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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、細胞膜リン脂質のホスファチジルセリン（PS）を含むリポソーム（PSL）が破骨細胞

前駆細胞から成熟破骨細胞への成熟を抑制し、慢性関節リウマチの動物モデルにおける骨破壊

を抑制することを発見した。PS リポソームの骨破壊に対する抑制作用は破骨前駆細胞に取り込

まれることにより TGF-β1 ならびに PGE2の産生分泌を誘導し、破骨細胞への成熟に必須な因子

の発現を抑制することによるものであることが解明できた。これらの発見により、PSL の適用

が慢性関節リウマチ、歯周炎ならびに骨粗鬆症に伴う骨破壊に対する新たな治療薬になる可能

性が考えられる。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study investigated the effects of phosphatidylserine-containing liposomes (PSLs) on the 

osteoclastogenesis. In the rat bone marrow culture system, osteoclast precursors phagocytosed PSLs to 

secrete TGF-β1and PGE2, which in turn inhibited osteoclastogenesis through the downregulation of 

receptor activator for NF-κB ligand, receptor activator of NF-κB. Consistent with these in vitro 

observations, i.m. injection of PSLs significantly increased the plasma level of TGF-β1 and PGE2 and 

decreased the expression of receptor activator for NF-κB ligand, receptor activator of NF-κB the skeletal 

tissues of ankle joints of rats with adjuvant arthritis. Together with the inhibitory effects on 

osteoclastogenes, PSLs are involved in regulation of bone remodeling. Because PS is a component of 

the cell membrane, PSLs therefore can be a potentially effective pharmacological intervention against 

abnormal bone loss, such as osteoporosis without deleterious side effects. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 6,300,000 1,890,000 8,190,000 

2009 年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

2010 年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

年度    

  年度    

総 計 14,900,000 4,470,000 19,370,000 

 

機関番号：１７１０２ 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20390472 

研究課題名（和文） リン脂質リポソームによる食細胞機能制御に基づく 

新しい骨吸収制御法の開発 

研究課題名（英文） Inhibition of bone destruction by phosphatidylserine-containing 

liposomes based on the regulation of phagocytes functions  

研究代表者 

中西 博（HIROSHI  NAKANISHI） 

 九州大学・大学院歯学研究院・教授 

研究者番号：20155774 



研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
骨粗鬆症治療薬の第一選択薬として定着し
つつあり臨床で広く使用されているビスホ
スホネート製剤は骨への長期蓄積や顎骨壊
死を引き起こすことから、効果的かつ安全な
治療薬の確立が切望されている。 
 
２．研究の目的 
リン質リポソーム（PSL）は抗炎症作用、骨
吸収抑制作用、ならびに骨形成促進作用を有
することが期待できることから、「PSL が炎症
に伴う骨破壊を抑制し、骨形成を促進する」
ことを検証することを目的として研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
慢性炎症モデル（アジュバント関節炎モデル、
根尖性歯周炎モデル）ならびに培養マクロフ
ァージを用いて PSL によりマクロファージな
どの食細胞から炎症に関わる因子の産生や
その産生に関与する細胞内シグナル系を詳
細に解析した。さらに、培養系を用いて PSL
の破骨細胞ならびに骨芽細胞の分化・成熟に
対する作用を詳細に検討した。さらに PSL の
骨芽細胞の分化・成熟に対する作用を詳細に
検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ラットのアジュバント関節炎（AA）に
伴う骨吸収に対する末梢投与した PSL の影響
in vivo 解析を行った。まず、筋注した PSL
は AA ラットの末梢血中の単球ならびに骨髄
腔のカルシトニンレセプター陽性破骨前駆
細胞に取り込まれることを確認した。マクロ
CT を用いた解析により、PSL は関節炎に伴う
骨吸収を検討した結果、PSL は AA ラットの足
関節組織における炎症にほとんど影響する
ことなく骨破壊を強力に抑制した。さらに、
PSL投与はAAラット足関節における破骨細胞
の数を顕著に抑制し、血清中におけるプロス
タグランジン E2 （PGE2）ならびに TGF-β1 の
産生を有意に増加した。今年度の後半には、
破骨細胞の形成系を用いて in vitro での解
析を行った。破骨細胞の形成系においても
PSL は破骨細胞前駆細胞に取り込まれ、破骨
細胞への成熟を抑制することが明らかにな
った。さらに、PSL は破骨細胞分化・機能に
非須な因子である RANKL とそのレセプター
RANK の発現を抑制すること、破骨細胞前駆細
胞同士の融合に関連因子である ICAM-1 なら
びに CD44 の発現を抑制することを明らかに
した。さらに、PSL は破骨細胞前駆細胞から

