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研究成果の概要（和文）：IL-18は，T細胞のGM-CSF産生を介して破骨細胞分化を抑制する。本研究では，RANKLで刺激
した破骨細胞前駆細胞（RAW264.7細胞）がCD4+T細胞のIL-18誘導性GM-CSF発現に及ぼす影響を調べた。RANKL刺激でRAW
264.7細胞の破骨細胞への分化と培養上清中のIL-18 binding protein (BP) 産生は促進された。この培養上清中でCD4+
T細胞をIL-18刺激しても，GM-CSF産生は増加しなかった。本結果から，RANKLで刺激したRAW264.7細胞は，IL-18BP産生
増加を介してCD4+T細胞のIL-18誘導性GM-CSF発現を抑制すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that IL-18 suppresses osteoclastogenesis by increasing 
GM-CSF production in T-cells. We examined the effect of RANKL-stimulated osteoclast precursors (RAW264.7 
cells) on GM-CSF expression in IL-18-stimulated CD4+T-cells. RAW264.7 cells were induced into osteoclasts 
in the presence of RANKL. The production of IL-18 binding protein (BP) was increased in the culture 
medium derived from RANKL-stimulated RAW264.7 cells compared to unstimulated cells. GM-CSF expression in 
CD4+T-cells stimulated with IL-18 was suppressed by the addition of conditioned medium from 
RANKL-stimulated RAW264.7 cells. These results suggested that IL-18BP derived from RANKL-stimulated 
RAW264.7 cells blocks the stimulatory effects of IL-18 on GM-CSF expression in CT4+T-cells.

研究分野：口腔衛生学
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１． 研究開始当初の背景 
 近年，骨代謝における生体防御を担う細胞
の Interleukin (IL)-17および IL-18 を介した細
胞間相互作用が明らかにされつつある。これ
までの報告では，Th17細胞が産生する IL-17
は，破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化
を促進する因子として捉えられていた。しか
し，申請者が所属する研究室では，IL-17は，
骨芽細胞や軟骨細胞などの間葉系細胞に対
しては，いずれも骨・軟骨代謝のバランスを
分解方向に導く一方で，単球/マクロファージ
系の破骨細胞前駆細胞への IL-17 の直接作用
では，破骨細胞形成と成熟破骨細胞による骨
吸収能を共に抑制することを明らかにした。 
 一方，マクロファージ，樹状細胞および骨
芽細胞が産生する IL-18は，CD4+ Tリンパ球
の granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor (GM-CSF) 産生を促し，GM-CSFが破骨
細胞前駆細胞に作用することで，破骨細胞へ
の分化を抑制することが知られている。申請
者は，本研究を立案するための予備実験にお
いて，IL-18と IL-18受容体との結合を補助す
る IL-18 receptor accessory protein (IL-18RAP) 
ならびに IL-18 と IL-18 受容体との結合を阻
害する decoy 受容体である IL-18 binding 
protein (IL-18BP)を，破骨細胞前駆細胞が発現
することを確認した。 
 
２．研究の目的 
 上記の研究背景をもとに，本研究では，T
リンパ球と破骨細胞前駆細胞の IL-17と IL-18
を介した細胞間相互作用が，破骨細胞前駆細
胞の成熟破骨細胞への分化に及ぼす影響を
明らかにすることを目的とした。また，全身
の健康状態と骨代謝との関連性を明らかに
するための関連実験として，血圧調節因子で
ある Angiotensin II が骨芽細胞の骨基質タン
パク代謝調節機能に及ぼす影響，ならびに肝
機能と炎症性骨吸収を主症状とする辺縁性
歯周炎との関連性についても検討した。  
３．研究の方法 
 本研究では，破骨細胞前駆細胞として，マ
ウス単球/マクロファージ系株化細胞である 
RAW264.7 細胞 (RAW 細胞) を，Tリンパ球
として，マウス脾臓組織から分離した CD4+ T
細胞を，骨芽細胞様細胞としてラット骨肉腫
由来株化細胞である ROS17/2.8細胞 (ROS細
胞)を，それぞれ用いた。RAW 細胞の成熟破
骨細胞の分化誘導には，receptor activator of 
NF-B ligand (RANKL)を用いた。RAW細胞の
IL-18，IL-18RAP および IL-18BP，ならびに
ROS 細胞の骨基質タンパクとタンパク分解
酵素の遺伝子およびタンパク発現は，
Real-time PCR法とWestern blotting法で調べ
た。また CD4+ T 細胞の GM-CSF 発現は，
ELISA法で調べた。上記以外に本研究で用い
た実験方法は，結果とともに研究成果の欄に
記載した。 
 
