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研究成果の概要： RANKL 添加に依存して破骨細胞へと分化する RAW264.7 細胞を用いて、TRAF 

family を中心としたシグナル伝達に関して詳細な検討を行った結果、TRAF1 が破骨細胞の分化

を負に調節する分子であることが明らかとなった。次に、様々な阻害剤を RAW264.7 細胞に添加

し TRAF1 をマーカーとして骨吸収阻害物質を探究した。Na+/K+ ATPase 阻害剤である ouabain

と vanadate が破骨細胞同士の融合を抑制することを初めて見いだした。 

 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 11,100,000 3,330,000 14,430,000 

2007 年度 5,500,000 1,650,000 7,150,000 

2008 年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

年度    

  年度    

総 計 21,500,000 6,450,000 27,950,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：歯学・補綴理工系歯学 

キーワード：骨吸収, 破骨細胞, 補綴処置, TRAF1, TRAF6, ouabain, vanadate 

 

１．研究開始当初の背景 

(1) 歯科補綴治療において歯槽骨の保全は

長期的な成功のために非常に重要である。骨

吸収という現象では、破骨細胞の活性化が重

要である。破骨細胞は、破骨細胞分化誘導因

子である Receptor Activator NF-k B Ligand 

(RANKL) 分子が破骨細胞前駆体の RANK に結

合し、主に TNF Receptor Associated Protein 

6 (TRAF6)を介してシグナルが核内に伝わる

事が知られている。活性化された破骨細胞は、

骨吸収を促進する。 

 

(2) 研究費申請までに予備実験として、マウ

ス破骨細胞のセルラインである RAW264.7 細

胞を用いて破骨細胞の調節を正および負に

調節している遺伝子群を解析するために以

下の３種類の細胞から抽出した RNAを用いて

マイクロアレイの解析を行った。 

  A: 刺激を加えない RAW264.7細胞 (コント

ロール細胞) 

 B: 可溶性 RANKL で刺激し多核の TRAP 陽性

細胞が認められた RAW264.7 細胞 

研究種目：若手研究(A) 

研究期間：2006～2008 
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 C: TRAF6 を最新技術の RNAi でサイレンシ

ングし、可溶性 RANKL で刺激した RAW264.7

細胞 

   これら A-C３種類の細胞から抽出した RNA

を用いたマイクロアレイの結果を比較検討

し、RANKL 分子に反応し、破骨細胞の分化に

関与している遺伝子群の探索を行った。その

結果、TRAF ファミリーのひとつである TRAF1

が、TRFA6 下流で破骨細胞の分化調節遺伝子

である可能性が示唆された。 

 

(3) 予備実験で TRAF1をノックアウトした細

胞では、RANKL 添加による TRAP 陽性の多核巨

細胞の出現が増加した。このことは TRAF1 が

破骨細胞の負の調節遺伝子である可能性が

示唆された。 

 

 以上より、TRAF1 の破骨細胞の分化における

役割を解明し、TRAF1 をターゲットもしくは、

その動態をマーカーとして骨吸収抑制法ま

たは抑制剤の開発が可能であると考え、本研

究の申請に至った。 

 

２．研究の目的 

(1) 研究開始当初の背景で記載したように、

マイクロアレイの結果と一部の予備実験の

解析から、TRAF1 が破骨細胞の負の調節遺伝

子であることが示唆された。はじめに、この

TRAF6 および TRAF1 を中心とした顎骨吸制機

構に関する詳細な検討を継続する。 

 

(2) TRAF1 をターゲットまたは指標として、

顎堤吸収抑制法または抑制剤の開発を目的

とした実験を行い、補綴治療前に行える顎堤

骨吸収抑制法の開発へとつなげる。 

    

３．研究の方法 

(1) ① TRAF1 を RNAi でサイレンシング(ノ

ックダウン)することによって破骨細胞の分

化がどのように変化するかを検討する (図

1)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 

  ② TRAF1 に対して、ミミックな作用を持

つ TRAF1 抗体、またはアゴニスト様の作用を

持つシグナル阻害物質の探索 (TRAF1 活性物

質の探索)を行う (図 2)。 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2  

 

(2)    ① TRAF6 RNAiをマウスに接種し骨また

は顎堤吸収などを検討する。骨密度の測定も

行う。 

  ② TRAF1 活性作用を持つ物質をマウス

に接種し(2)-①と同様の測定を行う。 

 

