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研究成果の概要（和文）：すでに軟骨分化促進作用が明らかとなっているRANK様ペプチドであるOP3-4ペプチド
を直径20μｍの粒子状ゼラチンハイドロゲルを足場材料として用い、monoiodoacetate誘導変形性関節症（OA）
マウスモデルの膝関節腔内に打ち込んだ。トルイジンブルー染色でメタクロマジーを起こす正常軟骨組織が、OA
モデルでは明らかに減少したが、OP3-4投与により、正常軟骨細胞が回復していた。このOAモデルでは骨破壊が
おこらず、骨形成活性指標も抑制されないことから、OP3-4が骨破壊を抑制した結果もたらされた間接的な作用
ではなく、OP3-4の直接作用により、軟骨変性が改善されたことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The RANK-like peptide OP3-4, which has already been shown to have a 
promoting effect of cartilage differentiation, is used with a gelatin hydrogel scaffold in a 20 μm 
diameter size, and we injected the peptide-contained materials into the right knee joint cavity of 
the MIA(monoiodoacetate)-induced osteoarthritis (OA) mouse model. Normal cartilage tissue that 
causes metachromasia with toluidine blue staining, was obviously decreased in the OA model, but 
normal cartilage tissues were recovered by the OP3-4 administration. In this OA model, bone 
destruction was not occurred and the bone formation activity index measured by administration of the
 fluorescent dyes, was not inhibited. Our data indicated that the RANK-like peptide OP3-4 did not 
seem to show indirect effects for recovering normal cartilage due to a result of suppression of bone
 destruction, but the direct effects of OP3-4 improved the cartilage degeneration.

研究分野： 硬組織薬理学

キーワード： 軟骨変性抑制　骨形成　ラベリング法　RANKL結合ペプチド　ゼラチンハイドロゲル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我々は、TNF (tumor necrosis factor)-α
結合ペプチドである WP9QY ペプチド（以下、
W9 ペプチド）が同じ TNFスーパーファミリー
に属する RANKL (receptor activator of 
NF-kB ligand)にも結合することから、RANKL
の拮抗薬として働き、破骨細胞分化抑制およ
び破骨細胞吸収活性抑制双方に効果を発揮
することを示してきた（Aoki et al, J Clin 
Invest 2006）。研究開始当初には、W9ペプチ
ドが骨形成促進作用を示すことが明らかと
なり（Furuya et al, J Biol Chem 2013、Khan 
et al, J Oral Biosciences, 2013）、RANKL
に結合する別のペプチドである OP3-4ペプチ
ドも骨形成促進作用を示すことが明らかと
なっていた（Uehara et al, J Dent Res, 2016、
Arai et al, Eur J Pharm, 2016、Sugamori et 
al, BioEssays, 2016）。このことは、RANKL
に結合するペプチド（以下、RANK様ペプチド）
のスクリーニングにより骨形成活性のある
ペプチドをスクリーニングできることを示
唆していた。 
しかしながら、RANKL に結合する物質すべ

てが骨形成活性を所有するわけではなく、抗
RANKL 抗体や OPG (osteoprotegerin)は、
RANKL に親和性が高いが、骨芽細胞分化を促
進しない。このことは、RANKL に結合するこ
とは、骨形成活性を上げる必要条件にはなっ
ても、十分条件にはなっていないことを示し
ている。 
一方、我々は W9 ペプチドをマウス関節リ

ウマチモデルの皮下に継続的な投与をする
ことにより、膝関節の骨破壊を抑制すること
示した(Saito et al, Arthrit Rheum, 2007)。
興味深いことに、この論文では骨破壊の抑制
だけでなく、軟骨変性の抑制も示していた。
さらに、同じ RANK 様ペプチドである OP3-4
ペプチドも同様の関節リウマチモデルにお
いて、骨破壊抑制を示すと共に、骨形成活性
促進と軟骨変性抑制作用も示していた（Kato 
et al, Arthritis Res Ther, 2015）。しかし
ながら、この軟骨変性抑制作用が、骨破壊を
抑制したために生まれたものなのか、RANK様
ペプチド直接の作用で引き起こされたもの
なのかは明らかではなった。 
 
２．研究の目的 
  以上の研究開始当初の背景から、骨形成
促進作用と軟骨変性抑制作用を同時に発揮
するペプチドの開発のために、以下の 3 つの
目的を立てた。 
（1）RANKLに結合するペプチドのスクリーニ

