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研究成果の概要（和文）：多くの疫学研究は歯周病と動脈硬化症に正の相関を示している。本研究から、アテローム性
動脈硬化の責任遺伝子であるレクチン様酸化LDL受容体-1 (LOX-1)が前破骨細胞の細胞融合抑制し破骨細胞分化を負に
調節することが明らかとなった。In vivo歯周病動物実験モデルの確立を試みたが、現時点では確立できなかった。そ
こで代わりに、マウス頭蓋骨にLPSを注射して誘導する炎症性骨破壊モデルを用いた。その結果、LOX-1欠損マウスでは
、破骨細胞分化のトリガー分子であるRANKL発現の低下と並行して、炎症性骨吸収が減少した。このように、LOX-1を標
的にすることで歯周病に対する新しい治療法の道が開けた。

研究成果の概要（英文）：Increasing epidemiological studies indicate the close relationship between 
arteriosclerosis and periodontitis. Lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-1) was originally discovered 
as a responsible gene for atherosclerosis. In vitro osteoclast formation assay showed that LOX-1 
negatively regulates osteoclasts differentiation by suppressing the cell-cell fusion of preosteoclasts. 
In this study, we attempted to develop an in vivo periodontitis model using mice. However, the 
development unfortunately does not still establish. Alternatively, we employed an in vivo inflammatory 
bone destruction model induced by daily lipopolysaccharide-injection into mouse calvariae. The 
inflammation-induced bone destruction was reduced by LOX-1 deficiency, in parallel with decreased 
expression of RANKL, a trigger molecule for osteoclast differentiation, in inflamed bones. Thus, the 
LOX-1 targeting could open a new therapeutical method for inflammatory periodontitis.
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１．研究開始当初の背景 
従来，歯周病による歯槽骨の吸収に対する

対策として，口腔衛生指導・歯周基本治療な
どの予防的アプローチや，失われた歯槽骨に
対する自家骨移植やＧＢＲ法などの骨造成
術が用いられてきたが，骨吸収を抑制する直
接的な手法がないこと，十分な量・強度と長
期的安定性を有する骨再生法もないなどの
理由から，満足のいく治療結果は得られてい
ない．日常臨床において加齢変化や歯牙の喪
失による歯槽骨の減少，歯周病による歯槽骨
吸収，再生骨や移植骨の炎症性の吸収は頻繁
におこることから，このような場合に使用で
きる低侵襲かつ確実な骨吸収抑制法の開発
が臨床上求められており，この中でも炎症性
骨吸収の抑制は急務である．一方近年，多く
の疫学的研究結果から歯周病と動脈硬化症
の相関関係があることを示す知見が蓄積さ
れつつあり，動脈硬化症の危険因子として知
られる酸化 LDL が動脈硬化巣や循環血中に
存在するばかりでなく，歯周ポケット内の歯
肉溝滲出液中にも存在し，末梢血よりも 17 
倍高値であるとの報告もある（Sakiyama Y, et 
al. 2010)．これは，骨形成と骨吸収という動
的平衡によって維持されるべき歯槽骨に対
して，酸化 LDL が炎症性骨吸収を促進する可
能性を示している．酸化 LDL の作用を仲介す
る受容体としては一連のスカベンジャー受
容体が同定されているが，中でも本研究の共
同研究者である Sawamura らによって報告さ
れ た LOX-1(Lectin-like oxidized LDL 
receptor-1)は血管内皮細胞における主要な酸
化 LDL 受容体として初めて同定された
（Nature,1997）が，生体内における生理学的
役割や病態におけるリガンドについての詳
細は明らかになっていない．これらの炎症下
における骨形成・骨吸収を担う細胞における
役割を明らかにすることは，LOX-1 の炎症性
骨吸収の病態理解を深めるとともに，治療薬
や処置法の開発につながると考えられる． 
 
