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研究成果の概要（和文）：RANKL分子の架橋により生じるRANKL逆シグナルが、骨芽細胞・骨細胞に加えて、
RANKLを発現する軟骨細胞、活性化T細胞、滑膜線維芽細胞においても機能する可能性を検証するため、各組織の
バランス崩壊による疾患モデルとして関節リウマチを考え、各細胞でのRANKL逆シグナルの影響を評価した。
RANKL逆シグナルの強い入力活性を示す抗RANKL抗体様分子を創出し、各細胞を刺激した結果、軟骨細胞の分化に
対しては負に作用したのに対し、T細胞活性化、滑膜線維芽細胞の増殖を促進する傾向が認められた。また、逆
シグナルの減弱する点変異KIマウスにおいては、僅かに関節炎の誘導強度が減弱する様子が観察された。

研究成果の概要（英文）：We revealed that RANKL reverse signaling plays the significant roles in the 
cycle of bone resorption and formation. RANKL is expressed in chondrocytes, activated T cells, and 
synovial fibroblasts as well as osteoblasts/osteocytes. In the development of rheumatoid arthritis, 
the imbalance of these cells differentiation and activities is observed, therefore, we analyzed on 
the pathological influence of RANKL reverse signaling in each cell line. At first, multimeric 
anti-RANKL antibody were designed for cross-linking RANKL molecules. In fact, scDb-Fc protein, which
 was composed of four scFv domains connected with Fc, showed strong potential of RANKL reverse 
signaling. Using this agonistic moiety, we confirmed the effect of RANKL reverse signaling in each 
cell line. Furthermore, collagen-induced arthritis model mice were used for evaluating the effects 
of RANKL reverse signaling in vivo.

研究分野：骨・軟骨代謝

キーワード： RANKL　関節リウマチ　細胞分化制御
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 骨代謝バランスの制御において中心的な
役割を担う Receptor activator of NF-κB 
(RANK)および RANK ligand (RANKL)は、
破骨前駆細胞に発現する RANK に対して骨
細胞からRANKLが直接提示されることでシ
グナルが入力され、下流の遺伝子調節ととも
に破骨細胞の分化・成熟が促進される。リガ
ンド分子である RANKL が属する TNF 
super familyに関しては、近年、受容体へと
シグナルを入力するだけでなく、受容体との
結合を引き金としてリガンド側の細胞内ド
メインの構造が変化し、細胞内へとシグナル
が発生することが報告されている。研究代表
者らは、RANKLにおいてもこの双方向性の
シグナル制御機構が存在していることを骨
芽細胞、骨細胞においても見出し、「RANKL
逆シグナル」としての機能解析を進めている。 
骨代謝制御において、骨細胞の RANKL が
破骨前駆細胞の RANK と接触し、破骨細胞
の形成を促進する際に、同時に骨細胞内へと
RANKL逆シグナルが入力される。すると、
通常は大部分が分泌性リソソームに局在す
る RANKL分子は、細胞間接触が認められる
刺激局所の細胞表面へと効率的に輸送され
る（Honma M, J Bone Miner Res, 2013）。
さらに、成熟した破骨細胞から RANK を搭
載した膜小胞が分泌され、骨芽細胞の
RANKLに対して逆シグナルを入力し、骨形
成を促進することを認めている（Nature 誌
に投稿中）。骨吸収・骨形成の一連のカップ
リング現象において、同一の分子が両経路の
活性調節を行なっている例は他に報告がな
く、骨代謝機構の全体像の理解を深める、非
常に重要な発見と考えている。 
 RANKL分子の組織発現分布は限られてお
り、骨芽細胞、骨細胞に加えて、軟骨細胞、
活性化 T細胞、滑膜線維芽細胞での発現が確
認されている。これまで、RANKLを遺伝子
的に欠損させたノックアウトマウスを用い
た解析からは、骨吸収が起こらないために大
理石様の骨組織異常が引き起こされるだけ
でなく、特に発生段階においてリンパ節の形
成異常が確認されているが、免疫系やその他
の RANKL発現組織において、RANKLがど
のような機能を発揮しているのか、解明は進
んでいない。本研究では、骨代謝制御に加え
て、RANKL逆シグナルが生体内の様々な恒
常性維持に関わっている可能性を検証する
目的で、リウマチ性関節炎をモデルとして用
いることとした。リウマチ性関節炎は、関節
滑膜の慢性炎症を首座とする難治性自己免
疫疾患であり、免疫系及び骨代謝異常が相互
に連関しながら同時に進行する。病態の発症
は、①免疫系の異常による全身性の慢性炎症
が起点となり、関節の駆動に不可欠な滑膜に
樹状細胞や T 細胞等の炎症細胞が浸潤する。
活性化した未分化な T細胞に発現する「リガ
ンド」RANKLから、樹状細胞上の「受容体」
RANK へと「RANK シグナル」が入力され

