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研究成果の概要（和文）：我々はOsteoprotegerin (OPG) 欠損マウスにRANK様ペプチド（W9）を投与して，吸収
された歯槽骨に対する修復効果を検討した。歯槽骨吸収が惹起された12週齢のOPG欠損マウスに，W9を投与して6
日目に歯槽骨を解析した。W9投与は，槽骨吸収量を有意に減少させた。第一臼歯の根間中隔の歯槽骨の骨形態計
測より，OPG欠損マウスにおいて破骨細胞数の有意な増加が観察された。W9投与は，破骨細胞数を有意に減少さ
せた。W9投与は，Osterix陽性の骨芽細胞数を有意に増加させた。W9は，歯槽骨吸収抑制作用とともに骨形成促
進作用を有する新規の歯周病治療薬となり得ることが示された。

研究成果の概要（英文）：Osteoblasts express two key molecules for osteoclast differentiation, RANKL 
and osteoprotegerin (OPG), a soluble decoy receptor for RANKL. RANKL induces osteoclastogenesis, 
while OPG inhibits it by blocking the binding of RANKL to RANK, a cellular receptor of RANKL. 
OPG-deficient (OPGKO) mice exhibit severe alveolar bone loss with enhanced bone resorption. RANK 
peptide (W9) binds to RANKL and blocks RANKL-induced osteoclastogenesis. Here, we show that 
treatment with W9 restores alveolar bone loss in OPGKO mice by suppressing osteoclastogenesis and 
enhancing osteoblastogenesis. Administration of W9 to OPGKO mice significantly decreased the 
osteoclast number and decreased the osteoblast number in the alveolar bone. These results suggest 
that treatment of OPGKO mice with W9 suppressed osteoclastogenesis by inhibiting RANKL signaling and
 enhanced osteoblastogenesis in the alveolar bone. Taken together, W9 may be a useful drug to 
prevent alveolar bone loss in periodontitis.

研究分野： 医歯薬学
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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 
(1）歯周病は細菌感染による慢性炎症疾患で
ある。この宿主の慢性的な炎症反応により歯
周組織破壊および歯槽骨吸収が起こる。この
喪失した歯槽骨の垂直的な回復は容易でな
い。近年、エナメルマトリックス蛋白や
fibroblast growth factor-2 (FGF-2)などの
歯周組織再生薬が開発され一部臨床応用さ
れている。しかし、歯槽骨形成を直接促進す
る薬の開発は十分でない。また、骨粗鬆症治
療において、骨吸収を強力に抑制するビスホ
スホネート (BP) や抗 receptor activator 
of NF-κB ligand (RANKL) 抗体が臨床応用
されているが、骨形成促進薬の開発は十分で
ない。この為、骨形成促進薬の開発は重要で
あり、歯周組織においても骨形成促進薬の評
価は重要である。 
 
(2）歯周病モデルとして細菌感染や
lipopolysaccharide (LPS) 投与による動物
モデルが用いられる。しかし、細菌や宿主の
多様な因子が関与しており、薬の標的因子を
限定するのは困難である。近年、遺伝子改変
動物を用いた生体レベルでの遺伝子の機能
が急速に解明されつつある。我々のグループ
は、これまで骨代謝関連遺伝子の改変マウス
を用いて骨代謝機構の報告をしてきた （文
献 1）。申請者も RANKL 遺伝子の強発現マウス
を用いて、骨吸収抑制薬の作用を検討した。
更に、骨吸収が亢進した Osteoprotegerin 
(OPG) 遺伝子欠損マウスが自然発症型の歯
槽骨吸収モデルであることを示した。このモ
デルに骨吸収を抑制する抗RANKL抗体を投与
して、歯槽骨が維持されることを明らかにし
た。 
破骨細胞は骨を吸収する唯一の細胞であ

る。破骨細胞の分化には骨組織中の骨芽細胞
系細胞が必須である。骨芽細胞が発現する破
骨細胞分化誘導因子である RANKL と OPG は、
破骨細胞の分化制御に重要である。骨芽細胞
の細胞膜上に発現するRANKLが破骨細胞前駆
細胞の受容体 RANK に結合すると、前駆細胞
は多核の破骨細胞へ分化する。更に、成熟破
骨細胞も RANK を発現しており、RANKL は破骨
細胞を活性化する。 

破骨細胞に発現する RANK の構造を模倣し
て RANK 様ペプチドが開発された。このペプ
チドは、9個のアミノ酸から構成される環状
ペプチドである。RANK 様ペプチドは、RANK
のリガンドであるRANKLと結合して破骨細胞
形成や骨吸収を抑制する (文献 2）。最近、
RANK 様ペプチドは骨吸収抑制のみならず、骨
形成作用を持つことが明らかになった (文
献 3）。更に、RANK 様ペプチドは骨芽細胞に
直接作用して石灰化を促進すること、および
軟骨細胞の増殖や分化を促進することが示
された。RANK 様ペプチドは、RANKL を介して
骨芽細胞分化を促進することが示唆されて
いる。それらの作用は骨誘導因子 (BMP-2) 
により相乗的に促進されることも示された。 