２．研究の目的 
 歯槽骨は歯牙を支持する最も根本的な歯
周組織であり，咀嚼，構音，審美などの口腔
組織が果たすべき機能において重要な役割
を果たす．低侵襲かつ確実な歯槽骨吸収抑制
法の開発が臨床上求められる場面は多く，中
でも炎症性骨吸収の抑制は強く望まれる．骨
吸収の主体となる破骨細胞は正常時と炎症
病態で異なる機構で活性化されうるが，これ
まで我々は脂質関連受容体の破骨細胞形成
に対する役割に注目し研究を重ねた結果，酸
化低比重リポ脂質（酸化 LDL）の受容体であ
る LOX-1(Lectin-like oxidized LDL receptor-1)
が骨吸収抑制の創薬ターゲットになりうる
と着眼している．本研究の目的は，炎症性骨
疾患に対し高効率で確実な骨吸収抑制を実
現するため，破骨細胞に対する LOX-1 の臨床
的意義，特に，炎症性骨破壊に対する役割を
明らかにし，歯周病治療への応用を目指すこ

とである． 
 
３．研究の方法 
（1）LOX-1 KOおよびSRA KO マウス 
 LOX-1 KO は共同研究者 沢村達也（信州
大学）が作製した．ホモ欠損マウスと同腹の
野生型マウス（WT）もしくは雄で週齢のマ
ッチしたC57BL/6野生型マウスを実験に供し
た．すべてのマウスは SPF 飼育室にて飼育さ
れた．なお，本研究は明海大学歯学部動物実
験倫理委員会によって承認された． 
 
（2）In vitro における破骨細胞形成系 
 In vitro における破骨細胞形成は，4〜8 週齢
のオスの野生型 C57BL/6 マウスおよび
LOX-1 遺伝子欠損マウスの大腿骨および脛
骨を無菌的に取り出し，得た骨髄細胞を
M-CSF（100 ng/ml）存在下で 3 日間培養した．
培養後，非付着細胞の間質細胞を除去し，得
られた M-CSF 依存性モノサイト・マクロフ
ァージを破骨細胞の前駆細胞とし，以下の実
験に供した．回収した破骨細胞前駆細胞を
M-CSF (20 ng/ml), sRANKL (10 ng/ml) を含む
-MEM/10% FBS もしくは-MEM/10% FBS
培地で培養した．培養終了後に，細胞を固定
し，破骨細胞のマーカー酵素である TRAP 活
性を染色した．その後，3 核以上の TRAP 陽
性の多核細胞(MNCs)を破骨細胞と見なし，そ
の数を顕微鏡下で測定し，各種因子の破骨細
胞形成に対する効果を検討した．また，TRAP
陽性MNCsの面積と最大幅径を画像測定した．
さらに，TRAP 陽性 MNCs の１細胞中に含ま
れる核数（fusion index）を計測した． 
 
（3）RT-PCR および定量 real time-PCR 法 
 各種条件で破骨細胞前駆細胞を培養した
後，total RNA を調製し，その total RNA (1µg)
より cDNA を合成した．その cDNA を用いて
種々の mRNA 量を RT-PCR および定量 real 
time-PCR で定量した． 
 
（4）Western blotting 分析 
 等量のタンパク質を含むサンプルを
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
で展開し，転写後，各種抗体を用いた Western 
blotting 分析を行った． 
 
（5）歯周炎病態モデルの作製 
 歯周炎病態モデルとしてマウスを用いた．
Kimuraらの報告(Oral Diseases 2014)の方法に基づき，
辺縁性歯周炎モデルとして，下顎第一大臼歯
の近心歯肉溝内に lipopolysaccharide (LPS)試
薬を投与し，歯周炎病態モデルマウスの作製を試み
た． 
 
（6）Lipopolysaccharide (LPS)の頭蓋骨骨膜
下投与による炎症性骨破壊の in vivo 実験モ
デルを確立と LOX-1 KO マウスでの評価 
 炎症性骨破壊 in vivo 実験モデルとして，野
生型およびLOX-1 KOマウスの頭蓋骨頂部の



