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研究成果の概要（和文）：歯科領域の代表的な疾患である歯周病により起こる炎症は顎骨吸収を引き起こし，最終的に
歯牙の喪失をきたし、咀嚼機能の減退を招く.そこで歯周疾患を治療・予防できる薬物療法の開発を目指して、TNFとTN
F受容体の結合を阻害する環状ペプチドW9に注目して検討を行った。W9ペプチドは破骨細胞の増殖・分化因子であるRAN
K/RANKLとの結合も阻害して骨吸収抑制作用を示した。さらに、W9ペプチドの効果を詳細に検討したところ骨形成促進
作用を併せ持つことが明らかになった。W9ペプチドのDDSシステムの検討により、本ペプチドが歯周病のような炎症性
骨吸収を病態とする疾患への治療薬として有用である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Inflammation caused by periodontal disease, which is a typical disease of the 
dental region, induces jaw bone resorption. Jaw bone resorption finally promotes the loss of teeth, 
leading to a decline of masticatory function. So to aim the development of drug therapies that can treat 
and prevent periodontal disease, we examined the cyclic peptide W9, which inhibits the binding of TNF and 
TNF receptor. W9 peptide showed a bone resorption inhibitory action through the mechanism that inhibits 
the interaction of RANK / RANKL, which is important for a growth and differentiation process of 
osteoclasts. In addition, W9 peptide was found to possess a bone formation promoting action as shown by 
the detailed study of the effect of the W9 peptides on bone. Further, by exploring the DDS system of W9 
peptide, the peptide was shown to be useful for the treatment of the inflammatory bone resorption disease 
such as the periodontal disease.

研究分野： 歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 
歯科領域の代表的な疾患である歯周病は歯

周病原細菌による感染が原因である．感染によ
り起こる炎症は顎骨吸収を引き起こし，最終的に
歯牙の喪失をきたし、咀嚼機能の減退を招く．こ
れを防ぐには機械的清掃や抗菌薬投与などに
よる病原菌の除去とともに，炎症により起こる骨
吸収（炎症性骨吸収）を治療・予防できる薬物療
法の開発が急務である． 

これまで開発されてきた多くの骨疾患治療薬
は骨粗鬆症などの代謝性骨疾患の治療を目的
としており、作用発現時間や持続時間などの点
から歯周病などへの治療薬にはなりにくい．歯
周病治療薬は作用発現時間が早く，持続時間
が適度であり，効果消失が早いなどオン、オフが
はっきりした薬が望ましい．さらに抗炎症作用，
骨吸収抑制作用，骨形成促進作用の 3 つの作
用をあわせ持つ薬物が理想的である．このような
薬物が応用できれば炎症性病態の改善とともに，
骨吸収を抑制し，骨量を増加させて歯牙の喪失
を防ぐ治療効果が期待できる．歯周病の治療薬
として抗菌薬による感染制御とともに、炎症と骨
吸収を抑制する効果を持つ薬物、すなわち炎症
性骨吸収治療薬が開発されることが望ましいと
考えられる．  
２．研究の目的 

我々はこれまでの研究にて破骨細胞形成・機
能発現過程における TNF(tumor necrosis factor, 
腫 瘍 壊 死 因 子 ) あ る い は RANKL(receptor 
activator of nuclear factor kappa B ligand)の受
容体結合への拮抗薬開発を行い有望な成果を
上げてきた．これらの薬物は NF-kB(nuclear 
factor kappa B)の核移行を抑制し転写活性を抑
えることで破骨細胞の形成・機能発現を抑制し
た(図 1)(表)． さらに骨形成に NF-kB が抑制的
に作用することが報告され(Chang et al., Nat 
Med, 2009)，表の薬物も骨形成促進作用を有す
ることが考えられた．炎症性サイトカイン TNF と
破骨細胞の増殖・分化因子である RANKL の分
子メカニズムは類似性があり転写因子 NF-kB の
活性化が骨吸収活性の亢進に関与している(論
文 7)．本研究は TNF/TNF 受容体あるいは
RANK/RANKL 相互作用と情報伝達系を創薬