２．研究の目的 
(1）歯槽骨吸収モデルに対する RANK 様ペプ
チドによる骨再生効果の解明 : OPG遺伝子欠
損の歯槽骨吸収モデルに RANK 様ペプチドを
投与して、歯槽骨吸収量や骨量を定量する。
骨吸収や骨形成を定量する。RANK 様ペプチド
による歯槽骨の再生効果を明らかにするこ
とである。 
 
(2）RANK 様ペプチドの骨形成促進機序の解
明 : RANK 様ペプチドによる OPG 遺伝子欠損
骨芽細胞の分化促進作用を明らかにする。マ
イクロアレイ解析により、RANK 様ペプチドの
骨形成促進因子を探索して骨形成促進機序
を明らかにすることである。 
 
(3）RANK 様ペプチド誘導性の骨形成因子の同
定 : RANK 様ペプチド誘導性の骨形成因子を
探索することである。 
 
３．研究の方法 
歯槽骨吸収モデルに RANK 様ペプチドを投与
して、歯槽骨の再生効果とその作用機序を解
明することが本研究の目標である。 
(1）歯槽骨吸収モデルへの RANK 様ペプチド
投与実験 : OPG遺伝子欠損マウスは全身性の
骨吸収亢進を呈する。歯槽骨は 8週齢より骨
吸収が進行して、12 週齢で重度の歯槽骨吸収
を呈する。RANK 様ペプチドは、3 回/日の 5
日間の皮下投与で、皮質骨の骨形成を促進す
る。A) 歯槽骨吸収を呈する 12 週齢の OPG 遺
伝子欠損マウスに RANK 様ペプチドを 3回/日
の 5 日間皮下投与する。B) 投与前後のマウ
ス歯槽骨をマイクロCTで撮影する。評価は、
ヒトと同様にセメントエナメル境から歯槽
骨頂までの距離を歯槽骨吸収量として測定
する。C) 歯槽骨および大腿骨の骨量を測定
する。これらの評価より、歯槽骨と全身に及
ぼす RANK 様ペプチドによる骨量増加効果を
明らかにする。 
 
(2）RANK 様ペプチドを投与した歯槽骨吸収モ
デルの生化学および組織学的解析 : RANK 様
ペプチドは、骨吸収抑制と骨形成促進を介し
て歯槽骨を再生すると想定されるため、両因
子の評価を行う。全身への作用は血清を解析
して、歯槽骨は免疫組織化学的に解析する。 
A) 血清中の骨吸収マーカーである TRAP5b
と骨形成マーカーである ALP 量を測定する。 
B) 歯槽骨の破骨細胞の数や分布の変化を解
析するため、破骨細胞マーカーであるTRAPや
カテプシンＫ染色を行う。骨吸収能を評価す
るため、骨表面で破骨細胞が占める割合を測
定する。C) 歯槽骨の骨芽細胞の数や分布の変
化を解析するため、ALPやオステオカルシン染
色を行う。骨形成能を評価するため、カルセ
イン2重ラベル間の距離を測定して、骨形成速
度を解析する。D) 全身への作用として、免疫
組織化学的に大腿骨の破骨細胞数と骨吸収能
を測定する。大腿骨の骨芽細胞数と骨形成速



度を測定する。歯槽骨と全身へのペプチドの
作用を解析する。これらの評価より、RANK様
ペプチドによる骨吸収抑制と骨形成促進作用
を明らかにする。 
 
(3）OPG 遺伝子欠損骨芽細胞に対する RANK 様
ペプチドの分化促進機序の解析 : OPG様ペプ
チドはRANKLと結合して骨形成を促進するこ
とが示された。つまり、OPG 遺伝子欠損マウ
ス由来の骨芽細胞では骨形成能が低下して
いる可能性がある。A) OPG 遺伝子欠損と対照
マウスの頭蓋骨より骨芽細胞を採取する。こ
れらの細胞に RANK 様ペプチド添加して石灰
化誘導培地で 4 週間培養して、ALP や
Alizarin Red 染色を行う。B)骨芽細胞に rOPG
や RANK 様ペプチドを添加して石灰化誘導培
地で1週間培養する。遺伝子発現を解析する。
rOPG と RANK 様ペプチドで共通に増加する骨
形成遺伝子の発現をリアルタイムPCR法で定
量する。これらより、RANK 様ペプチドによる
OPG 遺伝子欠損骨芽細胞の分化促進作用を明
らかにする。RANKL を介する RANK 様ペプチド
による骨芽細胞の分化促進機序を明らかに
する。 
 
