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研究成果の概要（和文）：歯周病性歯槽骨破壊の要因は、炎症サイトカインによる骨芽細胞におけるRANKLの発
現誘導と考えられている。一方、骨芽細胞は破骨細胞分化の抑制因子OPGを分泌する。本研究では、炎症局所に
集積する好中球および好中球が放出する主要なプロテアーゼであるエラスターゼがOPGのC末death domainを加水
分解すること、好中球および好中球エラスターゼは、骨芽細胞・骨髄細胞共存培養系における破骨細胞分化を促
進すること、α1アンチトリプシンは好中球によるOPG分解を阻害することを見出した。以上から、歯周病性歯槽
骨破壊に好中球エラスターゼが関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone loss in periodontitis is caused by enhanced production of bone 
resorbing factors such as pro-inflammatory cytokines that induce the expression of RANKL, a major 
osteoclast differentiation-inducing factor, in osteoblasts. On the other hand, osteoblasts secrete 
OPG, an inhibitor of osteoclast differentiation. In this study, we found that human neutrophils and 
neutrophil elastase degraded OPG, which was suppressed by addition of alpha1-protease inhibitor, a 
major elastase inhibitor in the blood circulation. Amino acid sequence analyses of OPG fragments 
obtained after treatment of OPG with human neutrophil elastase indicated that elastase cleaves OPG 
in its death domain. Finally, human neutrophils enhanced osteoclast differentiation in cocultures of
 bone marrow cells and osteoblasts. These results suggest that neutrophil elastase is involved in 
enhanced osteoclastogenesis under an inflammatory conditions via degradation of OPG. 

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病性骨破壊を含め骨吸収を担う破骨細胞分化は、RANKL/OPGの発現比の変化によって制御されると考えられ
ている。一方、我々は世界で初めて、細菌性プロテアーゼによるOPGの分解によるRANKL/OPG比の上昇が破骨細胞
分化の調節に重要な役割を持つことを提唱した。本研究は、この概念を発展させるもので、我々自身の持つプロ
テアーゼが破骨細胞分化調節において同様の役割を持つことを明らかにしたものである。この成果は、歯周病性
骨破壊にとどまらず、骨粗鬆症や関節リウマチなど全身性の骨疾患の病態形成の理解に大きく寄与する可能性を
持つものであり、それらの疾患の治療法の開発にも重要な示唆を与えるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯周病は、Porphiromonas gingivalis をはじめとする種々の歯周病原菌の感染によって発症

する慢性炎症性疾患である。罹患者の数が多いことから、世界最大の感染症と言われる。歯周
病では、破骨細胞による歯槽骨吸収が進行することで歯の脱落が起こるなど、患者の QOL の著
しい低下が起こる。破骨細胞の分化は骨芽細胞や骨細胞が細胞膜上に発現する破骨細胞分化誘
導因子RANKLが破骨細胞前駆細胞の膜上に存在するRANKLの受容体RANKに結合することで開始
される。一方、骨芽細胞は RANKL の囮受容体である OPG を分泌していることから、RANKL/OPG
の発現比の上昇は破骨細胞分化に重要である。歯周病などの炎症環境下で産生が亢進する炎症
性サイトカイン類は RANKL/OPG 発現比を上昇させることで破骨細胞分化を促進することが知ら
れている。 
我々は、代表的歯周病原菌である P. gingivalis が産生するシステインプロテアーゼの一種で

あるリシン特異的ジンジパイン（Kgp）が、骨芽細胞・骨髄細胞共存培養系で骨芽細胞が産生す
る OPG を分解することで、活性型ビタミン D、LPS などの微生物由来産物、TNF-αや IL-1βな
どの炎症性サイトカインにより誘導される破骨細胞分化を強く促進することを報告してきた
（Biochem J 419:159-66, 2009; J Biol Chem 289:15621-30, 2014; J Oral Biosci 56:120-4, 
2014）。これは、破骨細胞分化における RANKL/OPG 発現比の重要性に加え、OPG タンパク量をプ
ロテアーゼが制御するという新しい概念を提出するものであった。 
病原菌のみならず、我々自身も様々なプロテアーゼやプロテアーゼインヒビターを有している。