 

４．研究成果 
(1) IL-17および RANKLが RAW細胞の IL-18
受容体，IL-18RAP および IL-18BP 発現に及
ぼす影響 
 本研究では，最初に，RAW細胞を RANKL
存在下および非存在下で培養し，成熟破骨細
胞への分化を酒石酸耐性酸フォスファター
ゼ  (TRAP) 染色で確認した。その結果，
RANKL 存在下においてのみ，成熟破骨細胞
への分化を示す TRAP陽性の多核の巨細胞が
確認された(図 1)。 
 
    図 1: RAW細胞の TRAP染色像 

  
 次に RANKL 存在下および非存在下で
RAW細胞を IL-17刺激して，IL-18受容体と
IL-18RAP の遺伝子発現を検討した。その結
果， RANKLおよび IL-18刺激の有無に関わ
らず，RAW細胞に IL-18受容体の遺伝子の発
現は認められなかった。一方，IL-18RAP 遺
伝子は，RANKL の有無に関わらず IL-17 刺
激で増加した。そこで，RAW 細胞の培養上
清中の IL-18RAP のタンパクレベルを調べた
ところ，培養上清中に IL-18RAP タンパクが
確認されたものの、その発現レベルは著しく
低く，また IL-17 刺激の影響も認められなか
った。次に，RAW 細胞の IL-18BP 発現につ
いて調べた結果，RANKL 非存在下に比べて
RANKL存在下で， IL-18BP遺伝子の発現増
加が認められた (図 2)。なお，IL-17刺激は，
RANKL の有無に関わらず IL18BP 発現に影
響しなかった。 
 
    図 2: RANKLが RAW細胞の IL-18BP 
     遺伝子発現に及ぼす影響 

 
そこで，RAW 細胞の培養上清中の IL-18BP
タンパクレベルを検討した結果，遺伝子発現
の結果と同様に，RANKL 刺激で IL-18BP タ
ンパクの増加が確認された(図 3)。なお，
IL-18RAP と IL-18BP のタンパク構造を文献



的に詳細に調べたところ，IL-18RAPは IL-18
受容体と同様に膜型タンパクであり，細胞外
へ分泌される可能性が低い一方で，IL-18BP
は細胞外に分泌される液性タンパクである
ことが判明した。 
 
 図 3: RANKLが RAW細胞培養上清中の 
  IL-18BPタンパク発現に及ぼす影響 
 

 
 次に本研究では，RANKL 刺激による
IL-18BP 発現増加に関与する RAW 細胞内の
シグナル伝達経路を検索した。その結果，
RANKL 刺激を受けた RAW 細胞では， 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) シグ
ナル伝達ファミリーである extracellular 
signal-regulated kinase (ERK) 1/2，p38 MAPK
および  stress-activated protein kinases/c-jun 
N-terminal kinases (SAPK/JNK) のリン酸化が
僅かに亢進する傾向が認められた。しかしな
がら，ERK1/2，p38 MAPKおよび SAPK/JNK
のリン酸化阻害剤は，RANKLによる RAW細
胞の破骨細胞への分化を抑制する傾向が認
められたため，これらMAPKシグナル伝達因
子の，RANKL誘導性 IL-18 BP発現増加への
関与を確認することが出来なかった。 
 本研究の結果と文献検索で得られた所見
から，RANKL は，破骨細胞前駆細胞から成
熟破骨細胞への分化を促進するとともに
IL-18BP 分泌を促進し，破骨細胞の近傍に存
在する Tリンパ球上に発現する IL-18受容体
と IL-18 との結合に影響を及ぼす可能性が考
えられた。 
 
