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研究成果の概要（和文）：我々はバクテリアγ-GTP (bGGT)が破骨細胞形成を刺激することを

見出した。本研究では bGGT による破骨細胞分化誘導の分子機構について検討した。バクテリ

ア由来分子には細胞膜上の Toll-like receptor (TLR) family が関与することから、複数の TLRs
に共通するアダプター分子 MyD88の KOマウス骨髄マクロファージ(BMM)を用いた実験を行

った。その結果、MyD88 欠損 BMM からは破骨細胞は誘導されなかった。さらに、TLR4 欠

損 BMM でも同様の結果が得られた。また bGGT は LPS と同じように細胞内シグナル伝達を

行うことが確認された。これらの結果から、bGGT は TLR4 を介して破骨細胞形成を刺激して

いることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that bacterial gamma-glutamyl transpeptidase (bGGT) 
could induce osteoclast formation from the culture of bone marrow macrophages (BMMs).  
In the present study, we investigated the molecular mechanism of bGGT-mediated 
osteoclastogenesis. Because toll-like receptors (TLRs) are innate immune sensor for 
bacterial components, we firstly examined osteoclast induction test using BMMs derived 
from MyD88-deficient mice, which is a common adaptor molecule for several TLRs. The 
bGGT could not induce osteoclast formation in the cultures of these BMMs. To determine 
the bGGT specific receptor, we tested the osteoclast formation in TLR2- or TLR4-deficient 
BMMs. At last, we found that bGGT-dependent osteoclastogenesis did not occur in the 
TLR4- deficient BMMs. Furthermore, the phenotypes of signal transduction stimulated by 
bGGT were same as by LPS which is major ligand for TLR4. These results strongly suggest 
that bGGT stimulates osteoclastogenesis via TLR4. 
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１．研究開始当初の背景 

 γ-グルタミルトランスペプチダーゼ(GGT)
に破骨細胞誘導活性があることを見出した。
GGT はグルタチオン代謝の中心的酵素として
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知られているが、我々の研究により GGT の破
骨細胞誘導活性は酵素活性に非依存的な生物
活性であることが明らかになった(JBC, 2004)。
その後、関節リウマチの滑液中の GGT が高値
で、関節炎モデルマウスでは GGT が局所的骨
破壊因子であることを報告した (J Bone 
Miner Res, 2007)。 
一方、バクテリアにおいても GGT はその生

命維持に重要な酵素である。我々はバクテリア
が集積する歯肉溝ではバクテリア GGT 
(bGGT)が歯周炎における歯槽骨破壊因子とな
ると仮定して、遺伝子組換え型 bGGT を作製
して破骨細胞誘導実験を行った。その結果、
bGGT の刺激を受けた骨髄マクロファージか
らは、未刺激の場合より有意に破骨細胞形成が
促進された。 
 
２．研究の目的 
 我々は、bGGT が破骨細胞形成能を有するこ
とを見出したが、その誘導機構は不明のままで
ある。そこで、本研究では bGGT による破骨
細胞形成の分子メカニズム、特に bGGT に結
合する受容体の同定を目標に、解析を行った。 
 
３． 研究の方法 

1) マウス 
TLRシグナルの介在分子であるMyD88を

欠損したマウスのほか、TLR2 および TLR4
を欠損したマウスを購入し、実験に用いた。
対照群として、同じ遺伝子背景をもつ野生型
マウス(C57BL/6)を用意した。 
 

2) bGGT の作製 
 ピロリ菌ならびに Toreponema denticola 
の遺伝子組換え型 GGT （pGGT, tdGGT）
を大腸菌により作製した。これらの bGGT 作
製は連携研究者である柴山博士が担当した。 
 

3) In vivo における破骨細胞誘導実験 
 ラットの歯肉溝から pGGT を添加し、4 日
後に歯周組織を摘出した。その後脱灰を経て
病理標本とし、H-E 染色および TRAP 染色を
行った。 
 

