RANK-Fc



を添加し、破骨細胞分化阻害効果を解析した。

また、成熟破骨細胞に RANKL ならびに

RANK-Fc を各種濃度添加し、添加後 24 時間

の破骨細胞数を添加時の破骨細胞数と比較

して、生存率を解析した。破骨細胞骨吸収能

の解析として、成熟破骨細胞をハイドロキシ

アパタイトコートディッシュ上に播き、

RANKL ならびに RANK-Fc を各種濃度添加

48 時間後に骨吸収窩を計測した。 

2) RANK-Fc の骨肉腫由来細胞の腫瘍原性に

対する効果の検討 

 腫瘍原生として接着非依存性、増殖能、局

所侵入能の三つの項目を検討した。接着非依

存性の解析として poly-HEMA コートディッ

シュを使用した細胞浮遊実験とコラーゲン

ゲル培地におけるコロニー形成実験を行っ

た。増殖能の解析として RANK-Fc と RANKL

添加後、48、72 時間の時点での細胞増殖を

MTT アッセイ法によって解析した。局所侵入

能の解析として Boyden chamber 法と scraping 

assay 法を用いた遊走能の解析、そしてマトリ

ゲルコートディッシュによる invasion assay

法を用いた組織分解能の解析を行った。 
 
４．研究成果 
1)破骨細胞の分化・生存・骨吸収に対する

RANK-Fc の効果 

RANKL 存在下で、RANK-Fc は濃度依存的に

破骨細胞の分化・生存・骨吸収を抑制し、骨

肉腫進展支持細胞としての破骨細胞に作用

することが示された。 

2) RANK-Fc の骨肉腫由来細胞の腫瘍原性に

対する効果 

RANK-Fc は骨肉腫細胞株における１：接着非

依存性、2：無限増殖能、3：局所侵入能の 3

者に対し抑制効果を持つことが示された。 
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