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研究成果の概要（和文）： 

 LCH 細胞は未熟樹状細胞の性質を持ち、炎症環境下では、融合して破骨細胞に分化する。オ
ステオポンチンは、炎症性サイトカインであるが、破骨細胞による骨吸収を促す機能も持つ。
今回我々は、ランゲルハンス細胞組織球症（LCH）患者、特に予後不良である多臓器型リスク
臓器浸潤陽性 LCH 患者において、血清 OPN値が異常高値であることを明らかにした。これは、
オステオポンチンが、病変の拡大、病勢に関与することを示唆する。また、培養実験では、未
熟樹状細胞が破骨細胞に分化する際、オステオポンチン、特に切断型オステオポンチンが不可
欠であることが明らかとなった。切断型オステオポンチンは、炎症惹起作用がより強いと言わ
れ、LCH の病態に深く関与している可能性がある。 

 

研究成果の概要（英文）： 

LCH cells have characteristics of immature dendritic cell (iDC), which differentiate into osteoclasts in 

inflammatory environment. Osteopontin has been known as a proinflammatory cytokine, which is 

involved in bone resorption by osteoclasts. Here we show that the serum osteopontin (OPN) levels in 

Langerhans cell histiocytosis (LCH) patients, especially with risk organ involvements positive 

multi-system disease were significantly high. It indicates that OPN is involved in the progression of 

disease and disease activity. We also found that OPN, especially cleaved-type OPN is essential for 

osteoclast formation from iDC in vitro culture system. Cleaved-type OPN which has a great potential to 

induce inflammation would be involved in the pathogenesis of LCH.  
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１．研究開始当初の背景 

［ランゲルハンス細胞組織球症（LCH）の概
念］骨髄由来の未熟樹状細胞の性質を持つ
LCH 細胞が異常に増殖し組織破壊を起こす
疾患である。LCH 細胞は本来、抗原刺激など
により成熟しランゲルハンス細胞に分化す
べき細胞であるが、なぜ成熟せず増殖するの
か、その病態は不明な点が多い。 

［LCH の症状と予後］骨、皮膚、リンパ節、
中枢神経など病変は多岐にわたるが、溶骨性
骨病変の頻度が最も高い。化学療法の進歩に
より予後は改善してきたが、肝・肺・造血器
などの機能不全をきたし死亡する例が約 5％、
再燃する例が約 50％、尿崩症などの不可逆的
病変を残す例が約 15％に達する(Morimoto A, 

et al. Pediatr Blood Cancer. 50: 931-932, 2008. 
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Morimoto A, et al. Cancer, 107: 613-619, 2006.)。
よって、LCH の病態生理に則した、より有
効な治療法の開発が望まれている。 

［LCH の骨免疫学知見］近年、骨破壊機構の
研究が急速に進み骨免疫学へと発展し、LCH

に関連して以下のことが明らかとなってき
た。 

１．LCH 患者の末梢血中には樹状前駆細胞が
増加し、樹状細胞へと分化誘導するサイト
カインが上昇している(Rolland A, et al. J 

Immunol. 174: 3067-71, 2005)。 

２．未熟樹状細胞は単球よりも効率的に破骨
細胞に分化する(Rivollier A, et al. Blood.104: 

4029-37, 2004)。 

３．LCH 細胞はオステオポンチンを高発現し
(Allen CE, et al. J Immunol. 184: 4557-67, 

2010)、オステオポンチンは RANKL の発現
を亢進させることにより破骨細胞を誘導す
る (Ishii T, et al. Biochem Biophys Res 

Commun. 316: 809-15, 2004) 

４．LCH 患者の血清中 RANKLは高値で骨病
変数に相関する(Ishii R, et al. Pediatr Blood 

Cancer. 47: 194-199. 2006.)。 

５．骨の I 型コラーゲンの分解にかかわるカ
テプシン K は、樹状細胞の Toll-like receptor 

9 (TLR9)のシグナルを制御し Th17 細胞を
誘導する(Asagiri M, et al. Science. 319: 624, 

2008)。 

６．IL-17 により樹状細胞は融合し破骨細胞
に分化する(Coury F, et al. Nature Med. 14: 