4) 破骨細胞前駆細胞の調整 
上記遺伝子欠損マウスより、骨髄細胞を採

取し、M-CSF 存在下で培養して誘導した骨
髄マクロファージを破骨細胞前駆細胞とし
て用いた。 
 

5) 培養による破骨細胞誘導実験 
M-CSF 存在下で誘導した破骨細胞前駆細

胞の培養系に至適濃度以下の破骨細胞分化
因子 RANKL を添加した後、bGGT を添加し
て破骨細胞誘導を行った。破骨細胞の同定は
TRAP 染色により行った。 
 

6) シグナルカスケード解析 
 TLR シグナルの反応について、MyD88 の
下流分子のリン酸化等についてウエスタン
ブロッティングを行い、活性の解析を行った。 
 

7) P. gingivalis の GGT 遺伝子探索 
 Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）
のゲノムから GGT 遺伝子の同定を行うため、
ピロリ菌 GGT 遺伝子配列を基に、データベ
ースにあるP. gingivalisゲノム情報からの探
索を行った。 
 
４．研究成果 
 bGGT による破骨細胞誘導は TLR を介し
ていると仮定して、まず MyD88 欠損マウス
の骨髄マクロファージを破骨細胞前駆細胞
とした破骨細胞誘導実験を行った。M-CSF
と微量RANKL存在下で培養した野性型骨髄
マクロファージを pGGT で刺激すると多数
の破骨細胞様細胞が形成されたが（下図左）、
MyD88 欠損マクロファージからはほとんど
形成されないか、形成されてもごく僅かであ
った（下図右）。この結果は bGGT による破
骨細胞細胞形成に MyD88 分子が関与してい
ることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、どの TLR が寄与しているかを明ら

かにする目的で、TLR2 または TLR4 の欠損
マウスの骨髄マクロファージを用いた実験
を行った。その結果、TLR2 欠損マクロファ
ージからは野性型同様、多数の破骨細胞様細
胞が形成された。これに対して、TLR4 欠損
マクロファージからはほとんど破骨細胞様
細胞の形成は起こらなかった。 

次ぎに、マウス歯肉溝に pGGT を注入する
実験を行った結果、野性型マウスでは顎骨に
破骨細胞が誘導され、歯槽骨破壊が生じたが、
TLR4 欠損マウスでは変化が起きなかった。 

pGGT の刺激により、TLR の下流にある分
子群が反応するか調べた。その結果、ERK1/2、
p38 MAP kinase、JNK などのリン酸化が確認
された。 

以上の結果はpGGTがTLR4を介して破骨
細胞形成を誘導していることを強く示唆し
ている。さらにこの結果が正しければ、pGGT 
-TLR4 シグナルは炎症の惹起にもつながる
ことを意味している。 

次ぎに、実際の歯周炎に関与すると考えら



 

 

れている細菌の GGT の活性について調べる
ため、すでに GGT 遺伝子配列が明らかにな
っている Toreponema denticola (td)の遺伝
子組み換型 GGT(tdGGT)を作製して前述の
破骨細胞誘導実験を行った。しかし、tdGGT
には破骨細胞誘導能は示されなかった。その
原因として、tdGGT の遺伝子配列はヒトやピ
ロリ菌の GGT の遺伝子に比べて遺伝子長が
極端に短く、相同性も低いことから、GGT
タンパク質の立体構造も pGGT などとかな
りが異なるためと推定された。 

次に、歯周炎の主要原因菌である P. 
gingivalis の GGT 遺伝子配列の同定を行う
ため、ゲノム情報を基にバイオインフォマテ
ィックによる探索を試みた。しかしながら、
pGGT遺伝子配列から推定されるモチーフが
存在せず、今回の研究では同定に至らなかっ
た。また、P. gingivalis の GGT 精製も試み
たが、産生量が低く実験に使えるだけの十分
な GGT が得られなかった。 

以上の成果から、bGGT のうち少なくとも
ピロリ GGT は TLR4 のリガンドとして作用
する可能性があることが明らかとなった。そ
の一方で、GGT の精製過程における LPS の
混入が懸念された。この問題については
pGGT と同じ精製法で作製した tdGGT に破
骨細胞細胞形成能がなかったことから LPS
の混入が実験を左右するほどの量ではない
ことを示している。しかしながらこの点は今
後十分慎重に実験を行う必要があり、クリア
しなければならない問題点である。 
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