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緒 言 

 進行口腔扁平上皮癌 (以下，OSCC) において高頻度に生じる顎骨浸潤は，癌治療に対

する抵抗性や予後不良の大きな要因である 1) ．骨浸潤を伴う OSCC の治療の第一選択

は外科的切除であるものの，広範な顎骨および周囲軟組織の切除は咀嚼・嚥下機能障害

や顔貌変形を引き起こし，患者の QOL を著しく低下させる 2) ．一方で，OSCC におけ

る骨浸潤を制御する分子機構や，治療にあたり重要な臨床病理学的特徴と密接に結びつ

く関連因子については，未だ十分に解明されていない． 

これまで，悪性腫瘍に伴う骨破壊機構に関しては，腫瘍細胞由来の Parathyroid 

Hormone-related Protein (PTHrP) ，Interleukin-6 (IL-6) などが Receptor Activator of Nuclear 

Factor-B Ligand (RANKL) の発現を誘導し，Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) や

Nuclear Factor-kappa B (NF-B) の経路を介してNuclear Factor of Activated T-cells, cytoplasmic 

1 (NFATc1) を誘導することで破骨細胞分化を促進することが報告されており，骨肉腫

や乳癌骨転移モデルにおいて詳細に解析されてきた 3, 4) ．これらの骨転移を生じる腫瘍

では，腫瘍細胞が血行性に骨髄内に定着し，骨髄微小環境において破骨細胞を誘導・活

性化しながら骨破壊を惹起する 5) ．一方，OSCCは骨髄側ではなく皮質骨側から直接浸

潤することを起点として骨破壊を生じるという特徴的な病態を示す 6) ．このことは，

OSCC の骨破壊には他の癌種とは異なる分子機構が関与していることを示唆している

が，その詳細は明らかとなっていない． 

我々は，この新たな分子機構の一端を担う候補因子として血管新生因子 Angiogenin 

(以下，ANG) に注目してきた．ANGはヒト結腸癌細胞株 HT-29 の培養上清から単離さ

れた血管新生因子であり，リボヌクレアーゼスーパーファミリーに属する分泌性糖タン

パク質である 7) ．ANG は 123 アミノ酸から構成され，リボヌクレアーゼ A (RNase A) 

と約 33% の相同性を有する 8) ．ANG は RNase 活性を介して tRNA を切断し，細胞ス

トレス応答や翻訳抑制を誘導し，自然免疫や細胞の生存にも関与する 9) ．また，ANGは

細胞内に取り込まれた後に核へ移行し，rRNA転写を促進することで細胞増殖や血管新

生を誘導する 10) ．さらに近年では，ANG がその受容体である Plexin-B2 (PLXNB2) に

結合し，骨微小環境における血管新生を促進することや，癌細胞において

Phosphoinositide 3-Kinase/ Protein Kinase B (PI3K/Akt) や Extracellular Signal-Regulated 

