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研究成果の概要（和文）：骨粗鬆症や炎症性骨疾患において、過剰な骨吸収により、骨量が減少する。骨共役の
傷害による骨形成の低下を防ぐために、破骨細胞の骨吸収機能のみを抑制する薬剤の開発が必要である。我々
は、Wntシグナルの下流で破骨細胞の機能を亢進させるProtein kinase N3 (Pkn3)を見出した。このタンパク質
は、破骨細胞以外の正常な組織には、ほとんど発現していないため、副作用の少ない薬剤を開発する標的として
適している。本研究課題において、我々は、骨吸収亢進による骨量減少を示すモデルマウスにPkn3阻害作用が報
告されていた低分子化合物を投与した。この化合物は、骨吸収を抑制することで、骨量減少を緩和した。

研究成果の概要（英文）：In osteoporosis and inflammatory bone diseases, excessive bone resorption 
results in loss of bone mass. In order to prevent the deterioration of bone formation due to the 
failure of osteoclast-osteoblast coupling, it is necessary to develop a drug that suppresses only 
the bone-resorbing activity of osteoclasts. We found Protein kinase N3 (Pkn3), which enhances the 
function of osteoclasts downstream of the Wnt signaling. Since this protein is rarely expressed in 
normal tissues other than osteoclasts, it is suitable as a target for developing drugs with few side
 effects. In this research project, we administered a low-molecular-weight compound that had been 
reported to have a Pkn3 inhibitory effect on model mice showing bone loss due to increased bone 
resorption. This compound alleviated bone loss by suppressing bone resorption.

研究分野：口腔生化学

キーワード： 破骨細胞　骨吸収

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨粗鬆症は、日本国内だけでも推定1000万人以上の患者さんが存在する疾患である。骨量の減少による、骨折の
増加は、QOLを低下させるだけでなく、寝たきりにつながる可能性もある。骨量の減少は、骨吸収を行う破骨細
胞の働きが、骨形成を行う骨芽細胞の働きを上回ることで生じるため、破骨細胞の骨吸収機能を抑制する化合物
は、骨粗鬆症の治療薬になり得る。我々は、Pkn3というタンパク質が破骨細胞機能に重要であることを見出し
た。本研究はその阻害剤が、骨量減少モデルマウスの治療に利用できることを示したもので、臨床応用へつなが
る成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周疾患や関節リウマチなどの炎症性疾患や骨粗鬆症にお
いて、破骨細胞による骨吸収が骨芽細胞による骨形成を上回
るため、骨量の減少が生じる。ビスフォスフォネート製剤及び
抗 RANKL抗体という既存の骨吸収抑制薬は、破骨細胞の数も
減少させてしまうため、破骨細胞―骨芽細胞間の共役が傷害
され、それにより、骨形成も低下する。そのため、破骨細胞の
数に影響を及ぼすことなく、骨吸収機能のみを抑制すること
が出来る薬剤の開発が望まれる。 
破骨細胞の骨吸収機能には、細胞骨格の再編成が必要であ
り、その制御機構について、インテグリン及びその下流で活性
化されるチロシンキナーゼ c-Src のシグナルが知られている
が、詳細については不明な点が多く残されている。我々は、Wnt
非古典経路が破骨細胞の骨吸収機能に果たす役割について解
析し、本研究開始前までに、1）Wnt5a が破骨細胞に発現する
共受容体 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 (Ror2)に
結合して Rhoを活性化すること、2）Rhoの下流で protein kinase 
N3 (Pkn3)を介して c-Src が活性化されることで骨吸収が亢進
することを見出していた（図１）。 
 
