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研究成果の概要（和文）：骨粗鬆症治療薬の抗RANKL抗体の作用機序についてin vivo、in vitroの系で解析した結果、
破骨細胞分化を初期段階から強力に抑制し、また閉経後骨粗鬆症モデルマウスを用いて抗RANKL抗体及び強力な骨形成
促進作用を有する副甲状腺ホルモン（PTH）との併用によって海綿骨及び皮質骨ともに相加的な骨密度増加効果が認め
られた一方、その相互作用を様々な時間軸で検証した結果、海綿骨と皮質骨ではその骨量増加効果に対して2剤の最適
な投与間隔が異なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Anti-RANKL antibody is one of the most successful therapeutics for osteoporosis. T
he aim of this study was to elucidate the effect of the individual and combined effects of PTH and anti-RA
NKL monoclonal antibody in ovariectomized mice. This study suggest that co-treatment PTH with anti-RANKL a
ntibody may make additive effect in BMD and the possibility of difference in optimal duration and effectiv
e regions.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
破骨細胞は造血幹細胞由来の単球・マクロ

ファージ系前駆細胞から分化し、それらの融
合により形成される多核巨細胞であり、生体
内で骨吸収を司る唯一の細胞である。これま
での研究から破骨細胞分化の分子メカニズ
ムが詳細に解明されている。特に 1998 年に
破骨細胞分化・活性化を担う中心的な物質と
して tumor necrosis factor-α（TNF-α）
ファミリーのreceptor activator of nuclear 
factor kappa B ligand（RANKL）が同定され
たことによって、破骨細胞研究は急速な進歩
を遂げた（Yasuda H et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 95:3597-3602, 1998）。その後の in 
vivo, in vitroの解析によって、RANKL-RANK
系が破骨細胞分化・活性化にきわめて特異的
な pathway であることが明らかになった。す
なわちRANKLの過剰発現マウス、あるいはOPG
のノックアウトマウスでは骨粗鬆症を来す。
これらの基礎的研究を受けて、骨吸収・骨破
壊が中心的病態となる閉経後骨粗鬆症、関節
リウマチ、転移性骨腫瘍などを対象に
RANKL-RANK 系をターゲットにした薬剤の開
発が進みつつある。このうち現時点で欧米に
おいて最も臨床試験が進んでいる薬剤は、
RANKL そのものをターゲットとした抗 RANKL
抗体 denosumab である。Denosumab は RANKL
に対する IgG2 isotype の完全ヒト型抗モノ
クローナル抗体であり、骨芽細胞などで産生
された RANKL と結合し、その活性を阻害する
ことにより破骨細胞分化・活性化を抑制し、
その結果骨吸収を抑制するとされている。
denosumab の効果を検証する大規模臨床試験
としては複数の報告があり、以下に代表的な
例を挙げる。 
一つは閉経後骨粗鬆症患者 7868 例を対象と
し た ”FREEDOM”(Fracture Reduction 
Evaluation of Denosumab in Osteoporosis 
every 6 Months) 試験である。本試験では
denosumab 60 mg の 6 か月毎の投与により
36 ヶ月後の新規椎体骨折のリスクがプラセ
ボ群より有意に減少した（Cummings et al. : 
N Engl J Med , 2009）。また、既存の骨粗鬆
症治療薬として現在広く使用されているビ
スフォスフォネートとの効果を比較し
た ”DECIDE” (Determining Efficacy : 
Comparison of Initiating Denosumab vs. 
Alendronate)試験では、閉経後骨粗鬆症患者
1189 例 に denosumab 60 mg 皮下注群とアレ
ンドロネート 70 mg 経口投与群を比較し、12
ヶ月後の骨密度がdenosumab投与群で有意に
増加した（Brown et al. : J Bone Miner Res , 
2009）。このような大規模臨床試験の結果か
らdenosumabは欧米で閉経後骨粗鬆症および
癌骨転移に対して臨床応用が始まっている。 
 しかしながら破骨細胞分化をいかなる段
階でどの程度抑制しているのかなど、
denosumab の生体レベルの作用機序には未解
明な部分が多い。たとえば閉経後骨粗鬆症患
者に対するdenosumabとアレンドロネートと