ングを行い骨・軟骨形成促進薬候補を洗
い出すこと 

（2）骨形成促進作用発現メカニズムの解明
のために、RANKL に結合するだけでなく、
何のファクターが RANK 様ペプチドと
OPG との違いを生み出しているのかを明
らかにすること 

（3）RANK 様ペプチドの軟骨変性抑制作用が

直接作用なのか、あるいは骨破壊を抑制した
ことによる間接作用なのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)の目的のためには、大阪大学薬学部と医
薬基盤・健康・栄養研究所と３者の共同研究
により、既存 RANK様ペプチドを鋳型として、
ファージディスプレイ法を用いた RANKLに親
和性の高いペプチドのスクリーニングをお
こなった。さらに BIAcoreを用いて RANKL 結
合親和性の強いペプチドを 4 つ選び、環状の
ものと直鎖状のペプチドと合わせて 8種類の
ペプチドを骨芽細胞に添加し、アルカリフォ
スファターゼ（ALP）活性を測定し、既存の
RANK 様ペプチドである W9 や OP3-4 ペプチド
と比較した。 
 
(2)の目的のためには、ST2細胞に RANKL結合
ペプチド添加、6時間後、24 時間後の膜に存
在する RANKL量を定量化した。これは、東京
大学医学部付属病院薬剤部との共同研究に
より、骨形成活性発現が、細胞膜への RANKL
輸送に関連すると考えているからである。ま
た、RANKLに対する良い抗体がないため、ST2
細胞に GFP-RANKLの融合タンパクをコードす
る遺伝子を導入し、GFP 抗体で RANKL 発現量
を定量化した。膜タンパクの標識は、ビオチ
ン化法を用いた。 
 
(3)の目的のためには、変形性関節症（OA）
のマウスモデルである monoiodoacetate
（MIA）モデルを用いた。ペプチドの足場材
料として、徐放性を期待して京都大学田畑泰
彦先生との共同研究により粒径 20 μｍのゼ
ラチンハイドロゲルを足場材料として用い
て注射した（詳細は Bhuyan et al, J. 
Pharmacol. Sci., 2017; 134 (2): 124-130.
を参照）。また、RANK 様ペプチドが、骨芽細
胞分化と軟骨細胞分化をともに促進するこ
とから、未分化間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 細
胞を用いて RANK様ペプチド添加 24時間後と
48時間後の増殖活性を MTT変法により検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)RANK様ペプチドのスクリーニング  
大阪大学薬学部と医薬基盤・健康・栄養研

究所と３者の共同研究により、すでに我々が
実験してきた RANK様ペプチドを鋳型として、
アフィニティパンニングによる RANKLに結合
親和性の高いペプチドのスクリーニングを
おこなった。しかしながら、W9 ペプチドや
OP3-4 ペプチドと同程度の ALP 活性を発揮す
るペプチドは見つけることが出来たが、W9な
どの既存の RANK 様ペプチドより有意に高い
ALP 活性を発揮する新規骨形成促進ペプチド
は見つけることが出来なかった。 
RANK 様ペプチドのスクリーニングは、

RANKL に対する親和性によるスクリーニング
のほか、韓国の研究グループからは、RANKL



と RANK の結合部位から分子モデリングによ
りペプチドを設計した発表があるが、骨吸収
抑制剤としての発表であり、骨形成促進作用
を持ち合わせる RANK 様ペプチドに関しては
まだ世界に例を見ない。 

今後、臨床応用を見据えた場合、ペプチド
の弱点である易分解性を克服できるペプチ
ドの創製が望まれる。また、研究背景でも述
べたが、RANKL に親和性があるだけでは、骨
形成活性を持つ薬剤にはならないことから、
骨形成促進作用が発揮されるメカニズム解
明が望まれる。この点、次項で示す OPGと RANK
様ペプチドとの違いは新規骨形成促進ペプ
チドをスクリーニングする上で重要な情報
を与えていると思われる。 
 
(2)RANK 様ペプチドによる骨芽細胞株 ST2 細
胞膜上の RANKL 発現量の比較 

東京大学医学部付属病院薬剤部との共同
研究により、ST2細胞に W9および OP3-4添加、
6時間後、24時間後の細胞膜に存在する RANKL
量を定量化した。この結果、両ペプチドとも
添加 6 時間後、24 時間後ともに、細胞膜の
RANKL 量が増加している結果を得た。一方、
OPG 添加により細胞膜の RANKL 量は添加 6 時
間後、24時間後ともに、無添加群に比べて変
化を示さなかった。 
今後、細胞膜上の RANKL量の違いと骨芽細

