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研究成果の概要（和文）：骨髄細胞を用いた破骨細胞形成に対してリコンビナントc-Fms蛋白を作用させたところ破骨
細胞形成を抑制した。次にリコンビナントc-Fms蛋白の濃度依存的な実験を行った。0ng/ml,10ng/ml,100ng/ml,1000ng/
ml,10000ng/mlの濃度で作用させたところ100ng/mlの濃度から抑制効果が現れ、また1000ng/ml,10000ng/mlの濃度で多
核の細胞が減少した。

研究成果の概要（英文）：The recombinant c-fms proteins were inhibited osteoclastogenesis. We used various 
concentrations of recombinant c-fms proteins (0ng/ml,10ng/ml,100ng/ml,1000ng/ml,10000ng/ml). The effect 
of inhibition of osteoclastogenesis was dependent on the concentration of recombinant c-fms proteins
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１．研究開始当初の背景 

 近年、高齢化に伴い骨粗鬆症、関節リウマ

チ、癌や感染などによる病的骨吸収を伴う疾

患が問題となっている。これらの病的骨吸収

を抑制する治療薬としてデノスマブなどの抗

RANKL抗体製剤やレミゲートなどの抗TNF-α

抗体製剤などの生物学的製剤が開発され効果

をあらわしている。また、破骨細胞形成には

macrophage colony-stimulating factor

（ M-CSF ） お よ び Receptor activator of 

nuclear factor kappa-B ligand（RANKL）が

必須因子とされ、さらに病的破骨細胞形成に

は炎症性サイトカインであるTNF-αが関与し

ていると考えられている。これらのことから

我々は破骨細胞形成必須因子であるM-CSFに

注目した。現在までにM-CSF のレセプターで

あるc-Fms に対する抗c-Fms 抗体が関節炎の

モデルマウスにおいて関節部における破骨細

胞形成を抑制することがわかっている

（Kitaura, H., et. al,J Clin Invest, 2005）。

また、抗c-Fms 抗体はTNF-αにより誘導され

る破骨細胞形成および骨吸収に対して抑制効

果を示した（Kitaura, H., et. al, J Clin 

Invest, 2005）。また、矯正歯科領域におい

て問題となる歯根吸収も抑えることを報告し

ている（Kitaura, H., et. al, Angle Orthod, 

2009）。我々は歯周病の原因と言われている

Lipopolysaccharide（LPS）による破骨細胞形

成に対しても抗c-Fms 抗体が破骨細胞形成お

よび骨吸収をin vivoで抑制することを発見

した（Kimura, K., et. al, FEMS Immunol 

MedMicrobiol, 2012）。さらにマウス下顎左

側第一臼歯近心歯肉にLPSを注射し歯槽骨に

破骨細胞形成と骨吸収を誘導した歯槽骨病的

骨吸収モデルマウスにおいても抗c-Fms 抗体

を同時に注射すると破骨細胞形成が抑えられ

た（Kimura, K., et. al, Oral Diseases, 2013）。

しかしながら生物学的製剤、なかでも抗体製

剤には優れた治療効果の反面、膨大な製造コ

ストがかかるという大きなデメリットがある。

そこで安価で生産できるペプタイドが抗体よ

りも優れた医薬品として、現在注目されてい

る。そこで我々は抗c-Fms抗体がc-Fmsに反応

する領域（抗c-Fms抗体B-cellエピトープ）つ

まりM-CSFとc-Fmsが結合する領域を見つけ、

その領域のペプタイドをアンタゴニストとし

て使用することで、破骨細胞形成を抑えるこ

とを考えている。このぺプタイドも抗c-Fms 

同様に病的骨吸収をより有効に抑制できるこ

とも予想でき、実用化できれば歯科領域全般

および矯正歯科領域のみならず医療の発展に

役に立つと考えている。 

２．研究の目的 

 我々は、現在までに破骨細胞形成に必須の

サイトカインであるM-CSFのレセプターであ

るc-Fmsに対する抗c-Fms抗体（ラット抗マウ

スc-Fms抗体（M-CSF 中和抗体）; AFS98）が

in vivoにおいてTNF-αやLPSが誘導する破骨

細胞形成および病的骨吸収を抑制することを

発見した。しかしながら、抗体は、非常に高

価で実際に臨床応用するには問題となる。そ

こで本研究は、抗c-Fms抗体が結合する領域を

決定し、その領域のぺプタイドをM-CSFの結合

を阻害するアンタゴニストとして使用し、破

骨細胞形成および病的骨吸収抑制効果を検討

する。また抗c-fms抗体と同等の抑制効果が得

られるか比較検討することが目的である。 

 