の効果比較を行った臨床試験において、投与
開始後 24 カ月で両薬剤を休薬すると、アレ
ンドロネート投与群と比較しdenosumab投与
群では骨密度の急激な低下と骨代謝マーカ
ーである血清CTxの急激な増加が生じたこと
が報告されている（Miller et al.,  Bone 
2008）。このことは denosumab 休薬によって
リバウンド現象が起きた可能性を示唆する
が、その詳細な解析はなされていない。また
RANKL の中和によって、どのようなタイミン
グで、どのような細胞が減少、あるいは増加
しているのかなどについても、生体レベルで
の詳細な解析はなされていない。臨床的な問
題点として、既存の骨粗鬆症治療薬による治
療が行われている閉経後骨粗鬆症患者にお
いて、denosumab を投与した場合、あるいは
denosumab 投与患者に他の治療薬を投与する
際の両薬剤間の相互作用については全く未
解明である。 
 
 ２．研究の目的 
マウス抗 RANKL（receptor activator of 

NF-κB ligand）抗体による骨吸収抑制作用
機序を in vitro および in vivo で明らかに
するとともに、抗 RANKL 抗体と既存の骨粗鬆
症治療薬との相互作用の検証を通じて、破骨
細胞分化制御機構の解明を目指す。 
 

３．研究の方法 
抗 RANKL抗体による破骨細胞分化抑制機構

の解析：まず in vitro の系として破骨細胞
としてはマウス骨芽細胞と骨髄細胞との共
存培養によって形成された破骨細胞分化培
養系細胞を用いる。具体的には野生型 DDY マ
ウスから骨髄細胞を採取し、共存培養を行っ
て成熟破骨細胞を得る。得られた破骨細胞を、
抗体を添加しないコントロール群及び抗
RANKL 抗体を濃度別に添加したもの（抗体投
与群）に分けて培養し、破骨細胞の形態学的
特徴、生存能、分化を評価した。次に抗 RANKL
抗体が成熟破骨細胞の生存能にどのような
影響を及ぼすか検証した。まずコラーゲンゲ
ルでコートしたディッシュ上で既述の破骨
細胞共存培養を行い、成熟した大量の破骨細
胞を浮遊させた状態で得る。このようにして
得られた成熟破骨細胞に抗RANKL抗体を濃度
別に添加し、一定時間後（0, 6, 12, 18, 24
時間）ごとのように、経時的に TRAP 染色を
行うことで生存破骨細胞数をそれぞれカウ
ントし、各時間の生存細胞数を実験開始時の
細胞数で割ったものを生存率とし、抗 RANKL
抗体の破骨細胞に及ぼす生存能を評価した。 
 抗 RANKL抗体と既存の骨粗鬆症治療薬との
相互作用の検証：閉経後骨粗鬆症モデルとし
て卵巣摘出マウスを作成し、抗 RANKL 抗体投
与と既存の骨粗鬆症治療薬との相互作用を
検証する。副甲状腺ホルモン（PTH）は間欠
投与によって強力な骨形成促進作用を有す
る新たな骨粗鬆症治療薬として、その臨床的
効果が注目されている。一方でビスフォスフ



ォネートなどの骨吸収抑制薬とPTHとの相互
作用については未だ不明な点が多く、例えば
ビスフォスフォネートを先行投与した後に
PTH を追加投与すると、PTH が本来有す骨形
成作用が抑制されることが報告されている
（Delmas et al. Bone 16, 1995）。本研究で
は PTH と抗 RANKL 抗体との相互作用を、様々
な時間・空間軸で検討した。C57/BL6 雌性マ
ウスに卵巣摘出（OVX）を行い閉経後骨粗鬆
症モデルマウスを作成した。薬剤については
術後 4週時点で抗 RANKL 抗体（5mg/kg）は単
回投与し、また PTH（80 µg/kg/day）は同時
点から 4週間の間欠投与を行った。まず各薬
剤の効果を比較検証するため、偽手術群、OVX
群、抗 RANKL 抗体投与群、PTH 投与群、2 剤
併用群を設定し、術後 8 週(各薬剤投与後 4
週)で骨密度測定、骨代謝マーカー測定、組
織学的検討を行った。次に同様に C57BL/6 マ
ウス、雌性 12 週齢に対し各個体に両側卵巣
摘出術(OVX)を行い、各薬剤の単独投与群を
コントロールとして、術後4週時点で抗RANKL
抗体を腹腔内に単回投与した。併用群を術後
4 週時点で抗 RANKL 抗体を単回投与した後に
PTH を併用することとし、PTH の投与時期を
変えてマウスを計 4群、抗体投与後からそれ
ぞれ 0，2，4，6 週後より PTH を 4 週間の間
欠投与を行った。各群に対し卵巣摘出前、抗
RANKL 抗体の投与直前、PTH 投与開始直前、
終了の各時点で、X 線撮影、骨密度測定、血
清学的検査、組織学的検査を行い各群を比較
しそれらの推移をとらえ抗 RANKL 抗体と PTH
の経時的な相互作用の変化を解析した。血清
学的検査は、骨吸収マーカーとして CTx
（ C-terminal telopeptide crosslink of 
type Ⅰ collagen）及び骨形成マーカーとし
て osteocalcin の血清濃度を ELISA 法により
測定した。組織学的検査では、各時点のマウ
スより骨組織（大腿骨・脛骨及び脊椎）を採
取し、パラホルムアルデヒドで固定、10％
EDTA 液にて脱灰した後、パラフィン包埋、ミ
クロトームを用いて組織切片を作製した。作
製された切片は、破骨細胞が同定できるよう
に H-E 染色やトルイジンブルー染色に加え
TRAP 染色を行った。 
 