(2) RAW細胞由来の IL-18BPがCD4+ T細胞の
GM-CSF発現に及ぼす影響 
 RAW 細胞を RANKL 刺激あるいは未刺激
して得られた培養上清から得られた
Conditioned Medium (CM) の存在下で，マウ
ス脾臓由来の CD4+ T細胞を IL-18で刺激し，
培養上清中の GM-CSF発現を検討した。その
結果， RANKL未刺激のRAW細胞由来のCM
存在下における CD4+ T細胞の GM-CSF発現
は，IL-18刺激で増加した一方で，RANKL刺
激を受けた RAW細胞由来の CM存在下にお
ける CD4+ Tリンパ球の GM-CSF発現には，
IL-18刺激の影響は認められなかった (図 4)。
すなわち，RANKL刺激を受けた RAW細胞が
産生する IL-18BPは，CD4+ T細胞の IL-18受
容体と IL-18 との結合を阻害し，破骨細胞分
化抑制因子である GM-CSF 発現を低下させ
ることが示唆された。 
 以上の結果から，破骨細胞前駆細胞とリン
パ球との細胞間相互作用において，RANKL
は，破骨細胞前駆細胞から成熟破骨細胞への
分化を促進するとともに，IL-18BP 産生増加

を誘導し，リンパ球由来の GM-CSFを介した
IL-18 の破骨細胞分化抑制作用を減弱させる
と考えられた。 
 
図 4: RAW細胞由来 CMが CD4+ Tリンパ球 
の IL-18誘導性 GM-CSF産生に及ぼす影響 
   

 
(3) Angiotensin IIが骨芽細胞の骨基質タンパ
ク代謝調節機能に及ぼす影響 
 Angiotensin IIで，ROS細胞を刺激して，骨
基質タンパクである I 型コラーゲン，bone 
sialoprotein，osteopontin および osteocalcin 発
現を検討した。その結果，Angiotensin II刺激
で osteocalcin発現は減少した一方で，その他
の骨基質タンパクの発現に Angiotensin II 刺
激の影響は認められなかった。 
 次に，Angiotensin II刺激が，ROS細胞によ
る骨基質タンパク分解酵素とその内因性阻
害剤の発現に及ぼす影響を検討した。その結
果，Angiotensin IIで骨基質タンパク分解酵素
の matrix metalloproteinase (MMP)-1および-3
の発現が低下した。また，MMP-2，MMP-9，
MMP-14 ならびに MMP の内因性阻害剤であ
る tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1, 
-2 および-3 の発現に Angiotensin II刺激の影
響は認められなかった。なお， Angiotensin II
刺激の有無に関わらず，MMP-1と TIMP-4の
発現は検出されなかった。さらに，Angiotensin 
II刺激で，ROS細胞内の ERK1/2，p38MAPK
およびSAPK/JNKのリン酸化の亢進が認めら
れ，ERK1/2 および SAPK/JNK のリン酸化阻
害剤は，Angiotensin II誘導性のMMP-3およ
び-13発現増加をブロックした。 
 以上の結果から，血圧上昇因子である
Angiotensin IIは，骨芽細胞による osteocalcin
の発現を低下させる一方で，MMP-1 および
-13 の発現を増加させることで，骨基質タン
パク代謝を分解系に傾ける可能性が示唆さ
れた。また，Angiotensin IIによるMMP-3お
よび -13 発現増加には，ERK1/2 および
SAPK/JNKシグナル伝達経路が関与すると考
えられた。 
 
(4) 辺縁性歯周炎と肝機能との関連性に関す
る研究 
 職域成人の定期健康診断結果を用いて,歯
周ポケット保有群と非保有群の，血清肝機能
マーカー(aspartate aminotransferase; AST，alanine 
aminotransferase; ALT，gamma-glutamyl transpeptidase; 



GPT) レベルを比較した。その結果，歯周ポケ
ット非保有者に比べて保有者は ALT と GGT
レベルが有為に高かった。そこで，ALT と
GGTを目的変数として，肝機能に影響する因
子 (年齢，性ならびに飲酒習慣とメタボリッ
クシンドロームの有無) で調整して多重ロジ
スティック回帰分析を行った。その結果，
GGT のみにおいて歯周ポケット保有との間
に有為な関連性が認められた。アルコール摂
取は肝機能に影響することが知られており，
GGT は特にアルコールの影響を受けやすく，
AST や ALT に影響しない程度の微量のアル
コール摂取でも GGT レベルは上昇すること
が知られている。これらの知見と本研究結果
から，歯周病は肝機能に悪影響を及ぼし，そ
の影響は微量のアルコール摂取と同程度で
ある可能性が示唆された。 
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