ると、樹状細胞は TNFα や IL-6 等のサイト
カインを分泌する。これらは破骨細胞に直接
作用してその活性を高めるだけでなく、②滑
膜細胞の増殖とともにRANKLの発現を誘導
する。その結果、滑膜細胞 RANKLと破骨細
胞 RANKの接触を介して破骨細胞に RANK
シグナルが発生し、③骨吸収が亢進し関節の
破壊に至る。この一連の病態進展・悪化サイ
クルにおいて、Th0細胞から Th17細胞へと
分化する際には細胞内での mTORC1 の活性
化が重要な役割を担っていること、また滑膜
線維芽細胞の増殖制御過程においても
mTORC1 の活性が関与していることが示唆
されている。骨芽細胞、骨細胞での検討から、
RANKL 逆 シ グ ナ ル の 下 流 で は
PI3K-Akt-mTORC1の活性化、それに伴う転
写因子 Runx2 の調節が起こることが確認さ
れている。リウマチ性関節炎に関わる複数の
細胞種においても、RANKL逆シグナルの存
在が細胞内のシグナルバランスを変容させ、
病態の発現・進展に関わっている可能性を想
定し、本研究を計画・実施した。 

 
２．研究の目的 
 以上の背景に基づき、本研究では、リウマ
チ性関節炎の発症・増悪に関わる活性化 T細
胞、滑膜線維芽細胞、および病態の進展に伴
い破壊される軟骨細胞においてRANKL逆シ
グナルの機能解析を行い、その生理的意義の
解明を目的とした。さらに、骨粗鬆症に対す
る新規治療薬として開発を進める、RANKL
正シグナルの遮断能に加えて逆シグナルの
入力活性を有する、bifunctional 型抗体がリ
ウマチ性関節炎に対してどのような薬効を
発揮するのかを検証することで、新たな作用
機序に基づいた治療法の可能性を検討した。 
 多領域に渡る生命現象を、一つの分子がど
のような選択性を持って制御するのか解き
明かすことは、骨免疫学に留まらず、生命現
象の多階層性の理解を促進する一例として
非常に重要な研究課題である。また、人口の
高齢化とともに増加傾向にあるリウマチ性
関節炎の罹患率を鑑みると、臨床的にも大き
な意義を持つ研究と考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) RANKL 逆シグナルの入力活性を有する
抗 RANKL抗体様分子の創製 
 RANKL逆シグナルは、複数の RANKL分



子が空間的近傍に架橋されることで入力さ
れると考えられ、代表者らはこれまで、骨芽
細胞におけるRANKL逆シグナルの機能解析
において、RANKの細胞外領域を表面に固相
化したポリスチレンビーズ、もしくは、成熟
破骨細胞から放出される RANK 搭載膜小胞
を用いていた。特に骨吸収-骨形成のカップリ
ング過程においては、RANK搭載膜小胞が生
理的なリガンドとして機能していると想定
しているが、ビーズの接触による機械的な刺
激や膜小胞に搭載されている他の分子によ
る影響を否定できず、RANKL逆シグナルに
よる影響のみを独立して評価するのはやや
困難であった。そのため、選択性の高い
RANKL逆シグナル入力担体を得る目的で、
RANKLの細胞外ドメインを標的としてファ
ージ・ディスプレイ法による抗体配列のスク
リーニングを行い、ヒト RANKL、マウス
Ranklに対して共に高い結合親和性を有する
複数の候補クローンを得た。骨粗鬆症治療薬
として繁用される抗ヒトRANKL抗体デノス
マブはシグナル入力能を示さないことが確
認されていたため、より多価に RANKL分子
と結合することが可能なと想定される、抗体
の Fv 部分をタンデムに繋げた構造等の最適
化を試みた。 
 