標的として炎症性骨吸収に対する新規薬物候
補を見いだして基礎的な検討を行い、臨床応用
可能な薬物を創生することが目的である． 
３．研究の方法 

本研究で用いた実験方法は様々であるが主
に以下のような方法を用いた． 
(１)In vitro での石灰化実験 

マウス頭蓋骨より単離した骨芽細胞あるいは
E1 細胞を石灰化培地（アスコルビン酸，βグリセ
ロリン酸，デキサメタゾン含有）にて培養して，石
灰化を起こさせる．そのプロセスへの候補薬物
の影響を調べる．NF-kB転写活性，石灰化組織
の同定，コラーゲン，アルカリフォスファターゼ，
オステオカルシンなどのメッセージを検討して，
石灰化に及ぼす影響を明らかにした． 
(２)In vivo マウス実験 

マウス頭蓋骨に穴を形成してそこに出現する
骨の形成量を指標として石灰化能力を検討する．
W9 ペプチドをナノゲルに混ぜて局所適応し，4
週間後に屠殺してマイクロ CT, DEXA,組織学的
検索ならびに骨形態計測法による解析を行う．
血清学的に TRAP，ピリジノリンなどの骨吸収マ
ーカー，オステオカルシン，アルカリフォスファタ
ーゼなどの骨形成マーカーを検討して骨代謝に
及ぼす作用を明らかにした． 

異所性骨石灰化実験ではマウス背部皮下に
BMP-2(bone morphogenic protein-2)を浸漬した
コラーゲンペレットを埋め込み、12 日後に屠殺し
て形成された石灰化組織の組織学的検討を行
った．この系に候補薬物を投与してその効果を
検討した． 

さらに骨形成実験モデルとしてマウス切歯を
抜歯した後に顎骨に起こる、抜歯窩修復モデル
を用いた．この系は主として抜歯窩に生じる骨形
成能力を評価するものである．炎症下における
骨形成に及ぼす候補薬物の効果を知るために、
LPS(lipopolysaccharide)を投与して検討を行った．
解析には炎症スコアーと組織学的検索，骨形態
計測法による解析，骨塩量測定にマイクロ CT ，
DEXA, pQCT を用いた． 
４．研究成果 
（１）TNF 受容体拮抗薬：W9 ペプチドに関する
研究 
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W9 ペプチドは TNF と TNF 受容体の結合を
阻害する環状ペプチドとして創生された（図 2）．
その後の研究により W9 ペプチドは TNF スーパ
ーファミリーをなす RANKL と受容体 RANK への
結合も抑制することが明らかとなり，その結果，
破骨細胞の増殖・分化・吸収活性への阻害と骨
吸収抑制効果が認められた．抗炎症作用に関し
ても in vivo においてコラーゲン誘導関節炎の炎
症スコアーを下げることが示された．一方，本ペ
プチドはNF-kB活性抑制作用を有するので，骨
形成に促進的に作用する可能性があった．そこ
でその点を明らかにする目的で研究を行った. 

 
E1 細胞を用いた石灰化実験において W9 ペ

プチドはアルカリフォスファターゼ活性上昇ある
いはアリザリンレッドによる石灰化部位の増加を
示すことが示された．同時に骨芽細胞分化活性
は W9 ペプチドにより亢進した．しかし、RANKL
欠損マウスから単離した骨芽細胞を用いると W9
ペプチドによる骨芽細胞分化亢進作用は認めら
れなかった．また、siRANKL を用いた実験でも
分化亢進作用は観察できなかったことから、W9
ペプチドによる骨形成活性の亢進は、少なくとも
その一部は RANKL を介して発揮されることが示
唆された（論文 5）．  

W9 ペプチドは、すでに米国で臨床応用され
ているBMP-2の骨形成促進作用を増強すること
も明らかとなった（図 3）．マウスの背部皮下にコ
ラーゲンスポンジを担体として 1 μg の BMP-2
と 0.56 mg の W9 ペプチドを同時に作用させると
BMP-2 単独効果の２倍量の骨が造成された．も
ともと TNFα の阻害作用を持つ W９ペプチドで
あるため、TNFα の骨形成抑制作用を阻害した
ために、この骨量増加促進作用が発揮されたと
当初は考えた．しかし、TNFα 欠損マウスや
TNF１型受容体欠損マウスを用いて異所性骨石
灰化実験を行うと、どのマウスを用いた場合でも
野生型と同様に BMP-2 により誘導された骨を２
倍に増加させた( 論文 4)．前述のように、W9 ペ
プチドは TNFαと結合するだけでなく、RANKL
とも結合することから、RANKL 欠損マウスを用い
て同様な異所性骨石灰化実験を行ったところ、
W9 ペプチドによる骨形成促進作用は認められ
なかった．これら一連の実験から、W9 ペプチド
の骨形成促進作用は RANKL を介した作用メカ
ニズムが考えられた． 