Kinase 1/2 (ERK1/2) 経路などの細胞内シグナル伝達を活性化することで，細胞の生存・

遊走・分化，血管新生を制御することが報告されている 11-13) ． 

ANGの高発現は前立腺癌，肺癌，膀胱癌など多くの固形腫瘍で報告されている 14, 15) ．

特に，血清 ANG濃度は大腸癌，急性骨髄性白血病，多発性骨髄腫などで上昇しており，

腫瘍進展や転移能と相関する 16) ．さらに，ANGは腫瘍細胞の浸潤・遊走能を亢進させ

ることや，腫瘍微小環境における血管新生および免疫回避にも関与することが報告され

ている 15, 17-19) ．これらの知見から，ANGは腫瘍増殖・血管新生・浸潤・免疫応答調節

を包括的に制御する枢軸的な因子であり，癌治療の有望な分子標的として注目されてい



る． 

我々は，OSCC細胞株において ANGの発現が顕著に高いこと，ANGの発現抑制によ

り OSCC 細胞の増殖能が低下することを見出した 14) ．さらに，ANG は in vitro におい

て破骨細胞分化を促進することを報告した 20) ．これらの知見は，ANGが腫瘍自身の増

殖や血管新生を促進するのみならず，PLXNB2 を介して破骨細胞を活性化し，腫瘍の骨

浸潤を促進する可能性を示唆している．したがって，ANG を分子標的とした新たな治

療戦略は，腫瘍の増殖抑制および血管新生阻害に加え，破骨細胞活性を抑えることで骨

破壊を制御する効果が期待される．しかし，ANG がどのような分子経路を介して破骨

細胞分化を促進するのか，また OSCC由来 ANGが骨破壊にどのように寄与するのかに

ついては，依然として不明な点が多い． 

本研究では，OSCC由来 ANGが PLXNB2 を介して破骨細胞分化を促進する分子メカ

ニズムを解明し，OSCCに伴う骨浸潤におけるその役割について検討を行った． 

 

材料と方法 

1. 試薬 

 本研究で使用した抗 IB抗体 (ウサギポリクロナール抗体) ，抗 p-p38抗体 (ウサギモノ

クロナール抗体) ，抗 p38 抗体 (ウサギポリクロナール抗体) ，抗 p-ERK 抗体 (ウサギモノ

クロナール抗体) ，抗 ERK 抗体 (ウサギポリクロナール抗体) ，抗 GAPDH抗体 (ウサギモ

ノクロナール抗体) ，抗 RANK抗体 (ウサギポリクロナール抗体) ,抗 p-Akt抗体 (ウサギモ

ノクロナール抗体) ，抗 Akt 抗体 (ウサギポリクロナール抗体) ，HRP 標識 anti-rabbit IgG

抗体は Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) より購入した．抗 ANG 抗体 (ウサギポ

リクロナール抗体) は Proteintech Group (Rosemont, IL, USA) より購入した．Anti-rabbit Alexa 

Fluor® 555–conjugated secondary antibodyは Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) より

購入した． 

 

2. 細胞培養 

本研究は，岡山大学動物実験委員会承認 (承認番号：OKU-2025462) のもと実施した．骨

髄由来マクロファージ (bone marrow-derived macrophages; BMM) は，6週齢 C57BL/6J系雄

マウス (CLEA Japan, Tokyo, Japan) の大腿骨および脛骨骨髄内から採取した．具体的に，骨

髄腔を， Alpha Minimum Essential Medium (-MEM; Thermo Fisher Scientific) に 10% ウシ胎

児血清 (FBS; Thermo Fisher Scientific) および 1% ペニシリン・ストレプトマイシン溶液 

(P/S；Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を添加した培地にてフラッシュアウトして骨髄細胞を回

収し，一日培養後，非接着性細胞のみを回収し，BMMとして用いた．  

マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞  (JCRB Cell Bank, National Institutes of 

Biomedical Innovation, Health and Nutrition, Osaka, Japan) は，-MEMに 10% FBSおよび 1% 

P/Sを添加した培地にて培養した． 



マウス OSCC 細胞株 MOC2 (Kerafast, Boston, MA, USA) は，628 mL Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium (IMDM; Cytiva, Marlborough, IL, USA) ，313 mL Ham’s F-12 (Cytiva) ，50 

mL FBS，2 mL P/S，1 mL insulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ，800 L hydrocortisone 

(Sigma-Aldrich) ，4.4 L Epidermal Growth Factor (EGF; MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) 

を混合した培地にて培養した． 

ヒト胎児腎臓由来 HEK293T 細胞 (RIKEN BRC, Ibaraki, Japan) は High glucose Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM; Thermo Fisher Scientific) に 10% FBS，1% P/S，1% Non-

Essential Amino Acids (NEAA; Thermo Fisher Scientific) を加えた培地にて培養した．いずれの

細胞も，37℃，5% CO₂加湿インキュベーターで維持した． 

 

3. 破骨細胞分化 

大腿骨および脛骨骨髄より採取した BMM を 2×106 cells/mL となるよう希釈し，96 well 

plateに 200 Lずつ播種し，10 ng/mL Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF; FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan)存在下で 3日間培養した後，25 ng/mL RANKL 