３．研究の方法 

（1）抗c-Fms抗体のc-Fmsに対しての反応領域

の決定（抗c-Fms抗体B-cellエピトープ）の決

定 

c-Fms遺伝子のサブクローニングおよび抗

c-Fms抗体反応領域のスクリーニングM-CSFの

レセプターであるc-FmsのM-CSFの結合領域を

含む細胞外領域は、492のアミノ酸からなり

1476塩基でコードされている。現在までにこ

の細胞外領域をコードするc-Fms 遺伝子をク



 

 

ローニングしている。方法は全骨髄細胞

(1×107 個)を10cm シャーレに播種し、

M-CSF(100ng/ml)を添加して、3 日間培養する。

0.2％EDTA-PBSで機械的に付着細胞を剥がし

て、回収する。その回収した付着細胞(1×107 

個)を10cm シャーレにてM-CSF(100ng/ml)存

在下でさらに3 日間培養する。この細胞は

M-CSF 依存性マクロファージで、c-Fmsを強く

発現する。この細胞よりmRNAを回収しc-Fms

特異的プライマーでcDNAを増幅し、T-Vector 

に組み込み、c-Fms 遺伝子をクローニングし

た。クローニングしたc-Fms 遺伝子を発現ベ

クター(pGEX)に組み込み、大腸菌にて発現の

誘導を行い、そのライゼートと抗c-Fms 抗体

の反応をウェスタンブロッティングでみて、

発現を確認した。次にc-Fms 遺伝子のサブク

ローニングおよび抗c-Fms 抗体反応領域のス

クリーニングを行う。クローニングしたc-Fms 

遺伝子を適当な制限酵素サイトを利用して切

断し発現ベクター(pGEX)に組み込み、サブク

ローングし、大腸菌にて発現の誘導を行い、

そのライゼートと抗c-Fms 抗体の反応をウェ

スタンブロッティングでみる。反応した領域

をさらに小さく、サブクローンを作成し、反

応領域を限定していく。 

②ぺプタイドによる抗c-Fms抗体反応領域（抗

c-Fms抗体B-cellエピトープ）の決定 

領域が限定されたら、オーバーラップした20

アミノ酸程度のペプタイドを合成し、ELISA

で反応する領域を絞り込む。反応した領域は

抗c-Fms抗体のB-cellエピトープでM-CSF中和

ぺプタイドとして今後の実験に使用する。 

４．研究成果 

 我々は、現在までに破骨細胞形成に必須の

サイトカインである M-CSF のレセプターで

ある c-Fms に対する抗 c-Fms 抗体が in vivo

において TNF-αや LPS が誘導する破骨細胞

形成および病的骨吸収を抑制することを発

見した。 

 

本研究は、抗 c-Fms 抗体が結合する領域を決

定し、その領域のぺプタイドを M-CSF の結合

を阻害するアンタゴニストとして使用し、破

骨細胞形成および病的骨吸収抑制への応用

を検討する。我々は、現在までにすでにリコ

ンビナント c-Fms 蛋白を作製している。この

リコンビナントc-Fms蛋白に我々が使用して

いる抗c-Fms抗体がウェスタンブロティング

で反応することから、抗 c-Fms 抗体が反応す

る部位（B-cell エピトープ）が M-CSF と c-Fms

の結合を抑制する可能性が十分考えられた。

そこで骨髄細胞を用いた破骨細胞形成に対

してリコンビナントc-Fms蛋白を作用させた

ところ破骨細胞形成を抑制した。これらのこ

とから、B-cell エピトープ領域のぺプタイ

ドで破骨細胞形成を抑制できることが予想

できる。c-Fms の M-CSF の結合領域を含む細

胞外領域は、492 のアミノ酸からなり 1476 

塩基でコードされている。この細胞外領域を

コードする c-Fms 遺伝子をクローニングし

ている。現在 c-Fms 遺伝子のサブクローニン

グおよび抗 c-Fms 抗体反応領域のスクリー

ニングを行っており、クローニングした

c-Fms 遺伝子を適当な制限酵素サイトを利

用して切断し発現ベクター(pGEX)に組み込

み、サブクローングし、大腸菌にて発現の誘

導を行い、そのライゼートと抗 c-Fms 抗体の

反応をウェスタンブロッティングで確認を

行っている。また in vitro にてリコンビナ

ントc-Fms蛋白の破骨細胞形成に対する濃度

依 存 的 な 実 験 を 行 っ た 。

0ng/ml,10ng/ml,100ng/ml,1000ng/ml,10000

ng/mlの濃度で作用させたところ100ng/mlの

濃度から抑制効果が現れ破骨細胞数が減少



 

 

した。また 1000ng/ml,10000ng/ml の濃度で

は多核の細胞が減少した。 
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