(4）RANK 様ペプチドを投与した歯槽骨吸収モ
デルの遺伝子発現解析 : RANK 様ペプチドの
骨吸収抑制と骨形成作用及び新規骨形成因
子を転写レベルで解析する。歯槽骨よりトー
タル RNA を抽出して、骨吸収マーカーである
TRAPやカテプシンKと骨形成マーカーである
オステオカルシン発現をリアルタイムPCR法
で定量する。RANK 様ペプチドの歯槽骨の骨量
増加効果を転写レベルで明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1）歯槽骨吸収モデルへの RANK 様ペプチド
投与実験 : A) OPG 遺伝子欠損マウスの歯槽
骨は 12 週齢で重度の歯槽骨吸収を呈する。
マウス歯槽骨をマイクロ CT で撮影して、評
価を行った。RANK 様ペプチドは、3回/日の 5
日間の皮下投与で、歯根に囲まれた根間中隔
における歯槽骨の骨量が有意に増加した。こ
の骨量の増加は、強力な骨吸収抑制能を示す
BP のリセドロネイト（Rise）と同等であった 
(図１、2)。B) マイクロ CT 画像より、ヒト
と同様にセメントエナメル境から歯槽骨頂
までの距離を歯槽骨吸収量として測定した。
RANK 様ペプチドの投与は、歯槽骨吸収量を有
意に低下させた。これらの結果は、RANK 様ペ
プチドの投与は、歯槽骨の維持効果を示した。 

図 1．マウス根間中隔の CT 像 

図 2．マウス根間中隔の骨量 
 
(2）RANK 様ペプチドを投与した歯槽骨吸収モ
デルの生化学および組織学的解析 : RANK 様
ペプチド投与による、全身の骨吸収と骨形成
を評価するため血清 TRAP5b と血清 ALP を測
定した。A) RANK 様ペプチド投与は、血清
TRAP5bと血清ALP値に影響を及ぼさなかった。 
B) 歯槽骨の破骨細胞の数や分布の変化を解
析するため、破骨細胞マーカーであるTRAP染
色を行った。RANK様ペプチド投与は、歯槽骨
の破骨細胞数を有意に減少させた。C) 歯槽骨
の骨形成を評価するため、骨芽細胞の数を計
測した。RANK様ペプチド投与は、歯槽骨の骨
芽細胞数を有意に増加させた。D) 歯槽骨の骨
形成を詳細に評価するため、Osterixの免疫学
的組織染色を行った。RANK様ペプチド投与は、
歯槽骨のOsterix陽性細胞数を有意に増加さ
せた (図3、4)。これらの結果は、RANK様ペプ
チドの投与は、歯槽骨の骨形成を促進するこ
とを示した。 
 

図3．マウス根間中隔のOsterix染色像 

 
図 4．Osterix 陽性細胞数 

 
(3）OPG 遺伝子欠損骨芽細胞に対する RANK 様
ペプチドの分化促進機序の解析 : OPG様ペプ
チドはRANKLと結合して骨形成を促進するこ
とが示された。つまり、OPG 遺伝子欠損マウ



ス由来の骨芽細胞では骨形成能が低下して
いる可能性がある。OPG 遺伝子欠損と対照マ
ウスの頭蓋骨より骨芽細胞を採取した。これ
らの細胞に RANK 様ペプチド添加して石灰化
誘導培地で 4週間培養して、ALP や Alizarin 
Red 染色を行った。OPG 遺伝子欠損骨芽細胞
は、対照の骨芽細胞と同等の骨形成能を示し
た。RANK 様ペプチドの添加は、OPG 遺伝子欠
損骨芽細胞および対照の骨芽細胞の骨芽細
胞分化を同様に促進させた。これらの結果は、
RANK様ペプチドがOPG非依存的に骨芽細胞に
直接作用することを示した。 
 
(4）RANK様ペプチドを投与した歯槽骨吸収モ
デルの遺伝子発現解析: 歯槽骨よりトータル
RNAを抽出して、骨吸収マーカーであるTRAP
やカテプシンKと骨形成マーカーであるオス
テオカルシン発現をリアルタイムPCR法で定
量した。RANK様ペプチド投与は、歯槽骨の骨
吸収マーカーを減少させる傾向を示した。し
かしながら、有意な減少を示さなかった。今
回の結果は歯槽骨以外の組織も混入している
ため、明確な結果が得られなかったと考えて
いる。 
 
以上の結果より，RANK 様ペプチドは骨芽細胞
分化を促進させることが示された。RANK 様ペ
プチドは，歯槽骨吸収抑制作用とともに骨形
成促進作用を有する新規の歯周病治療薬と
なり得ることが示された。本研究成果は、学
術雑誌である PLoS One に公表した。 
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