(Oriental Yeast, Tokyo, Japan)および 10 ng/mL M-CSF存在下で 7日間培養した．RAW264.7 細

胞は 5×103 cells/mL となるよう調整し 96 well plate に 150 L ずつ播種した後，25 ng/mL 

RANKL および 10 ng/mL M-CSF存在下で 4日間培養した．培養期間中，リコンビナントヒ

ト ANG (rhANG; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) を BMM には 0, 0.25, 0.5 g/mL，

RAW264.7細胞には 0, 0.5, 1.0 g/mLの濃度で添加した．破骨細胞は，Tartrate-Resistant Acid 

Phosphatase (TRAP) 染色キット (Sigma-Aldrich) を用いて染色を行った．TRAP 陽性細胞の

うち 3 核以上の多核細胞を破骨細胞として計測した．細胞は Nikon Microphot FX (Nikon, 

Tokyo, Japan) を用いて観察・撮影した．各実験は独立して 3 回繰り返し，再現性を確認し

た．  

 

4. ウエスタンブロット法 

細胞を Phosphate-buffered saline (PBS) で洗浄後回収し，ホスファターゼ阻害剤カクテル 

(Nacalai Tesque) を添加した RIPA Lysis Buffer System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

に懸濁した．タンパク質濃度は DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) により定量し，調

整後，10 gのタンパク質をMini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (Bio-Rad Laboratories) に

て分離し，Trans-Blot® Turbo™ PVDF Transfer Pack (Bio-Rad Laboratories) へ転写した．PVDF

膜を 5%スキムミルク含有 Tris-Buffered Saline with Tween 20 (以下，TBS-T) で 1時間ブロッ

キングを行い，一次抗体 (1:1000 希釈) と 4℃で一晩反応させた．翌日，TBS-T で洗浄後，

二次抗体 (1:1000希釈) を室温で 2時間反応させた．検出は Immobilon® Forte Western HRP 

Substrate (MilliporeSigma) を用いた化学発光法で行った．各実験は独立して 3回繰り返し，

再現性を確認した． 

 



5. Quantitative polymerase chain reaction (qPCR） 解析 

TriRegent (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) により全 RNA を抽出し，

PrimeScript RT Master Mix (Takara Bio, Shiga, Japan) により逆転写を行った．qPCR 解析は

Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) を用いて One Step 

Plus (Thermo Fisher Scientific) により実施した．相対的 mRNA 発現量は-actinを内因性コン

トロールとして，ΔΔCt 法により算出した．qPCR に用いたプライマー配列は表 1 に示す．

各実験は独立して 3回繰り返し，再現性を確認した． 

 

6. small interfering PLXNB2 (siPLXNB2) トランスフェクション 

RAW264.7細胞を 6 well plateに播種し，翌日 3.75 L Lipofectamine® 3000 Regent (Thermo 

Fisher Scientific) , 2.5 L siPLXNB2 RNAi (Thermo Fisher Scientific, 5’-CCGCACGACAAU 

GGUAUCAUCGUGA -3’) を溶解した 500 L Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) に置換し 3

時間培養した．その後 10% FBS 添加-MEM に置換し，14 時間培養した．コントロール 

(siCtrl) は 3.75 L Lipofectamine® 3000 Regent (Thermo Fisher Scientific) を溶解した 500 L 

Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) で同様の処理を行ったものとした． 

 

7. short hairpin ANG (shANG) トランスフェクション 

本研究は，岡山大学組み換え DNA 実験安全管理委員会承認 (承認番号：24168) のもと実

施した．表 2に示すレンチウイルスベクターを，50 L 大腸菌（Escherichia coli，E.coli DH5

株; TOYOBO, Osaka, Japan) にプラスミド 3 Lを混和し，氷上にて 30分インキュベートし

た．42℃で 2分加熱し，LB 培地 (Thermo Fisher Scientific) を 300 L 加えて 37℃で 1時間イ

ンキュベートした．その後 100 g/mL ampicillin (Sigma-Aldrich) 添加 LB寒天培地 (Thermo 

Fisher Scientific) に播種し，翌日コロニーをピックアップすることでシングルクローン化し

た．ピックアップしたコロニーを LB 培地で 18時間培養し，Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Venlo, 