(2) RANKL 点変異ノックインマウスでのコ
ラーゲン誘発性関節炎モデルの表現型解析 
 RANKL 分子が高度に架橋されると、
RANKL 細胞内に存在する proline-rich- 
motif（PRM）に対して Src family kinaseが
結合し、それに伴い下流の PI3K-Akt- 
mTORC1 の活性化が起こることが確認され
ている。さらに、PRM に対して 1 塩基の変
異を導入することでRANKL逆シグナルの受
容能が大きく低下し、点変異ノックインマウ
スにおいては骨形成速度が減少傾向にある
ことも認めている。RANKLの遺伝子欠損マ
ウスでは骨代謝システムやリンパ節形成等
に影響が著しく、解析が困難であるため、
RANKL逆シグナルのみを減弱させた点変異
ノックインマウスを用いて、リウマチ性関節
炎における影響の評価を計画した。関節炎の
マウスモデルとしては、異種コラーゲン溶液
を投与することで免疫を獲得させるコラー
ゲン誘導性関節炎モデルを採用した。このモ
デルにおいては、初回のコラーゲン投与によ
る免疫後、３週間程度の間を空けて 2回目の
免疫を実施することで関節炎を発症するこ
とが知られており、ヒトにおけるリウマチ性
関節炎の病態と多くの特徴が類似している

ため多くの研究で汎用されている。 
 
(3) 軟骨細胞での RANKL逆シグナルの解析
とRANKL結合ペプチドWP9QYの機能解析 
 軟骨組織は代謝回転が非常に緩やかであ
り、リウマチ性関節炎等で一度破壊されると
自然経過での回復は難しく、病態の進展に伴
い罹患患者の QOLを大きく低下させる。軟
骨細胞においてRANKLの発現が認められて
おり、またその分化過程において骨芽細胞と
一部重複するシグナル経路、転写因子の関与
が知られている。さらに、RANKLとの結合
性を有し、骨芽細胞においては RANK 搭載
膜小胞と同様に分化を促進させることが報
告されているペプチド試薬WP9QYが、軟骨
細胞の分化も正に制御することが示唆され
ていることから、軟骨細胞における RANKL
逆シグナルの影響を評価することとした。 
 
(4) 活性化 T細胞、滑膜線維芽細胞における
RANKL逆シグナルの影響評価 
 T 細胞のモデル細胞として Jurkat 細胞、
滑膜肉腫由来のSW982細胞、さらにRANKL
点変異ノックインマウスおよび同腹の野生
型マウスより調製した初代培養 T細胞、滑膜
線維芽細胞を用いて、各細胞における分化・
機能制御においてRANKL逆シグナルがどの
様に影響しているかを検証した。各分化マー
カーの変動を mRNA で、分泌されるサイト
カイン、MMPs 等のタンパク質分解酵素を
ELISAで評価した。また、細胞内へのシグナ
ル入力の影響を評価するために、より網羅的
な評価法としてリン酸化プロテオミクス手
法を構築し、定量的に各分子の活性化状態の
評価を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) RANKL 逆シグナルの入力活性を有する
抗 RANKL抗体様分子の創製 
 抗体の短鎖可変領域（scFv）を発現するフ
ァージ・ライブラリーを用いたスクリーニン
グ手法により、RANKLに対して結合性を有
する候補配列 20 種類ほどを同定した。想定
していた通りに、scFv 単量体では RANKL
逆シグナルの入力能が認められなかったた
め、C末端にイソロイシンジッパーを付与す
ることで三量体を形成したところ、いくつか
の配列においてはRANKL逆シグナルの入力
能が得られた。このことから、RANKL分子
を空間的近傍に架橋することがシグナル入
力のトリガーとなることが支持されたもの
の、scFv三量体は大腸菌で産生・精製してい
たため、菌体に由来するエンドトキシンを完
全に除去するのは難しく、今回の様な免疫系
の異常を生体で評価する際には注意を要す
るものと考えられた。哺乳類細胞において通
常の IgG1 型抗体に組み替えた場合、いくつ
かのクローンにおいてはやはりRANKL逆シ
グナル入力能が認められたが、RANK搭載膜
小胞等の他の刺激担体と比較してその活性



が不十分であることが懸念され、さらに、
scFvをタンデムに結合し Fc領域で二量体化
した構造を考案した。scDb、あるいは taFv
と一般的に呼称されるこれらの構造は 4価の
結合能を有し、かつ Fc 領域を介して血中滞
留性も改善することから、in vitro、in vivo
の双方の評価において有用であると考えら
れた。実際に、繋ぎ目のリンカー配列の長さ
やH領域、L領域の配向性等を組み替えるこ
とで、強い RANKL逆シグナル入力能を示す
scDb 型の RANKL 抗体用分子が得られ、以
降の検討で用いることとした。 
 