胞分化促進作用の違いとの相関性を示すこ
とにより、新規骨形成促進薬開発に向けた展
開が期待できる。現在、ABiS の支援により細
胞膜への RANKL輸送の様子を可視化する支援
を受けている。 
膜 RANKLを介したシグナルを我々は逆シグ

ナルと呼んでいるが、 Rev Endocr Metab 
Disord (2015) 16:131–139でも紹介されてい
る。 
 
(3)OAモデルによる RANK様ペプチドの軟骨変
性に対する直接作用の検討 

MIA モデルの立ち上げに時間がかかったが、
マウスが死なずに変形性関節症が発症する
最適投与量は 25 mg/kgであった。 

図 1変形性関節症モデルにおける骨の変化 
 
図１は、MIA モデルにおける patellofemoral 
joints（膝蓋大腿関節）のμＣＴ像である。 

関節リウマチモデルでは、骨破壊が激しく
軟骨変性を抑制する所見は得られていたが、
RANK 様ペプチドによる直接作用によるか骨
破壊を抑制することによる軟骨変性の抑制
作用なのかは、関節リウマチモデルでは明ら
かには出来なかった。 
今回、MIA モデルにより、骨破壊が引き起

こされていないことを確かめることができ

(図２)、RANK 様ペプチドの作用を骨破壊抑制
作用による間接的な作用による軟骨変性抑
制という可能性は除去することができた。 

図２膝蓋大腿関節における骨量の変化 
1.8 mm × 1.5 mmの関心領域内のμＣＴ像上
の骨量変化を示す。データは平均値± S.D. 
**p < 0.01 vs Ctr＋Vehicle、なお、Vehicle
は、生理食塩水を含浸させたものを注入した
群である。 

図 3膝蓋大腿関節における軟骨変性に対する
OP3-4 ペプチドの抑制効果 
上のパネルの四角で囲った部位の拡大像が
下のパネルの組織像である。スケールバーは
上のパネルが 500μm、下のパネルが 100μm 
 

図 4 RANK様ペプチドの軟骨変性抑制作用 
トルイジンブルー染色陽性面積の変化 
 
MIA 投与 7 日後から炎症が引き起こされた

状態で治療薬候補の投与を開始した。治療薬
候補は、MIA 投与後、7, 14, 21 日後に関節
腔内に 3 回投与し、最終投与後、７日後に安
楽死させた。通常炎症状態では骨形成活性が
下がるが、MIA 投与群において骨棘形成を思
わせる骨形成指標である calceinの蛍光ラベ

 

 
 
 

 

 



ルの上昇が認められた（J. Pharmacol. Sci.. 
2017; 134 (2): 124-130の Fig.3 参照） 。 
 このような状況で、図 4に示すように、正
常な軟骨基質を紫で染めるトルイジンブル
ーの染色面積は、MIA モデルでは明らかに減
少しており、軟骨変性が明らかに亢進してい
た。一方、RANK 様ペプチドである W9 および
OP3-4 の投与により、有意に軟骨変性を抑制
する結果を示した。RANKL に結合親和性の低
いコントロールペプチドの投与では、この軟
骨変性に対する作用は発揮されなかった。 
 また、我々は RANK 様ペプチドの軟骨細胞
への直接作用として、すでに ATDC5 細胞に対
する軟骨への分化を促進する結果を発表し
ていたが（Kato et al, Arthritis Res Ther, 
2015）、骨芽細胞分化促進と軟骨細胞分化促
進をともに兼ね備える RANK 様ペプチドの作
用メカニズムを検証するために、骨と軟骨双
方の起源である間葉系幹細胞の株細胞を用
いて増殖アッセイを行った。その結果、RANK
様ペプチド添加 24時間後と 48時間後におい
て、RANK様ペプチドによる増殖活性の上昇が
認められた。一方、RANKL にアフィニティの
低いコントロールペプチドでは、この作用は
認められなかった。 
 以上結果から、RANK様ペプチドは軟骨細胞
に直接作用し、軟骨変性を抑制している可能
性が示唆された。今後、軟骨への作用メカニ
ズムに関して詳細な検討が必要であるが、骨
形成促進および、軟骨変性抑制作用を併せ持
つ RANK 様ペプチドの研究展開に臨床応用へ
の期待が掛かる。 
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