The Netherlands) にてプラスミドを回収した．HEK293T細胞を 4×105 cellsで 60 mm dish に

播種し，ベクターおよびパッケージングベクター  (pMDLg/pRRE, pRSV-Rev, VSVG； 

Addgene, Watertown, MA, USA) を PEI-MAX (Polysciences, Warrington, PA, USA) を用いてト

ランスフェクションした．24 時間後に培地を交換し，さらに 24 時間後と 48 時間後に培養

上清を回収した．回収した培地を 0.45 mのフィルターに通し，Lenti-X GOStix plus (Takara 

Bio) にてウイルス生成を確認した．その後，8 g/mL 臭化ヘキサジメトリン (Sigma-Aldrich) 

とウイルス液 2 mL を混合し，MOC2 細胞に添加し，1200×g で１時間プレート遠心を行っ

た．翌日培地を通常に戻し，2 g/mL puromycin (Thermo Fisher Scientific) を用いセレクショ

ンを 4 日間行った．形質導入の陰性対照として shCtrl ベクターを使用した．shANG 導入に

ついて qPCR，蛍光免疫染色にて確認した．各実験は独立して 3回繰り返し，再現性を確認

した． 

 



8. 免疫蛍光染色 

shCtrlおよび shANGトランスフェクションを行ったMOC2細胞をカバーガラス上に播種

し，一日培養を行った．カバーガラスを PBS で洗浄し，4% paraformaldehyde (以下，PFA) に

て 10分間固定した．PBSで洗浄し，氷上で 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) を 2 分間処理

した．PBS で洗浄後，5% BSA (Nacalai Tesque) にて 2時間ブロッキングを行った．一次抗体 

(1:200希釈) と 4℃で一晩反応させた．翌日 PBS で洗浄後，二次抗体 (1:200希釈) を室温で

2 時間反応させた．SlowFade™ Glass Soft-set Antifade Mountant, with DAPI (Thermo Fisher 

Scientific) により核染色し，封入を行った．All-in-one Fluorescence Microscope BZ-X 810 

(KEYENCE, Osaka, Japan) を用いて撮影した．各実験は独立して 3回繰り返し，画像データ

については 3回のうち最も代表的なものを掲載した． 

 

9. MOC2 conditioned medium (CM) の作製と CMによる破骨細胞形成 

MOC2 細胞を 35 mm dishに 6.5×104 cellsで播種し，2日間培養した．得られた CM を回収

し，RAW264.7 細胞を用いた破骨細胞分化系に最終濃度 7%となるよう添加し，4 日間培養

後 TRAP染色を行った．各実験は独立して 3回繰り返し，再現性を確認した．  

 

10. マウス OSCC移植モデルの作製とマイクロ CTおよび組織学的解析 

本研究は，岡山大学動物実験委員会承認 (承認番号：OKU-2025462) のもと実施した．

shCtrl および shANG MOC2 細胞をそれぞれ C57BL/6J 雄マウス (7 週齢) の片側咬筋内に

1.0×104 cellsを Hank’s Balanced Salt Solution (Thermo Fisher Scientific) で懸濁し注入した．生

着後 2週間飼育した後，頭部を摘出し，4％ PFAにて 2週間浸漬固定を行った．固定後，マ

ウス頭部組織をマイクロ CT (Latheta LCT-200, ALOKA, Tokyo, Japan) にて撮影を行った．撮

影後の DICOMデータを 3D Slicer (version 5.8.1; 3D Slicer community, Brigham and Women’s 

Hospital, Boston, MA, USA) にて stlデータに変換し，Blender (Blender Foundation, Amsterdam, 

Netherlands) にて 3D構築した．その後，組織切片作成のため，マウス頭部組織を 10％ EDTA・

2Na液 (Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan) に 2週間浸漬し，脱灰を行い，前頭断のパラフ

ィン切片を作製した．作製した切片は TRAP 染色を行い，All-in-one Fluorescence Microscope 

BZ-X 700 (KEYENCE) を用いて撮影した．各実験は独立して 3 回繰り返し，画像データに

ついては 3回のうち最も代表的なものを掲載した． 

 