４．研究成果 
 抗RANKL抗体による破骨細胞分化抑制機構
の解析：マウス骨芽細胞と骨髄細胞との共存
培養によって形成された破骨細胞分化培養系
細胞を用い、得られた成熟破骨細胞を、抗体
を添加しない対照群及び抗RANKL抗体を濃度
別に添加した抗体投与群に分けて培養し、破
骨細胞の形態学的特徴、生存能、分化、機能
を評価した。その結果、抗RANKL抗体を1～10
μg/mlの濃度で添加したところいずれにおい
ても破骨細胞形成が見られず、抗RANKL抗体は
破骨細胞分化を強力に抑制することが示唆さ
れた。抗RANKL抗体が成熟破骨細胞に及ぼす影
響：抗RANKL抗体が成熟破骨細胞の生存能に及
ぼす影響を検証する。まずコラーゲンゲルで

コートしたディッシュ上で既述の破骨細胞共
存培養を行い、成熟した時点から抗RANKL抗体
を濃度別に添加し、一定時間後（0, 6, 12,18, 
24時間）に、生存破骨細胞数をそれぞれ計測
して生存率を算出し、抗RANKL抗体の破骨細胞
に及ぼす生存能を評価したところ対照 
群と有意な差はなく、抗RANKL抗体は成熟破骨
細胞の生存能には影響を及ぼさない可能性が
示唆された。 
抗RANKL抗体と既存の骨粗鬆症治療薬との相
互作用の検証：前述のような系で閉経後骨粗
鬆症モデルマウスを作成した。薬剤について
は術後4週時点で抗RANKL抗体は単回投与し、
またPTHは同時点から4週間の間欠投与を行っ
た。まず各薬剤の効果を比較検証するため、
偽手術群、OVX群、抗RANKL抗体投与群、PTH
投与群、2剤併用群を設定し、術後8週(各薬剤
投与後4週)で骨密度測定、骨代謝マーカー測
定、組織学的検討を行ったところ2剤併用群は
他群と比較し海綿骨を多く含む大腿骨遠位及
び皮質骨が主である大腿骨骨幹部ともに優れ
た骨密度増加効果を認め、骨代謝マーカーは
抗RANKL抗体投与群と同程度まで低下してい
た。また前年度までの結果から抗RANKL抗体投
与後からPTHの投与開始までの間隔を、0，2，
4，6週とした4群及び各群に対する対照群を設
定し、投与終了時に骨密度、組織学的検査に
て比較検討した。その結果、2剤併用群では全
ての投与間隔で抗体投与群より優れた骨密度
増加効果を示したが、海綿骨を多く含む大腿
骨遠位においては投与間隔0週群で骨密度増
加率は最も高い一方、皮質骨が主である大腿
骨骨幹部では0週群で骨密度増加率は最も低
く、投与間隔6週群で最も高い結果だった。以
上これまでの実験結果から、閉経後骨粗鬆症
マウスモデルにおいて作用機序の異なる両薬
剤の併用により、部位に関わらず相加的な骨
量増加作用が認められた一方、海綿骨と皮質
骨ではその骨量増加効果に対して、2剤の最適
な投与間隔が異なる可能性が示唆された。 
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