我々自身のプロテアーゼおよびプロテアーゼインヒビターが OPG 量を調節しているか否かは、
歯周病性骨破壊に限らず、全身性の骨疾患の理解の観点からも興味深い問題である。 
 
２．研究の目的 
 歯周病性骨破壊におけるホストのプロテアーゼの関与を明らかにすることを研究の目的とし
た。まず、歯周病の発症に関わりの深いプロテアーゼと考えられる、好中球エラスターゼ、MMP-9、
破骨細胞が分泌するカテプシン K による OPG の分解を解析することとした。さらに、OPG を分
解する活性が認められたプロテアーゼが破骨細胞分化に影響を及ぼすかを検討した。 
 
３．研究の方法 
 好中球は、ヒト末梢血から比重遠心分離により分離した。好中球の活性化は、フォルボール
エステル(PMA)刺激により行った。好中球エラスターゼの活性は、合成基質 Suc-AAA-pNA の分解
で評価した。好中球をハンクス緩衝液に懸濁し、種々の濃度のα1 プロテアーゼインヒビター
存在下にヒト・リコンビナント OPG と 37℃で 1 時間反応させ、反応物を SDS-PAGE で分離し、
抗 OPG 抗体を用いたウェスタンブロッティングで OPG の分解を定量的に評価した。ヒト・リコ
ンビナント好中球エラスターゼ、ヒト・リコンビナントカテプシン K、ヒト・リコンビナント
活性型 MMP-9 による OPG の分解も同様に解析した。OPG の分解産物の N 末アミノ酸配列の解析
は、ヒト・リコンビナント OPG とヒト・リコンビナント好中球エラスターゼを反応させた後、
SDS-PAGE を行い、メンブレンに転写し、クマシー染色後、主要な分解断片（37K）を切り出し、
エドマン法によりアミノ酸配列を解析した。 
 
４．研究成果 
ヒト・リコンビナント OPG をヒト好中球懸濁液に添加したところ、好中球数に依存して OPG

の分解が起こった。好中球をあらかじめ PMA で刺激すると分解が促進された。また、超音波で
破壊した好中球も OPG を分解した。好中球による OPG の分解は、好中球エラスターゼの内因性
阻害タンパク質であるヒトα1-プロテアーゼインヒビターによって部分的に阻害された。これ
らの結果から、OPG は好中球エラスターゼにより分解されることが示唆された。そこで、ヒト・
リコンビナント好中球エラスターゼと OPG を反応させたところ、OPG の分解が観察された。こ
の時得られた約37Kの OPGの分解断片のN末アミノ酸配列の解析を行ったところ、分解前のOPG
（約 50K）の N 末アミノ酸配列と完全に一致したことから、エラスターぜは OPG の RANKL 結合
ドメインではなく、さらに C末のデスドメイン類似領域内を加水分解することが明らかとなっ
た。さらに、マウス骨髄細胞・骨芽細胞の共存培養系に活性型ビタミン Dを加え、破骨細胞分
化を誘導する培養系にヒト好中球を加えたところ、破骨細胞分化が促進された。以上より、炎
症局所に集積する好中球から放出されるエラスターゼは、OPG を分解することで破骨細胞分化
を促進すると考えられた。 
ヒト・リコンビナント・カテプシン Kもヒト OPG を分解したことから、破骨細胞から分泌され

るカテプシン Kが OPG の分解を介して、さらに破骨細胞分化を促進する可能性が考えられた。
一方、同様に破骨細胞から分泌される MMP-9 には OPG 分解活性が観察されなかった。 
以上の結果から、ヒトのプロテアーゼによる OPG の分解が新たな破骨細胞分化制御システムと

して機能する可能性が考えられる。特に、歯周病などの炎症性骨吸収では、好中球エラスター
ゼなどのプロテアーゼが骨吸収に関わる可能性が高い。さらに、破骨細胞由来のカテプシン K
が破骨細胞分化を促進するポジティブ・フィードバック制御が働いている可能性がある。 
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