11. 統計学的解析 

データは平均値±SD で表した．統計的有意差は EZR (Saitama Medical Center, Jichi Medical 

University, Saitama, Japan) を使用した一元配置分散分析 (one-way ANOVA) にて判定した．

2 群間の比較は Turkey法にて解析し，p<0.05 を有意差ありとした． 

 

結 果 



1. ANG は RANKL による破骨細胞形成を増強する 

ANG の破骨細胞形成における影響を検討するため，BMM を用いた RANKL 誘導破骨細

胞形成系に rhANG を添加した．RANKL 非存在下では TRAP 陽性多核細胞の形成はほとん

ど認められなかったが，RANKL 存在下では rhANG 添加量に依存して TRAP 陽性多核細胞

数が有意に増加した (図 1-A) ．具体的には，0.25 g/mL rhANGでコントロールの 3.0倍，

0.5 g/mL rhANG で 5.0倍の TRAP陽性細胞を認めた (図 1-B) ．また，RAW264.7細胞にお

いても BMM と同様に rhANG により破骨細胞形成が促進され，0.5 g/mL rhANG でコント

ロールの 2.1倍，1.0 g/mL rhANGで 2.3倍の TRAP 陽性細胞を認めた (図 1-C, D) ．以上の

結果から，ANGは RANKL による破骨細胞分化を増強する因子であることが示唆された． 

 

2. ANG は破骨細胞分化シグナル経路を活性化する 

ANG が破骨細胞分化を増強するメカニズムを明らかにするため，RANKL により誘導さ

れる細胞内シグナル伝達への影響をウエスタンブロット法により解析した．ANG 非存在下

において RANKL 刺激により IBの分解および p38・ERK のリン酸化が誘導されたが，

rhANGを前処理した細胞ではこれらの変化がいずれも増強された (図 2) ．以上の結果より，

ANG は RANKL 関連シグナル伝達をさらに誘導し，破骨細胞分化を促進することが示唆さ

れた． 

 

3. ANG は RANKの発現を誘導する 

ANG が RANKL により誘導されるシグナルを増強することから，RANKL の受容体であ

る RANK の発現に対する ANG の役割について検討を行った．RAW264.7 細胞に rhANG を

添加し 24 時間培養したところ，濃度依存的に RANK の発現を遺伝子レベルから誘導した 

(図 3-A, B) ．また，RANK 発現には NF-B, ERK, Akt経路の関与が報告されているため 21-

23) ，これらの経路における ANGの作用を検討した．その結果，ANG が IBの分解や ERK, 

Aktのリン酸化を誘導することが明らかとなった (図 3-C) ．以上より，ANG はこれらのシ

グナルを介して RANK 発現を誘導し，RANKL に対する感受性を高めることで破骨細胞形

成を促進することが示唆された． 

 

4. ANG による破骨細胞誘導作用は PLXNB2を介する 

ANG による破骨細胞形成誘導が PLXNB2を介するか検討するため，Raw264.7 細胞に Ctrl

および PLXNB2 siRNAを導入し，RANKL による破骨細胞形成を行った．siCtrl細胞におい

ては，RANKL により破骨細胞形成が誘導され，さらに ANG 処理では大型の破骨細胞形成

が認められ (図 4-A 上段) ，その数も増加していた (図 4-B) ．一方 siPLXNB2 細胞では

RANKL により破骨細胞形成が誘導されるものの，ANG によるさらなる破骨細胞形成誘導

は認められなかった (図 4-A 下段, B) ．以上より，ANG による破骨細胞形成誘導は PLXNB2

を介することが示唆された． 



 