東京大学医学部の研究グループにより骨芽
細胞膜上に発現する RANKL を RANK-Fc でコ

ートしたビーズで刺激すると、RANKL の膜への
輸送が増加することから、RANKL を介したシグ
ナル伝達機構が存在することが報告されている
（Kariya et al, J Bone Miner Res, 2011, Aoki et al 
J Bone Miner Res, 2010）．RANKL（リガンド）から
RANK（受容体）への正シグナルに対して、
RANK から細胞膜上の RANKL への逆シグナル
といえる現象がRANKL結合ペプチドでも働いて
いる可能性が考えられた．詳細は検討中である
が、RANK から RANKL への逆シグナルが W9
ペプチドの骨形成促進作用に関与していること
は間違いないように思われる． 

W9 ペプチドのような RANKL 結合ペプチドは、
BMP-2 を加えなくても単独で局所の骨形成を促
進できることは大きな利点である．さらに両者を
一緒に使用することにより BMP-2 の使用量を下
げられるため、BMP-2 で指摘されている炎症や
歯根吸収などの副作用を避けることができる．今
後さらに開発を行うことにより、W9 ペプチドは整
形外科領域の骨折治療などへの応用、歯科領
域においても先天異常で顎骨が形成されない
疾患や、歯周病や抜歯後に生じる痩せた顎骨
へ応用することにより骨量増加を期待でき、治療
成績向上に貢献すると思われる． 
（２）TNF 受容体拮抗薬：CIAM 化合物に関する
研究 

TNF 受容体のリガンド結合部位（specific 
loop）の近傍に存在する cavity に小分子が結合
すると TNF の情報伝達系および NF-ｋB 核移行
は抑制されることが報告された（Murali et a.l, 
PNAS 102: 10970-10975, 2005）(図 4)．これらの
化合物は”cavity-induced allosteric modification 
(CIAM)”と名づけられ，TNF 受容体の機能を変
化させる小分子としての可能性が示された．
我々はこの CIAM 化合物に注目し、本化合物が
RANK/RANKL による破骨細胞の増殖、分化、
機能に影響を与え、in vitro にて骨吸収を抑制
することを確かめた．そこで CIAM 化合物の可能
性をさらに探求する目的で炎症時に生じる骨形

図 2 
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図 4 CIAM 化合物 



成抑制過程への作用についての検討を行っ
た． 

マウス切歯を抜歯すると抜歯窩の骨造成が起
こり修復される．この修復過程は抜歯窩の中で
骨形成が主に起こり、骨吸収ほとんどは生じな
い．したがってこの系は顎骨における骨形成能
力を評価することに適した実験系である．炎症
下における骨形成に及ぼすCIAM の効果を知る
ために、マウスの抜歯窩修復実験モデルに LPS
を投与して検討を行った(論文 7)． 

LPS を投与すると抜歯窩内の骨量の造成は
阻害され、骨量減少が起こる．CIAM を投与する
と骨量減少は阻害され対照マウスと同程度の骨
量が観察された．またこの CIAM の効果は用量
依存的であった(図５)．骨形態計測により詳細に
解析すると、CIAM は LPS 投与により生じる MAR
（石灰化沈着率）の減少や MS/BS（石灰化面
率）、BFR（骨形成速度）などの低下を抑制する
ことが認められた．また同時に CIAM は骨形成
指標である血中のオステオカルシン量を上昇さ
せる作用を示した． 

これらの結果より、CIAM は炎症時に生じる骨
形成低下を骨芽細胞の骨形成能を刺激して抑
制することが示された．また CIAM の作用は炎症
時の骨形成が阻害された状態時にのみ効果が
生じることが明らかとなった．その作用は CIAM
の有する TNF 受容体への作用による情報伝達
の阻害が主たるものであると思われる．このよう
な CIAM 化合物の特異な作用は、TNF が関連
する炎症性におこる骨量減少などへの治療薬
へ応用できる可能性を示すものである． 
（３）ペプチド薬デリバリーの工夫に関する研究 
 W9 ペプチドのようなペプチド薬は一般的に血
中半減期が短く、生体内安定性も悪い．骨領域
では PTH やカルシトニンというペプチドホルモン
がそれぞれ骨形成促進作用、骨吸収抑制作用
（骨痛抑制作用）を示すペプチド製剤として上市
されているが、これらのホルモン製剤は半減期
が短くても特に担体を用いることなく、臨床応用
されている．これはホルモン製剤としてカスケー
ドが一度動けば、血中半減期が短くても臨床応

