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研究成果の概要（和文）： 
 欧米や本邦の女性に罹患率の高い乳癌の終末像には、溶骨性の骨転移巣が、腫瘍細胞、破骨

細胞および骨芽細胞の相互作用により形成される。この腫瘍と間質の相互作用のメカニズムを

解析するため、我々は、マウス乳がん細胞を同系マウスの頭蓋骨直上に移植することで、骨微

小環境における腫瘍細胞と破骨・骨芽細胞の相互作用を in vivo で観察できる in vivo 乳がん骨微

小環境モデルを作製した。そこで、骨微小環境における乳がん細胞の増殖する領域と、乳がん

細胞のみが増殖する領域を microarray で比較したところ、RANKL および Cathepsin G の発現が

上昇していた。 
 RANKL と RANK の結合は、破骨細胞の分化・誘導を促進し、溶骨性変化を起こすシグナル

である。RANKL の治療標的分子としての有用性を検討する目的で、ヒト sRANKL 抗体(OCIF)
を腫瘍細胞の移植前に投与した群（前投与）、移植後に投与した群（後投与）および移植の前後

に投与した群（全投与）と比較検討した。その結果、骨微小環境における細胞増殖率は、全投

与、後投与と同様に前投与群でも有意に抑制されていた。また骨微小環境に誘導された破骨細

胞の数および骨破壊の程度も、前投与、後投与、全投与のいずれの群でも有意に抑制されてい

た。さらに Denosumab の予防的効果は濃度依存性であった。 
 以上の結果から、骨微小環境における乳癌の増殖に対して、sRANKL は治療標的分子として

有用であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Understanding how cancer cells induce bone metastases is essential for the identification of 
new therapies to control bone metastasis. Using a mouse model that mimics osteolytic changes 
associated with breast cancer-induced bone metastases, we identified cathepsin G to be proteases that are 
up- regulated at the tumor bone (TB)-interface. Moreover, we showed that cathepsin G is capable of 
shedding the extracellular domain of receptor activator of nuclear factor-KB ligand (RANKL), 
generating active soluble version (sRANKL) that is capable of inducing differentiation and activation of 
osteoclast precursors. The major source of cathepsin G seems to be osteoclasts. Furthermore, we showed 
that in vivo inhibition of cathepsin G reduces mammary tumor–induced osteolysis. 

Next we examined the preventive effects of a competitive inhibitor of sRANKL, 
osteoprotegrin fusion protein (OCIF) was administered to mice before osteolysis induction by 
implantation of mammary tumor cells (pre), after osteolysis induction (post) or during the entire 
experimental period (whole). Tumor growth at the TB-interface was significantly suppressed in the pre 
as well as the post and whole treatment groups of OCIF. The extent of bone destruction was significantly 
reduced in the pre, post and whole treatment groups. In addition, significantly fewer osteoclasts were 
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observed in the OCIF treatment groups regardless of treatment period.  
Together, our data indicate that inhibition of cathepsin G activity at the TB interface could be 

therapeutic targets, and sRANKL which is generated by cathepsin G is a potentially target for prevention 
as well as treatment of breast cancer bone metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 乳癌の骨転移巣に対して溶骨性変化が誘