5. OSCC 由来 ANGは RANK 発現を誘導し破骨細胞形成を促進する 

OSCC 由来 ANGの破骨細胞形成への役割を検討するために，MOC2細胞を用いて，恒常

的に ANG の発現を抑制した shANG細胞および対照群となる shCtrl細胞を樹立した．qPCR

により shANG 細胞では ANG mRNA 発現が shCtrl 細胞と比較して約 90% 抑制されていた 

(図 5-A) ．免疫蛍光染色においても shANG 細胞における ANG の蛍光強度の低下を認めた 

(図 5-B) ．腫瘍由来 ANG の破骨細胞形成における役割を検討するために，shCtrl 細胞およ

び shANG 細胞の CM を回収し，RAW264.7 細胞の破骨細胞分化系に添加した．その結果，

shCtrl CM は破骨細胞形成を 2.9 倍に促進した一方で，shANG CM は 1.7 倍の促進にとどま

り，shCtrl CMと比較して有意に低値であった (図 5-C, D) ．また，RAW264.7細胞にそれぞ

れの CMを添加し，RANK の発現を検討したところ，shCtrl CMは 3.0倍の発現誘導を示し

た一方で，CM は 1.6 倍にとどまり，有意に低値であった (図 5-E) ．これらの結果より，

OSCC 由来 ANGが RANK 発現を誘導し，破骨細胞分化を促進することが示された． 

 

6. マウス OSCC移植モデルにおいて ANG は破骨細胞形成を増強する 

OSCC の骨破壊に対する ANG の影響を調べるため，マウス咬筋に shCtrl または shANG

細胞を移植したマウス OSCC 移植モデルを作製し，組織学的解析および X 線学的解析を行

った (図 6-A) ．その結果，shCtrl 細胞移植部では大型の TRAP 陽性の多核の細胞を多く認

め，骨吸収像も顕著に認められた．一方，shANG 細胞移植部では TRAP 陽性細胞は認めら

れるものの，shCtrl細胞移植部と比較してそのサイズは小さく，顕著な骨吸収像も認められ

なかった (図 6-B, C) ．さらに，マイクロ CT解析では，shCtrl細胞移植部において虫食い状

の広範な骨破壊が認められたのに対し，shANG 細胞移植部では，骨破壊が明らかに抑制さ

れていた (図 6-D) ． 

 