81-7, 2008)。 

７．LCH では、破骨細胞は骨病変のみならず
皮膚やリンパ節病変部位にも存在し、組織
破壊の主役となる（da Costa CE, et al. J Exp 

Med.201: 687-93, 2005)。 

８．難治性で再燃を繰り返す LCH に対し破
骨細胞を抑制するビスフォスフォネート製
剤が有効である(Morimoto A, et al. Pediatr 

blood cancer. 56: 110-5, 2011)。 

 

［LCH の病因と病態仮説］骨免疫学的知見よ
り以下のように仮説を立てた。 

 

LCH を発症する患者においては、単球から
破骨細胞への分化を促進するオステオポン
チン遺伝子などに遺伝的な異常があり、以下
のような機序で LCH を発症する。 

① 単球の未熟樹状細胞（LCH 細胞）への分
化亢進 ② 未熟樹状細胞（LCH 細胞）の成
熟樹状細胞への分化減弱 ③ 未熟樹状細胞

（LCH 細胞）の破骨細胞への分化亢進 ④ 

破骨細胞の機能亢進と組織破壊 

［LCH の新規治療戦略］ 

①未熟樹状細胞から破骨細胞への分化阻止
と②破骨細胞の抑制が、新たな LCH 治療の
ターゲットとなると考えられる。よって、骨
粗鬆症の治療薬として使用・開発されている
ビスフォスフォネート製剤やカテプシン K

阻害剤、オステオポンチン抗体などは LCH

治療薬剤として臨床応用が期待される。 

 

２．研究の目的 

LCH における骨破壊の分子病態を骨免疫
学的に明らかにし、骨粗鬆症の治療薬として
開発されている破骨細胞抑制薬を応用した
LCH の新規治療戦略を検討する。 

 

３．研究の方法 

1) 患者血清における Osteopontin の解析 

１．インフォームドコンセントが得られた
LCH 患者 48 例（年齢中央値 3.0 歳、範囲
0.4-19.0 歳）、コントロール（病勢の安定し
た非炎症性疾患の患者）26 例（年齢中央値
4.0 歳、範囲 0.3 歳～17.0 歳）から、血清を
採取し、-80℃で保存した。 

２．LCH 患者は、病変の範囲によって、多臓
器型と単一臓器型に分類し、さらに多臓器
型はリスク臓器（肝、脾、造血器）浸潤陽
性と陰性に分けた。 

３．血清全長型 OPN濃度を human Osteopontin 

ELISA kit (R＆D systems)で測定した。 

４．マン・ホイットニーU検定で、病型別に
比較し、p<0.05 を有意差ありと判断した。 

 
2) 未熟樹状細胞から破骨細胞分化における
Osteopontin の役割の解明 

1. 単球から未熟樹状細胞、破骨細胞の分化誘
導：a) 健康成人末梢血から単球を分離した。 
b) GM-CSF /IL-4 で刺激し、未熟樹状細胞へ
の分化を誘導した。c) 未熟樹状細胞を
RANKL/M-CSFで刺激し、破骨細胞への分
化を誘導した。d) 破骨細胞特異的マーカー
である酒石酸抵抗性産生フォスファターゼ
（Tartrate resistant acid phosphatase: TRAP）を
染色し、核は Hoechst33342 で染色し、TRAP

陽性かつ核が 3 つ以上の細胞を破骨細胞と
して数えた。 

2. 破骨細胞分化に伴う osteopontin (OPN)の
発現の検討：a) 単球、未熟樹状細胞、破骨
細胞分化 4日目、8日目、12 日目の RNAを
抽出し、分化に伴い OPN mRNAが上昇する
か real time RT-PCRを用い相対定量解析した。
b) 細胞質内の OPN の発現は、蛍光免疫染色
で確認した。c) 未熟樹状細胞分化 5 日目、
破骨細胞分化 4 日目、8 日目、12 日目の培
養上清を採取し、OPN濃度を測定した。OPN

には、全長型と切断型の２種類があり、そ



 

 