導される直前／直後からの予防的治療 
欧米諸国の女性に罹患率の高い乳癌は、原発

巣に対しては治療法が確立され治療効果を

あげているが、その死亡率は未だ上昇してい

る。これは、脊椎や骨盤などに発生した骨転

移巣が、全身に拡大するためと考えられる。 
乳癌の骨転移は、腫瘍細胞と破骨細胞が相互

作用し、溶骨性変化を示すものが大半を占め

る。腫瘍細胞により活性化された破骨細胞は

硬い骨基質を溶解し、腫瘍細胞が増殖するた

めの空間を形成する。溶骨性変化に伴い骨基

質中に含まれる TGFβ などの増殖因子が放出

され、腫瘍細胞や破骨細胞がさらに刺激され、

細胞増殖や骨溶解がますます促進される。こ

のように、破骨細胞による溶骨性変化が最初

に誘導され、骨微小環境は腫瘍細胞が増殖す

るのに都合の良い環境となり骨転移巣が拡

大する。したがって溶骨性変化が誘導される

直前あるいは直後から治療を開始すれば、腫

瘍細胞が骨微小環境に適応する前であり、強

力に骨転移巣を抑制することが期待できる。 
 
(2) 溶骨性変化に関与する soluble RANKL と
TGFβ 
RANKL と RANK の結合は、破骨細胞の分

化・誘導を促進し、溶骨性変化を起こすシグ

ナルである。我々は、ラット前立腺癌組織を

同系ラットの頭蓋骨直上に移植することで、

骨微小環境における腫瘍細胞と破骨・骨芽細

胞の相互作用を in vivo で観察できる動物モ

デルを作製した。またマウス乳癌においても、

破骨細胞由来の Cathepsin G が骨髄間質細胞

上の膜貫通型タンパクである RANKL を切断

し oluble RANKL (sRANKL)が生成されるこ

とを見いだした。このように生成された

sRANKL は、骨芽細胞と破骨細胞が離れてい

てもRANKL-RANKのシグナル伝達が行われ、

破骨細胞の分化および溶骨性変化を促進す

る。 
 
２．研究の目的：微小骨転移の予防的治療の

効果の検討 
溶骨性変化は骨転移巣の進展を促進する。

しかし溶骨性変化が誘導されなければ、腫瘍

細胞が増殖する空間が形成されないため骨

転移巣を形成することは困難である。従って、

溶骨性変化が起こる前に、溶骨性変化を標的

とした予防的治療を行えば、骨転移の形成を

強力に抑制することが可能となる。我々は、

sRANKL が、乳癌・前立腺癌の骨転移巣にお

いて、溶骨性変化を進展させることから 
sRANKL は予防的治療の標的分子となると

仮説をたてた。この仮説を検証するため、

我々が開発した in vivo 乳がん骨微小環境モ

デルを用い、以下の３つの実験を行った 
(1) Bone microenvironment study: soluble- 
RANKL が骨微小環境に特異的に作用するか

どうかを検討する目的で、同じ数の腫瘍細胞

を、頭蓋骨の直上および皮下に移植し、

sRANKL 抗体を投与した。 
(2) Prevention study: 治療標的分子としての有

用性を検討する目的で、sRANKL 阻害剤を腫

瘍細胞の移植前（前投与）に投与し、移植後

に投与した群、移植の前後に投与した全投与

群と比較検討することで、前投与群における

予防的効果を検索した。 



(3) Dose response study：前投与群における予

防効果の濃度依存性について検索し、低濃度

投与による予防効果についても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) Bone microenvironment study: 
Tumor injection: Balb C マウス由来の murine 
mammary carcinoma cell line である Cl66M2 を

用いた。  BalbC 雌マウスに１匹あたり

1.0x105 個の Cl66M2 を頭蓋骨の直上および

皮下にそれぞれ移植した(Day 0)。 
Treatment：sRANKL 阻害剤として sRANKL
の拮抗的阻害剤である OCIF を 3mg/kg b.w.の
濃度に調整し、Day 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,およ

び Day24 に皮下投与した。 
Preparation：移植後 25 日で屠殺剖検し、腫瘍

組織を採取した。採取した腫瘍を含めた組織

を半割し、半分はパラホルム固定をして、病

理組織学的な検討に、もう一方は、タンパク

質抽出用に用いた。頭蓋骨に移植した腫瘍細

胞が骨破壊を誘導している領域を Tumor 
bone interface (TBI)、その対照として、皮下に

移植した腫瘍細胞が、皮下組織に浸潤する領

域を Tumor subcutaneous interface (TSI)として

切り出した。 
サイトカインの定量：TBI および TSI から

T-PER(Pierce 社)を用いてタンパク質を抽出

し、BCA protein Assay kit(Pierce 社)を用いて定

量した。定量したタンパク質から、ELISA kit
を用いて組織中の濃度 sRANKL (ALPCO 
diagnosis 社)および TGFβ(R&D 社)の濃度を計

測した。 
Evaluation：a) 骨破壊の程度／破骨細胞の

数：H&E 染色標本を作製し、画像解析装置を

用いて定量解析した。また、TRAP 染色を行

い破骨細胞の数を計測した。b) 細胞増殖率：

PCNA 染色を行って、 TBI および TSI におけ

る PCNA 陽性細胞率を算出し、それぞれの領

域における細胞増殖率とした。 
(2) Prevention study 
Tumor injection：Balb C マウス由来の murine 
mammary carcinoma cell line である Cl66M2 を、

BalbC 雌マウスに１匹あたり 1.0x105 個の

Cl66M2 を頭蓋骨の直上にそれぞれ移植した

（Day 0）。 
Treatment：sRANKL 阻害剤として sRANKL
の拮抗的阻害剤である OCIF を 3mg/kg b.w.の
濃度に調整した。動物を以下の４群にわけた。

a) 後投与群：移植後３週間で屠殺するが、

Day3、Day10, Day18 に sRANKL 阻害剤を投

与した。 b) 前投与群：移植前の Day -18, Day 
-10 および Day -3 に sRANKL 阻害剤を投与し

た。 c) 全投与群：前投与＋後投与の合計６

回、sRANKL 阻害剤を投与した。 d) 対照群：

全投与群と同じ投与スケジュールで vehicle
を投与した。 
Evaluation： Bone microenvironment study と同

様の方法で病理組織学的検索し、 bone 
destruction および破骨細胞の誘導数、細胞増

殖率および TBI における sRANKL を定量し、

前投与と、後投与、全投与とを比較検討して、

予防的治療効果の有用性を評価した。 
(3) Dose response study  
Tumor injection：先の prevention study と同様