PGE2 ならびに TGF-β1 の産生分泌を増加し、
PGE2 ならびに TGF-β1 は破骨細胞の分化を抑
制することが明らかになった。これまでの結
果から、PSL は破骨細胞前駆細胞などの細胞
から PGE2ならびに TGF-β1 の産生分泌を促進
することにより、破骨細胞前駆細胞の融合や
分化に関連因子の発現を抑制し、破骨細胞へ
の分化や成熟を抑制すると考えられる。 
（２）根尖性歯周炎モデルにおける骨吸収な
らびに骨形成に対するPSLの効果を検討した。
ラットの下顎第一臼歯遠心根を抜髄、開放す
ることにより、自然感染による根尖病変の成
立を図ることにより根尖性歯周炎モデルの作
製を行った。術後７日目に、根管内にPSL（100 
µM）または対照群としてホスファチジルコリ
ンリポソーム（PCL、100 µM）を貼薬した。そ
の後、３日および７日目に、ラットの下顎骨
を摘出し、免疫組織化学的ならびに組織化学
的手法により炎症性マクロファージの指標と
なるED-1ならびにIL-1β、骨吸収（成熟骨破細
胞）の指標となるTRAPならびにRANKL、骨形成
（成熟骨芽細胞）の指標となるALPならびに
BMP-2の染色を行った。その結果、PSL投与群
は生食ならびにPCL投与群に比較して骨吸収
の指標となるTRAPならびにRANKL陽性細胞数
の減少、炎症性マクロファージの指標となる
ED-1ならびにIL-1β細胞数の減少、ならびに骨
形成（成熟骨芽細胞）の指標となるALPならび
にBMP-2の発現増大が認められた。これらの結
果より、PSLは炎症性骨吸収を抑制すると同時
に骨形成を促進することで根尖性歯周組織の
治癒に関与することが示唆された。そこで、
PSLが直接的に骨芽細胞前駆細胞の分化・成熟
を促進する可能性について解析を行う目的で
ラット胎仔頭蓋冠由来細胞による骨芽細胞初
代培養系の確立を行った。具体的には、ラッ
トの胎仔頭蓋冠の小骨片を３７℃で0.1％コ
ラゲナーゼと0.05％トリプシンを含むPBSを
使い酵素処理し、遊離してきた細胞を10％FBS 
を含むαMEM中で3日間培養を行うことにより
骨芽細胞を安定的に得る事に成功した。 
（３）2009 年度の研究により、PSL が骨芽細
胞の分化・成熟を促進することが明らかにな
ったため、ラット胎仔頭蓋冠由来細胞による
骨芽細胞初代培養系を用い、PSL が骨芽細胞
の分化・成熟を促進するメカニズムの解析を
行った。ラットの胎仔頭蓋冠の小骨片を酵素
処理し、21 日間培養した。PSL 添加後７、14、
２１日目に骨芽細胞を回収し、トータル RNA
ならびに細胞可溶分画を調整した。リアルタ
イム RT-PCR により骨芽細胞におけるその分
化を促進因子である TGF-β1 ならび骨芽細胞



への分化を決定因子である RANX2 の発現を検
討すると共にウェスタットプロットにより
MAPK/ERK シグナルカスケードも解析した。
その結果、PSL 投与後 4 日目から RANX2 発現
は有意に増加され、PSL 投与後７日目から
TGF-β1 発現の有意な増加も認められた。さら
に、PSL 投与 60 分後に骨芽細胞における ERK
のリン酸化の有意な増大も認められた。一方、
PSL により骨形成の作用を検討するため、ラ
ットの切歯抜歯モデルを用い、PSL を投与し
たラットの抜歯窩周囲の骨密度を µCTにて解
析した。その結果、PSL 投与４週間後抜歯窩
周囲の骨形成は有意に増大し、免疫染色によ
り骨形成部位に TGF-β1 の高発現も認められ
た。以上の結果より PSL は MAPK/Erk シグナ
ルカスケードを介してTGF-β1ならびにRANX2
の発現を増加させることで、骨芽細胞の分
化・成熟を直接促進することが明らかになっ
た。                                        
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