れぞれ human osteopontin ELISA kit (R＆D 

systems)、human osteopontin N-half assay kits 

(IBL)で測定した。 

3. 破骨細胞分化に伴う OPN 受容体の発現の
検討：a) 未熟樹状細胞、破骨細胞における
全長型 OPN 受容体 αvβ3および切断型 OPN

受容体 α9β1の発現を、real time RT-PCR、蛍
光免疫染色で確認した。 

4. OPN阻害による分化抑制作用の検討：a) 

単球または未熟樹状細胞に、OPNに対する
short interference RNA (siRNA)を導入し、破
骨細胞への分化が抑制されるかを、分化 7

日目に破骨細胞数を数え検討した。b) 未熟
樹状細胞から破骨細胞分化の系に、全長型
OPN の受容体への結合を阻害する RGD 

peptide、切断型 OPNの受容体への結合を阻
害する SVVYGLR peptide を添加し、破骨細
胞への分化が抑制されるかを、分化 7日目
に破骨細胞数を数え検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

1) 患者血清における Osteopontin の解析 

LCH 患者血清全長型 OPN濃度（中央値、四
分位数範囲）は、多臓器型リスク臓器陽性
240.3 ng/ml (137.6-456.0 ng/ml)、多臓器型リ
スク臓器陰性 67.3 ng/ml (44.0-112.1 ng/ml)、
単一臓器型 63.9 ng/ml (39.1-98.5 ng/ml)、コン
トロール 47.7 ng/ml (26.8-79.4 ng/ml)で、図 1

に示すとおり、多臓器型リスク臓器陽性が
他と比較して有意に高値であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) 未熟樹状細胞から破骨細胞分化における
Osteopontin の役割の解明 

1. 健康成人単球由来未熟樹状細胞が破骨細

胞に分化する際、OPN mRNAは、図 2に示
すように有意に上昇した。細胞質内 OPNタ
ンパクは、免疫染色で確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. 破骨細胞分化に伴い、培養上清中の全長
型および切断型 OPNは有意に上昇した（図
3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 破骨細胞分化に伴い、全長型 OPN受容体
αvβ3、切断型 OPN 受容体 α9β1 共に、発現
は有意に上昇した（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 単球に OPN siRNAを導入すると、破骨細
胞分化は阻害された。しかし未熟樹状細胞
に OPN siRNAを導入したところ、破骨細胞
分化に影響はなかった（図 5）。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. 未熟樹状細胞から破骨細胞分化の系に、
全長型 OPN の受容体への結合を阻害する
RGD peptide を添加した場合は、破骨細胞分
化に影響はなかったが、切断型 OPNの受容
体への結合を阻害する SVVYGLR peptide を
添加したところ、破骨細胞分化は有意に阻
害された（図 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) 研究成果まとめ 

1. 多臓器型リスク臓器浸潤陽性 LCH 患者
では、血清中全長型 OPN値が有意に上昇し
ていた。 

2. 破骨細胞培養実験では、分化に伴い、全
長型、切断型 OPN の発現が上昇した。 

3. 単球が未熟樹状細胞に分化する段階で、
OPN の発現を抑制すると、破骨細胞への分
化は阻害された。 

4. 切断型 OPN受容体を阻害すると、破骨細
胞への分化は抑制された。 

 

4) 考察 

オステオポンチンは、炎症性サイトカイン
であるが、破骨細胞による骨吸収を促す機
能も持つ (Standal T, et al. Exp Oncol. 26: 

179-184, 2004)。臨床検体の解析では、LCH

の中でも予後不良群である多臓器型リスク
臓器陽性において、血清 OPN 値が高値であ
った。これは、オステオポンチンが LCH に
おけるサイトカインストームの構成因子で
あり、さらに病変の拡大、病勢に関与する
ことを示唆する。LCH 細胞は未熟樹状細胞
の性質をもち、炎症環境下では、融合して
破骨細胞に分化する(Rivollier A, et al. Blood. 

104: 4029-37, 2004)。今回我々のおこなった
実験では、未熟樹状細胞が破骨細胞に分化

する際、オステオポンチンが不可欠であり、
特に切断型オステオポンチンが重要である
ことがわかった。切断型オステオポンチン
は、全長型より炎症惹起作用が強く、関節
リウマチの増悪因子として報告されている
(Yamamoto N, et al. J Clin Invest. 112: 181-188. 

2003.)。LCH の病態にも切断型オステオポン
チンが深く関与している可能性があり、今
後臨床検体での解析も必要である。 
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