の方法を用いた。 
Treatment ：対照群と前投与群を設定し、

sRANKL 阻害剤を最高容量 3mg/kg b.w.の濃

度で投与し、投与濃度は最高用量（1/1濃度）、

その 1/2 濃度、1/5 濃度の３群を設定した。 
Evaluation : prevention studyと同様の方法を用

い、予防的治療を行った場合、その効果は濃

度依存性なのか、濃度を下げることが可能な

のかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) Bone microenvironment study: 
 頭蓋骨直上に移植した腫瘍（Tumor growth 
in the bone microenvironment）および皮下に移

植した腫瘍の体積（Tumor growth in the sub- 
cutaneous microenvironment）は、Day5から徐々

に増大した。骨微小環境における腫瘍の体積

は皮下微小環境におけるものに比べて増大

率が高く、大きな腫瘍塊が形成された。骨微

小環境において、OCIF 処置群での腫瘍の体

積は、対照群に比べて小さく、Day25 では有

意な差が見られた。皮下微小環境においては、

OCIF 処置群での腫瘍の体積は対照群と差は

見られなかった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 骨微小環境における腫瘍のTBIの領域では、

腫瘍の増殖に伴い破骨細胞が誘導され、溶骨

性変化が観察された。一方、皮下微小環境に

おける腫瘍の TSI の領域では、腫瘍細胞の増

殖に伴い、微小血管が誘導されていた。 
 TBI において、頭蓋骨が完全に破壊されて



腫瘍細胞が頭蓋内に浸潤する組織像が観察

された。そこで、頭蓋骨の全長に対して、完

全に破壊された頭蓋骨の長さを、Bone dest- 
ruction index として算出したところ、対照群

では約 60%の頭蓋骨が破壊されていたが、

OCIF 処置群では 20%程度で、有意な抑制効

果が観察された。骨破壊を誘導する破骨細胞

の数を計測した結果、対照群では約 600 個の

TRAP 陽性の破骨細胞が観察されたが、OCIF
群では約 300 個と有意に抑制されていた。TSI
では TRAP 陽性細胞は観察されなかった。 
 TBI および TSI における腫瘍細胞の細胞増

殖率を PCNA 染色を行って検索した。腫瘍細

胞の体積と同様に、TBI における腫瘍細胞の

増殖率は TSI に比べて有意に上昇していた。

TBI では、OCIF の投与により細胞増殖率は有

意に抑制されたが、TSI では抑制作用は見ら

れなかった。骨微小環境における細胞増殖率

は、皮下微小環境に比べて高く、OCIF は骨

微小環境における腫瘍細胞の増殖を抑制し

たが、皮下では抑制しなかった。従って、骨

微小環境では皮下とは異なる増殖メカニズ

ムが存在し、OCIF はそのメカニズムを抑制

した結果、細胞増殖率を皮下と同程度にまで

抑制することが示唆された。 
 屠殺時に切り出した TBI および TSI からタ

ンパク質を抽出し、組織中の濃度 sRANKL の
濃度を計測した。その結果、RANKL の濃度

は TBI では TSI に比べて有意に高かった。 
しかし、TBI でも TSI においても OCIF 投与

により、RANKL の濃度は変化しなかった。 
一方、OPG の濃度を測定したところ、TBI で
はOCIF投与によりOPG濃度が有意に上昇し

た。しかし、TSI では対照群、OCIF 投与群の

いずれも OCIF 濃度は低値で有意な差は見ら

れなかった。 
 OCIF投与によって、骨微小環境において、 
骨破壊の程度、破骨細胞の誘導、腫瘍細胞の

増殖が抑制された。OCIF による腫瘍細胞の

増殖抑制作用は、骨微小環境に特異的であり、

組織中の OPG の濃度と逆相関することが示

唆された。 
2) Prevention study:  
 骨破壊の程度は、対照群では約 40％であっ

たが、前投与群、後投与群、全投与群ではい

ずれも 25%程度と、有意に抑制されていた。

骨破壊の程度と同様に破骨細胞の誘導も、対

照群に比べて後投与群、前投与群および全投

与群では、いずれも有意に抑制されていた(図
2)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 細胞増殖率も、対照群に比べて、前投与群、

後投与群および全投与群では優位に抑制さ

れていた。 
 OPG の濃度は、対照群では約 200pg/ug 
protein であったが、前投与群、後投与群では

いずれも 300pg/ug protein、全投与群では約

450pg/ug protein にまで上昇しており、OCIF
投与により、骨微小環境では OPG が上昇す

ることが明らかとなった。 
 これらの結果から、前投与によっても、後

投与と同様に骨破壊の程度、破骨細胞の誘導

および骨微小環境における腫瘍細胞の増殖

を抑制することができた。さらにこの予防作

用は組織中の OPG 濃度と逆相関することが

判明した。 
(3) Dose response study  
 OCIF の予防投与による濃度依存性の作用

を検討したところ。移植した腫瘍細胞の体積

は、濃度依存性に抑制された(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、骨破壊の程度、腫瘍細胞の増殖も濃

度依存性に抑制された（いずれも p<0.001）。
さらに、骨微小環境における OPG の濃度は、

濃度依存性に上昇し、OCIF 投与による予防

作用と逆相関することが明らかとなった（図

4）。 
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