考 察 

本研究では，OSCC細胞由来の ANGが破骨細胞分化を促進し，顎骨浸潤を増強すること

を明らかにした．また，OSCC 由来 ANG は破骨細胞前駆細胞おいて，PLXNB2 を介して

RANK の発現を誘導し，RANKL に対する感受性を高め，RANKL 依存的な破骨細胞分化を

促進することが明らかとなった．さらに in vivoのマウス OSCC移植モデルにおいても ANG

ノックダウン腫瘍移植部では TRAP 陽性破骨細胞と骨破壊が顕著に減少し，腫瘍細胞由来

ANG が骨破壊の促進因子として作用していることが明らかとなった．以上より，ANG は，

顎骨浸潤能を示す OSCCに対する治療の分子標的となると考えられる． 

先行研究において，ANGが腫瘍細胞や血管内皮細胞において ERK や Aktを活性化し，細

胞増殖や血管新生を促進することが報告されているが 11-13) ，ANGが破骨細胞分化に直接作

用し RANKL シグナルを増強させることで腫瘍による骨破壊に関与する役割を示唆した研

究は，これまで報告されていない．Aokiらは ANG による破骨細胞誘導を示しているが 20) ，



本研究においてはその詳細な機序として，RANK–RANKL シグナルを ANGが増強している

点を分子レベルで明らかにした．特に，ANG が RANK の発現を誘導するという知見は，

RANK の感受性を増強する新たな機構であり，PTHrP や IL-6 など既知の腫瘍性破骨促進因

子とは一線を画す特徴を示す．そして，PLXNB2ノックダウンにより ANGの破骨促進作用

が消失したことから，破骨細胞前駆細胞においても ANG–PLXNB2 シグナル軸が機能する

ことを初めて実証した． 

本研究では，ANG 刺激により破骨細胞前駆細胞において NF-B, ERK, Akt の活性化が認

められた．これらのシグナル経路は，破骨細胞前駆細胞における RANK 発現を誘導し，

RANKL に対する感受性を高めることが報告されている 21-23) ．本研究において ANG刺激に

より RANK発現が濃度依存的に上昇していたことから (図 3-A, B) ，ANGにより誘導され

るこれらのシグナルの活性化は，RANK 発現を上昇させるための上流経路として機能して

いると考えられる．すなわち，RANKL シグナル伝達の起点となる RANK の発現量が増加

することで，前駆細胞の RANKL 応答性が高まり，わずかな RANKL 刺激や生理学的な

RANKL濃度でも破骨細胞分化が惹起されやすい“高感受性状態”が形成されると推察される．

これらの知見から，ANGは破骨細胞前駆細胞 RANKL感受性を高める priming factorとして

作用する可能性が示唆される．さらに，腫瘍細胞由来 ANG が in vivoにおいて強力な骨破壊

促進作用を示した点は，腫瘍細胞が分泌する ANGが破骨細胞分化を増強する外因性因子と

して中核的な役割を果たしていることが示唆される． 

OSCC はしばしば顎骨へ直接浸潤し重篤な骨破壊を生じるが，ANG は腫瘍細胞と周囲破

骨細胞の両方に作用するため，ANG を標的とする治療は腫瘍増殖抑制のみならず骨破壊抑

制も併せ持つ効果が期待できる．さらに，PLXNB2阻害が破骨細胞における ANGの作用を

特異的に阻害しうることから，従来のビスフォスフォネートや抗 RANKL 抗体といった骨

吸収抑制薬とは異なる新規治療戦略として発展する可能性がある．また，OSCC 細胞におけ

る ANG発現量が OSCCの骨浸潤リスクを反映する指標となり得る可能性も示唆される．将

来的には，血清あるいは唾液中の ANG を，OSCCの病態・予後・治療応答性を反映し得る

バイオマーカーとして応用できる可能性がある． 

本研究では，破骨細胞系に対する ANG の作用を中心に解析したが，骨髄間質細胞，骨芽

細胞，血管内皮細胞や免疫系細胞など，他の骨微小環境構成細胞に対する影響については十

分に検討されていない．したがって，ANG の微小環境全体の包括的理解にはさらなる検討

が必要である．また，ANGは PLXNB2に加えて，Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) 

を認識することが報告されており 24) ，破骨細胞においても PLXNB2 以外の受容体経路が作

用している可能性がある．この点については，ANG の上流シグナルの詳細な解明が今後必

要と考える．さらに，腫瘍微小環境においては IL-6, PTHrP, Stromal cell-derived factor-1 (SDF-

1/CXCL12) のような複数の骨破壊誘導因子が存在しており 25, 26) ，これらとの相互作用の中

で ANGがどの程度，貢献しているのかについては，より詳細な解析が必要と考える．加え

て，in vivo 解析では MOC2 細胞を用いた単一の OSCC モデルでのみ解析しており，他の



OSCC 細胞株を用いた検証や患者検体を対象とした病理学的解析を行うことで，得られた知

見の普遍性と臨床的妥当性をより高める必要がある．また，OSCC 細胞由来 ANGの骨浸潤

促進作用が，腫瘍量そのものの差異とどの程度独立しているのかについても，より定量的な

腫瘍体積補正解析や，骨に対する腫瘍接触面を揃えた条件下での解析が必要である． 

本研究は，OSCC由来 ANGが PLXNB2を介して RANKLシグナルを増強し，破骨細胞分

化と腫瘍による骨破壊を促進することから，ANG は腫瘍および周囲骨微小環境において骨

破壊の中核を担う因子として作用することが明らかとなった．以上より，ANG または

PLXNB2を標的とした治療戦略は，OSCC による顎骨破壊を抑制する新規治療アプローチと

して有望であり，今後の臨床応用に向けたさらなる研究が期待される． 

 

結 論 

 

OSCC 由来 ANGは PLXNB2を介して破骨細胞分化を促進することで，OSCCによる顎骨

破壊病変を増悪させる可能性が示唆された． 
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 (指導：伊原木聰一郎教授)  

 

図の説明 

 

図 1． ANGによる破骨細胞形成促進効果 

 (A) BMMを RANKL (50 ng/mL) 存在下で培養し，rhANG (0，0.25，0.5 g/mL) を添加して

7 日間培養した後，TRAP 染色を行った (スケールバー：200 m) ．各群 N=3. 代表的な結

果を掲載． (B) 3 核以上の TRAP 陽性破骨細胞数を計測した．*は P < 0.05 を示す．各群

N=3. 代表的な結果を掲載． (C) RAW264.7 細胞を RANKL (25 ng/mL) 存在下で培養し，

rhANG (0，0.25，0.5 g/mL) を添加して 4日間培養した後，TRAP染色を行った (スケール

バー：200 m) ．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． (D) RAW264.7 細胞由来の 3 核以上の