用できることを示している． 
 これまで検討してきたペプチド薬はホルモン製
剤ではないため、ターゲット分子への親和性が
高いペプチドをスクリーニングしてくるか、血中
半減期を延長するための構造変化を行うか、あ
るいはペプチドを徐放できる担体を開発するな
どデリバリーの工夫が必要である(論文 6)． 
 構造変化に関しては Jitsubo 株式会社より協力
を得て、W9 ペプチドの骨吸収抑制作用を落とさ
ずに、システイン間のジスルフィド結合部分に工
夫を凝らし、ペプチド分解を受けづらい構造に
変える PeptuneTM というリンカー技術開発に成功
した(論文 2)． 
 徐 放 技 術 に 関 し て は cholestrol-bearing 
pullulan(CHP)ナノゲルに注目して検討を行った．
W9 ペプチドはマウスで効果を生じるには１日８
回（３時間毎）の皮下投与が骨吸収抑制発現に
必要であった．CHP+W9 ペプチドの徐放作用に
より１日２回の皮下投与で同様な効果が得られる
ことが明らかとなった（論文 6）．最近、CHP ナノ
ゲルを PEG 架橋したラズベリー型の CHP ナノゲ
ルでは、１日１回の皮下投与でも同様な骨吸収
抑制作用が発揮されることが示された(論文 1)． 
 さらにナノゲルとは別にシート状のゼラチンハ
イドロゲルをW9ペプチドの担体として用いたとこ
ろ、頭蓋骨骨欠損モデルにおける局所の骨形
成の促進作用が認められた(論文 3)．またゼラチ
ンハイドロゲルを用いるとW9ペプチドだけでなく、
新規の RANKL 結合ペプチドでも効率的に局所
の骨形成を導くことができた．さらに W9 ペプチド
の骨形成促進作用は骨芽細胞分化の初期段階
で刺激を行うとより効率的に骨形成を導くことが
認められた．従って、用いたゼラチンハイドロゲ
ルの徐放作用は投与初期の１～２週間ほどの間
で十分であることが判明した． 
（４）Ikk-β阻害薬：AVE1627 に関する研究 

Ikk-βは古典的伝達経路において NF-kB 核
移行を妨げる IkB のリン酸化を触媒，分解して
NF-kB を核内結合部位に導く酵素である（図 1）．
Ikk-β阻害薬 AVE1627 はこの過程を特異的に
阻害する薬物であり，NF-kB の転写活性を抑制
する．Ikk-β阻害薬については骨形成系への促
進作用に関して先行して検討を行った結果，マ
ウス頭蓋骨欠損モデル，卵巣摘出マウスにて骨
形成促進効果があることが明らかにされた（Alles 
N,  et al., Endocrinology 2010; 151(10): 
4626-4634）．そこで本研究において AVE1627
の骨吸収抑制活性と抗炎症作用について検討
したが、in vitro 研究における解析でよい結果が
出なかったので検討を中止した． 
（５）おわりに 

本研究において、歯周病などの炎症性骨吸
収が生じる疾患の薬物療法に用いる候補薬物と
して、TNF 受容体拮抗薬の検討を行った．その
中で候補となったペプチド薬、化合物の作用メ
カニズムの解析あるいは臨床応用に向けたデリ
バリーの工夫を行ってきた．本邦で使用されて
いる骨粗鬆症治療薬は骨吸収抑制薬のビスフ
ォスフォネート製剤から骨形成促進剤開発に移
行しており、PTH 製剤、あるいは米国で治験が

図 5 



進んでいる新規骨形成促進剤であるスクレロス
チン抗体などが登場している．本研究で用いた
候補薬物は、骨吸収抑制作用とともに、骨形成
促進作用を持ち合わせている利点があり、また
抗炎症作用を有する可能性もあるので歯周病な
どの病態改善に益する可能性が考えられる．こ
れら候補薬物は炎症性骨吸収を作用対象とす
ることから、骨粗鬆症治療薬とは別の開発方向
性を持つと考えられる。今後さらに歯周病治療
薬として応用方法の開発など新たな研究展開が
期待される． 
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