骨膜下に 100 µg/dayのLPSを５日間連続で投
与した．そこで，投与部位を中心に一定面積
の頭蓋骨を切り出し，二等分し，片方に TRAP
染色を施し，もう片方の骨片から RNA を抽
出する．抽出した RNA から常法に従って
cDNA を作製し，TRAP などの種々の破骨細
胞分化関連遺伝子の発現を定量 real-time RT 
PCR で測定した． 
 
４．研究成果 
（1）LOX-1 の破骨細胞形成に対する役割 
 野生型(WT)マウスと LOX-1 KO マウスの
骨髄細胞からの破骨細胞形成系から LOX-1
の破骨細胞形成に対する作用を評価すると，
LOX-1 KO マウスの破骨細胞形成は， TRAP
陽性の多核の破骨細胞形成が有意に野生型
と比較して促進していた．そこで，形成され
た TRAP 陽性多核破骨細胞の最大幅径，面積
および１個の破骨細胞に含まれる核数
（fusion index）を計測した．その結果，LOX-1
が欠損することによって，前破骨細胞から多
核の破骨細胞が形成される２日から３日に
かけて，破骨細胞の最大幅径および面積が大
きく増加した．そして，単核の前破骨細胞の
細胞融合の頻度を示す fusion index において，
野生型の破骨細胞よりも LOX-1 KO 破骨細胞
は著明に高値を示した．そして，この LOX-1
の作用は抗 LOX-1 抗体で打ち消された．これ
らの結果から， LOX-1 は破骨細胞の細胞融
合をふに調節していることが明らかとなっ
た．しかし，破骨細胞分化及び機能関連タン
パク質の発現には，LOX-1 欠損で影響は出な
かった．しかし，前破骨細胞の細胞膜上での
細胞融合タンパク質の蓄積が LOX-1 欠損前
破骨細胞で顕著に観察された．すなわち，
LOX-1 は破骨細胞の細胞融合タンパク質の
細胞膜への輸送を阻害することが考えられ
た． 
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（2）歯周炎病態モデル作成の試み 
 辺縁性歯周炎モデル作製法として，Kimura
らの報告(Oral Diseases 2014)の方法に基づき，
LOX-1 KO マウスおよび野生型マウスの下顎
左側第一大臼歯の近心歯肉（舌側歯肉溝）に
LPS 試薬を投与し歯周炎病態モデルマウスの
作製を試みた．しかしながら，本方法では歯
周炎モデルの完成には至らず，今後さらなる
改良が必要であった． 
 
（3）LPS 頭蓋骨骨膜下投与による炎症性骨
破壊のに対する LOX-1 の役割 
前述の辺縁性歯周炎モデルの作成が完成

しなかったことから，LPS を頭蓋骨に投与す
る LPS 誘導炎症性骨破壊モデル実験に切り
替えて実験を続行した．LOX-1 KO マウスで
は RANKL 発現上昇が WT マウスに比べ低下
し，それと並行して骨吸収上昇も低下した
（図２）．さらに，野生型マウスでの LPS で
誘導される炎症性骨吸収は LOX-1 のデコイ
受容体である可溶型 LOX-1 で減少した． 
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さらに，WT 骨芽細胞(OB)と WT 破骨細胞

前駆細胞（OCpre）の共存培養において IL-1
βとPGE2処理で大きく促進したOC形成は，
LOX-1 KO OB と WT OCpre の共存培養で減
少した．これと一致して，OBの IL-1βとPGE2
処理または LPS による RANKL 発現が WT に
比べ LOX-1 KO OB で低下した（図３）．これ
らは炎症部位でのRANKL発現がLOX-1に依
存していることを示すと同時に，LOX-1 依存
性 RANKL 発現細胞の 1 つとして骨芽細胞が
考えられた． 
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以上の結果から，炎症性骨破壊部位におけ

る骨芽細胞のRANKL発現はLOX-1に依存す
ることが明らかとなった．本研究から，LOX-1
が歯周炎による歯槽骨吸収に対して治療タ
ーゲットになりうることが示唆された． 
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