TRAP陽性細胞を計測した．*は P < 0.05 を示す．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． 

 



図 2. ANGによる破骨細胞分化シグナル経路の活性化 

RAW264.7細胞を rhANG (1.0 g/mL) で 24時間前処理した後，RANKL (25 ng/mL) を 0，5，

10，15 分間刺激し，細胞から蛋白質を抽出した．抽出した蛋白質を SDS-PAGE 後，IB，

p-ERK，ERK，p-p38，p38 に対する抗体でウエスタンブロットを行った．GAPDH はローデ

ィングコントロールとして用いた．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． 

 

図 3. ANGによる RANK 発現誘導と下流シグナルの活性化 

 (A) RAW264.7 細胞に rhANG (0，0.5，1.0 g/mL) を添加し，24時間後に Rank mRNA 発現

を qPCR で解析した．発現量は-actinで正規化した．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． (B) 

同条件で蛋白質を抽出し，SDS-PAGE 後，RANK 抗体を用いてウエスタンブロットを行っ

た．GAPDH をローディングコントロールとした．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． (C) 

RAW264.7 細胞に rhANG (1.0 g/mL) を添加し，0，5，10，15 分で蛋白質を抽出し，SDS-

PAGE 後，IB，p-ERK，ERK，p-Akt，Aktに対する抗体を用いてウエスタンブロットを行

った．GAPDHをローディングコントロールとした各群．N=3. 代表的な結果を掲載． 

 

図 4. PLXNB2 ノックダウンによる ANG依存的破骨細胞形成の抑制 

 (A) siCtrlまたは siPLXNB2を導入した RAW264.7細胞を RANKL (25 ng/mL) および rhANG 

(1.0 g/mL) を添加し，4日後に TRAP染色を行った (スケールバー：200 m) ． (B) 3核以

上の TRAP 陽性細胞数を計測した．*は P < 0.05 を示す．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． 

 

図 5. MOC2細胞由来 ANG の破骨細胞形成への貢献 

 (A) shCtrlおよび shANG導入MOC2細胞の Ang mRNA発現を qPCR で解析した．発現量は

-actinで正規化した．*は P < 0.05 を示す．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． (B) 同細胞に

対し ANG に対する免疫蛍光染色を行った．赤：ANG，青：DAPI (スケールバー：100 m) ．

各群 N=3. 代表的な結果を掲載． (C) RAW264.7細胞を用いた RANKL 誘導破骨細胞分化系

に，shCtrl CMまたは shANG CM を添加し，4日後に TRAP染色を行った (スケールバー：

200 m) ．各群 N=3  (D) 3核以上の TRAP 陽性細胞数を計測した．*は P < 0.05 を示す．

各群 N=3. 代表的な結果を掲載． (E) RAW264.7細胞に shCtrl CMまたは shANG CMを添加

し 24時間培養後，Rank mRNA発現を qPCR で解析した．発現量は β-actinで正規化した．*

は P < 0.05 を示す．各群 N=3. 代表的な結果を掲載． 

 

図 6．マウス OSCC移植モデルにおける腫瘍由来 ANG の骨破壊促進作用 

 (A) MOC2 shCtrl 細胞および shANG 細胞を咬筋内に移植した OSCC マウスモデルの概念

図． (B) 移植部の頭部前頭断パラフィン切片に TRAP染色を行った全体像 (スケールバー：

250 m) ．各群 N=5. 代表的な結果を掲載． (C) 図 B の黒枠部分の拡大像．腫瘍 (Tumor) 

と骨 (Bone) の境界を破線で示した (スケールバー：40 m) ．各群 N=5. 代表的な結果を掲



載． (D) マイクロ CT 画像の 3D 再構築像．赤矢頭は顎骨の骨破壊部位を示す．各群 N=5. 

代表的な結果を掲載．  



  



  



  



  



  



  



  



  



  



 