４．研究成果 

(1)  平成 18 年度は、TRAF1 の破骨細胞にお

ける詳細な解析を研究協力者(Toshihisa 

Kawai, Forsyth Institute, Boston ,MA, USA)

とともに行った。 TRAF1 の破骨細胞における

機能解析は、野生型マウスと TRAF1 ノックア

ウトマウスの骨髄由来細胞を用いて行った。 

 MCSFとRANKL存在下で培養した骨髄由来細

胞における、TRAP および Cathepsin K 遺伝子

の発現を RT-PCR で、TRAP 陽性多核巨細胞数

は TRAP 染色で検討した。 

 MCSF (5 ng/ml)と可溶性 RANKL (10 ng/ml) 

存在下で培養した TRAF1ノックアウトマウス

骨髄由来細胞におけるTRAPおよびCathepsin 

K 遺伝子の発現量(データ示さず) および

TRAP 陽性多核巨細胞出現数は、同条件下の野

生型マウスの細胞と比較して有意に高かっ

た (図 3)。同様に RAW264.7 細胞に対して

TRAF1 RNAi を行った場合は、可溶性 RANKL に

依存した TRAP 陽性多核巨細胞への分化促進

が認められた。以上の結果より、TRAF1 遺伝

子 は 破 骨 細 胞 の 分 化 過 程 に お い て 、

RANKL-RANK-TRAF6からのシグナルをTRAF6と

は反対に、負に制御することによって顎堤骨

等の骨吸収の調節に深く関与している事が

明らかとなった。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 の説明文: 野生型と TRAF1 のノックア

ウトマウスから骨髄由来の破骨細胞を分離

し、3-50 ng/ml の可溶性 RANKL 存在下で TARP

陽性多核巨細胞の出現数を比較検討しグラ

フ化した。さらに統計処理によって有意検定

を行った。 

 

(2)  平成 19 年度は、平成 18 年度の結果を

もとに破骨細胞における TRAF1の発現または

活性をマーカーとして、破骨細胞の分化を抑

制する物質の探究を行った。 

 可溶性のRANKL存在下で培養したRAW264.7

細胞にシグナル伝達物質や膜上タンパクに

対する様々な既存の阻害物質を添加し、

TRAF1 の発現パターンを解析した。つまり

TRAF1 の発現を増強することによって破骨細

胞の分化を抑制する働きがある阻害物質を

探索した。 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 の説明文 Western blotting によって、

様々な阻害剤が TARF１の発現に与える影響

について検討した。その中で V 型 ATPase 阻

害剤(bafilomycin、compactin、ionomycin)

と Na+/K+ ATPase型ATPase阻害剤 (ouabain、

vanadate)が TARF１の発現に与える影響を検

討した結果を示したもの 

 

 図 4 に示すように、Na+/K+ ATPase に対す

る阻害剤 (ouabain、vanadate) は RANKL に

よる TRAF1 の発現を著しく増強した。一方、

bafilomycin、compactin、ionomycin などの

V-ATPase 阻害剤などは、RANKL による TRAF1

の発現を逆に抑制した。ouabain と vanadate

は、RANKL による TRAF1 の発現をさらに増強

することから、有望な顎堤の骨吸収抑制剤に

なりうることが示唆された。 

 そこで、様々な阻害物質の中でも特に

ouabainと vanadateが RANKLに依存した破骨

細胞の分化にどのような影響を与えるかに

ついて検討した。その結果、ouabain、

vanadateは、可溶性 RANKLによってRAW264.7

細胞が TRAP陽性多核巨細胞へと分化する(図

5b)ことを抑制した(図 5 c, d)。以上より

Na+/K+ ATPase の阻害剤は、破骨細胞の分化

を抑制することが明らかとなり、その抑制に

は TRAF1遺伝子の発現増強が深く関与してい

ることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 の説明文: TRAP 染色 

 a  コントロールの細胞 

  b  RANKL を添加したもの 

 c  RANKL と ouabain を添加したもの 

  d  RANKL と vanadate を添加したもの 

 

(3) 平成 20 年度は、Na+/K+ ATPase の阻害

剤である ouabain と vanadate が破骨細胞の

分化をどのようなメカニズムで抑制するか

について詳細に検討した。 

  高濃度の ouabain と vanadate は RAW264.7

細胞の細胞活性を有意に抑制し、ネクローシ

スのマーカーである LDHの分泌を有意に促進

し、アポトーシスのマーカーであるCaspase 3

の活性には影響を与えなかった (データ示

さず)。 

 細胞活性に影響のない低濃度の ouabainと

vanadate は、RANKL 添加によって増加する

DC-STAMP (細胞融合のマーカー) mRNA の発現

を有意に抑制し、ERK1/2 のリン酸化を抑制し

た (データ示さず)。 

 

 

 



  加えて、 RANKL 添加に依存した TRAP 陽性

多核巨細胞の出現数を有意に抑制した。P 型

ATPase family の中で Na+/K+-ATPase alpha 1

の発現を RNAi 法で抑制した場合、RANKL に依

存した DC-STAMP mRNA の発現増強を有意に抑

制した (図 6). 