(2) RANKL 点変異ノックインマウスでのコ
ラーゲン誘発性関節炎モデルの表現型解析 
 過去の検討から、少なくとも骨芽細胞にお
いては、RANKLの細胞内領域に点変異を導
入することでRANKL逆シグナルの受容能が
低下すること、加えて、この変異型 RANKL
のノックインマウスにおいては骨カップリ
ング機構が強く抑制を受けることを見出し
ていた。そのため、II型コラーゲン投与によ
る関節炎誘起モデルを用いて、変異型
RANKLマウスと同腹仔の野生型マウスを比
較し、各表現型に与える影響を評価した。コ
ラーゲン誘発性関節炎モデルはヒトの病態
をよく反映したモデルとして頻用される一
方で、マウスの系統によってその発症率や重
症度が左右されることが知られている。過去
の文献報告を参考に、投与する II型コラーゲ
ンの由来や量、免疫賦活剤の CFA 濃度等を
調節することで、ノックインマウスと同系統
の C57BL/6 マウスにおいても一定の頻度で
関節炎を発症する条件が定められた。これに
従い関節炎を誘起したところ、RANKL点変
異ノックインマウスにおいて発症率に差は
認められなかった一方で、四肢の厚みで評価
可能な炎症状態の重症度はやや低下傾向が
観察された。さらに詳細な解析を行うため、
安楽死後に後肢の膝関節を単離・樹脂包埋し、
組織標本を作製した。通常、関節などの骨硬
組織を含む組織標本を作成する際には、
EDTA等での脱灰処理が必要とされる。一方
で、本検討においてはタングステンブレード
及び粘着シールを利用した川本法を採用す
ることで、迅速な組織標本の作成・評価が可
能であった。これにより、HE 染色、サフラ
ニン O染色、トルイジンブルー染色等の各種
染色法を用いて観察した結果、両系統のマウ
スにおいて顕著な差は観察されなかった。複
雑な生体システム全体を俯瞰した場合、各細
胞におけるRANKL逆シグナルの影響を見落
とす可能性も考えられたため、さらに個別の
細胞を対象に検討を実施した。 
 
(3) 軟骨細胞での RANKL逆シグナルの解析
とRANKL結合ペプチドWP9QYの機能解析 
 マウス軟骨細胞由来 ATDC5細胞はインス
リン存在下で分化し、静止期から肥大期まで
の各分化ステージの軟骨細胞の評価が可能

である。研究期間内において、骨芽細胞、軟
骨細胞の分化促進能を持つことが in vitro、in 
vivoで確認されているペプチドWP9QYによ
る骨芽細胞分化が、RANKL 下流での
PI3K/Akt/mTORC1 の活性化によることを
代表者らは明らかにしている（Sugamori Y, 
Bioessays, 2017）。軟骨細胞のとりわけ分化
初期の静止期や増殖期においてRANKLが強
く発現していることが免疫組織染色から示
唆されているため、RANKL逆シグナルの入
力は軟骨細胞分化を正に制御していること
を当初は想定していた。しかしながら、
RANKL分子に対する架橋抗体分子を用いて
ATDC5 細胞を刺激したところ、むしろ、
RANKLを介したシグナル入力は軟骨細胞の
分化に対して抑制的に作用することを確認
している。リウマチ性関節炎の発症時には、
炎症性肥大化滑膜（パンヌス）内の種々の細
胞にRANKL逆シグナルが入力されやすい環
境にあることが想定されるため、破壊された
軟骨組織の回復が制限される原因の一つで
ある可能性も考えられた。これに対し、ペプ
チドWP9QYは軟骨細胞の分化を強く促進し、
かつ後期の肥大期軟骨細胞への分化に対し
ては抑制的に作用したことから、軟骨組織の
回復効果を期待できることが明らかとなっ
た。現在、軟骨細胞におけるペプチドWP9QY
の標的探索、及びその作用機序解明を目的と
した研究を遂行しており、本研究からの新た
な発見を期待している。 
 
(4) 活性化 T細胞、滑膜線維芽細胞における
RANKL逆シグナルの影響評価 
 RANKL逆シグナルの影響をより包括的に
理解するために、リン酸化プロテオーム解析
手法の構築を行った。質量分析計を用いたプ
ロテオーム解析は、マルチプレックス法と比
較してより網羅性の高い解析が可能な一方、
その定量性にはやや限界がある。この点を克
服するため、近年では安定同位体を用いた標
識試薬を用いることで、比較対照群間での相
対的な発現量を非常に正確に測定すること
が可能になりつつある。本研究では、Thermo
社から市販されている Tandem Mass Tagシ
ステム、及び高分解能精密質量の測定が可能
なOrbitrapシステムを組み合わせることで、
1,000 以上のタンパク質のリン酸化状態を一
斉解析が可能な評価系を構築した。現時点で
はさらに条件の改善が必要だが、この評価系
により、現時点では RANKL逆シグナルの下
流で PI3K-Akt-mTORC1 経路の活性化のみ
が確認されているが、さらに複雑な制御機構
も想定され、今後の解析を行う上で非常に有
用と考えている。 
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