 

 

 

 

 

 

   

 

   

 

 

 

 

 

 

 

図 6 の説明文: RAW264.7 細胞を Na+/K+ 

ATPase alpha1 RNAi 処理したのち、DC-STAMP 

mRNA の発現量を解析した。 

 

  予備実験で、ouabain と vanadate はマウス

の骨髄由来の破骨細胞の分化に抑制的に働

く同様の結果を得ている。また、当初予定し

ていた TRAF6 RNAi や ouabain, vanadate が

実際に in vivoの骨密度に与える影響につい

ては期間内に解析データを得るまでには至

らなかった。今後、継続して行う予定である。 

   以上より、高濃度の ouabain と vanadate

はネクローシスを誘導したが、細胞活性に影

響しない低濃度の ouabain と vanadate は破

骨細胞の融合に抑制的に作用した。この過程

には Na+/K+-ATPase alpha 1 分子が関与して

いることが示された (投稿準備中) 。  

 従って P 型 ATPase 阻害剤は顎堤吸収を抑

制し、また Na+/K+-ATPase alpha 1 をターゲ

ットとした新しい顎堤の骨吸収抑制法の可

能性が示唆された。 

 

(4) ３年間の本研究結果をまとめると、最新

の RNAi とマイクロアレイの手法の組み合わ

せによって、TRAF1 が破骨細胞の負の調節因

子であることを世界で初めて明らかにし、

TRAF1 をマーカーとしたスクリーニングによ

って、P型ATPase阻害剤およびその改良物が、

新しい顎堤の骨吸収抑制剤となることが示

唆された。さらに、Na+/K+-ATPase alpha 1

をターゲットとした新しい顎堤の骨吸収抑

制法の可能性も示唆された。 

 本研究が示すように TRAF1 をマーカーした

場合に骨の吸収を抑制する物質候補が見い

だしやすく、本研究結果は非常に有用であり、

今後発展する可能性は高いと思われる。さら

に、本研究データの一部は H20 年度に特許出

願した基礎データとなった。今後さらなる検

討を加え、ouabain と vanadate に関連した改

良物を考案し、副作用がきわめて少ない、骨

吸収抑制作用のある物質の開発さらに実用

化に向け研究を継続したいと考えている。 
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二川浩樹 チタンの表面粗さが破骨細胞

の分化に与える影響 第 49 回日本歯科理

工学会学術大会 2007.5.12 (札幌) 

⑭ Eduardo Kosaka, 牧平清超, 尾崎加奈, 

下江宰司, 玉本光弘, 里田隆博, 村山 長, 

杉山 勝, 天野秀昭, 竹本俊伸, 二川浩樹 

P型ATPase阻害剤は成熟破骨細胞への分化

を抑制する 第４５回広島県歯科医学会・

第 ９ ０ 回 広 島 大 学 歯 学 会 例 会 

2006.11.12(広島) 

 

〔産業財産権〕 

○出願状況（計 2件） 

 

名称：インプラント用材料及びその製造方法 

発明者：二川浩樹、牧平清超、峯 裕一、阿

部義紀、中谷達行、岡本圭司、新田祐樹 

権利者：広島大学 トーヨーエイテック株式

会社 

種類：特許 

番号：特願 2007-316095 

出願年月日：2007.12.6 

国内外の別：国内 

 

名称：骨吸収調整剤 

発明者：牧平清超、二川浩樹 

権利者：広島大学 

種類：特許 

番号：特願 2008-70201 

出願年月日：2008.3.18 

国内外の別：国内 

 

〔その他〕 

報道関係 中国新聞 

http://www.chugoku-np.co.jp/education/d

ot/Ed07120701.html 

 

６．研究組織 

(1)研究代表者 

 牧平 清超（MAKIHIRA SEICHO） 

広島大学・歯学部・准教授 

 研究者番号：80304450 

(2)研究分担者 

 

 

(3)連携研究者 
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