２．研究の目的 
 Pkn3 は破骨細胞の機能を制御する重要な分子であり、かつ、腫瘍以外の正常な組織には殆ど
発現していないため、骨吸収抑制薬の治療標的として適している。Pkn3 を全身で欠損したマウ
スは、骨吸収低下による骨量増加を呈するが、それ以外に顕著な異常は示さない。骨粗鬆症の投
薬治療は長期間に及ぶため、高価かつ投与方法が注射に限られるタンパク質製剤(抗体製剤を含
む)よりも、経口投与可能な低分子化合物の方が臨床で用いるには適していると考えた。そこで、
リコンビナント Pkn3に対する阻害活性が報告されている低分子化合物の in vitro及び in vivoで
の骨吸収に対する効果を検証し、臨床応用に向けての検討を加えることを、本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）破骨細胞の培養 
 6～9週齢の ddY マウスの脛骨から骨髄を採取し、M-CSF 存在下で 18時間培養した。非接着細
胞を回収し、M-CSF 存在下でさらに 3 日間培養して骨髄マクロファージ(bone marrow 
macrophage; BMM)を得た。BMM を M-CSF と RANKL 存在下 3日間培養し、多核破骨細胞へと分化さ
せた。各種阻害剤を添加するタイミングと期間は、分化への影響を見る場合は、BMM から多核破
骨細胞への 3日間、生存及び機能への影響を見る場合は、多核破骨細胞形成後 24 時間である。 
形成された破骨細胞を TRAP 染色に供し、TRAP 陽性の多核細胞（3核以上）を破骨細胞とした。 
 アクチンリング形成及び吸収窩形成を観察する際は、BMM を象牙切片に播種し、培養した。ア
クチンリングの可視化には、ローダミン-ファロイジンを用いた。象牙切片上の吸収窩は、マイ
ヤーのヘマトキシリン液で染色して可視化した。 
（２）免疫沈降法 
破骨細胞にアデノウイルスを用いて GFP 誘導体である Venus を付加した Pkn3 を過剰発現させ
た。そこに、SB202190 又は SB203580 を添加して 2時間培養後、細胞を溶解し、破骨細胞タンパ
ク質溶液を得た。プロテイン A 結合ビーズに抗 GFP 抗体を架橋したものを破骨細胞タンパク質
溶液に添加し、4℃、16時間インキュベート後ビーズに結合しているタンパク質を回収し、SDS-
PAGE で分離後、c-Src 及び Pyk2 をイムノブロット法により検出した。 
（３）卵巣摘出マウスに対する SB202190 及び SB203580 投与 
 骨吸収亢進による骨量減少を呈するモデルマウスとして、卵巣摘出術(ovariectomy)を施した
マウス(OVX マウス)を用いた。10 週齢のメス Bl6/J マウス 32匹のうち、24匹に両側の卵巣を摘
出する手術を施した(OVX 群)。残り 8 匹には偽手術を施した(Sham 群)。手術の翌日、OVX 群 24
匹を 8匹ずつ 3群に分けた。SB202190 投与群、SB203580 投与群にはそれぞれ、該当する試薬の
生理食塩溶液(2 mg/kg 体重)を週 6回 4週間にわたって腹腔投与した。Control 群には、溶媒で
ある DMSO を生理食塩液に混和したものを薬剤と同じスケジュールで腹腔投与した。薬剤投与開
始から 4週間後に、大腿骨、脛骨及び血清を採取した。大腿骨の海綿骨量を μCTで解析した。
脛骨を用いた骨形態計測は、（株）医創蔵に外注した。血清中の骨吸収マーカーである CTX-Iを
ELISA 法で測定した。また、血清中の骨形成マーカーであるアルカリフォスファターゼの酵素
活性をキットを用いて測定した。 
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４．研究成果 
（１）In vitro での破骨細胞への効果 
 ①予備的な実験として、Pkn3 に対する阻害活性が報告されている、Y27632 (Rock 阻害剤)、H-
8 (PKA 阻害剤)、SB202190 (p38 阻害剤)の破骨細胞形成及び吸収窩形成に対する効果を 1 μM 及
び 10 μM の濃度で検討した。Y27632 はどちらの濃度でも破骨細胞形成を阻害しなかったが、H-
8 と SB202190 は、10 μM で、破骨細胞形成を阻害した。Y27632 は、10 μM でも吸収窩形成を抑
制しなかった。H-8 は、1 μM では、わずかに阻害したが、10 μM では、阻害しなかった。SB202190
は、1 μM で、60～70％程度吸収窩形成を阻害した。そこで、以後の実験では、SB202190 につい
て詳細に検討することにした。Pkn3 に対する阻害活性は、精製したタンパク質を用いて検討さ
れたものである。破骨細胞において、いくつかの化合物が阻害活性を示さなかったことから、破
骨細胞の Pkn3 は、一部のアミ
ノ酸配列が異なるバリアント
であるか、又は何らかの翻訳後
修飾を受けている可能性があ
り、今後の検討課題である。 
 ②SB202190 と類似の構造を
持つ p38 阻害剤 SB203580 は、
Pkn3 阻害活性が報告されてい
ないため、これらの２つの化合
物の作用を比較しながら以後
の実験を行った（図２）。 
 SB202190、SB203580 とも、破骨細胞の MAPKAPK2 (p38 の基質) のリン酸化を抑制したが、Pkn3
の自己リン酸化抑制は、SB203580 ではわずかに、SB202190 では強く認められた。 
 SB202190、SB203580 とも、破
骨細胞分化を濃度依存的に抑
制し、その IC50 は、それぞれ、
1.41 μM、0.99 μM だった。
アクチンリング形成は、
SB202190 により濃度依存的に
阻害され、その IC50 は、0.085 
μM だったのに対し、SB303580
は、試した全ての濃度で阻害し
なかった（図３）。このことは、
SB202190 は、破骨細胞形成を
阻害するよりも 10 倍以上強く
アクチンリング形成を阻害することを示唆する。アクチンリング形成と一致して、吸収窩形成も、
SB202190 により阻害されたが、SB203580 では阻害されなかった。 
 ③OVX マウスの Control 群は、Sham 群と比べて海綿骨量が有意に減少していた。OVX マウスに
SB202190 を投与した群では、Control 群と比べて有意に骨量が増加していた。一方、SB203580 投
与群では、骨量の増加は認められなかった（図４）。骨形態計測により、OVX-Control 群及び OVX-

SB203580 投与群では、吸収窩の深さが Sham 群より増加している一方、OVX-SB202190 投与群では
吸収窩の深さが Sham 群と同程度であることが明らかになった。骨吸収マーカーである血清 CT-
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図2 本研究で用いた阻害剤の構造式

図３ アクチンリング形成への影響
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X の値も吸収窩の深さと同じ傾向を示した。全ての群において、骨形成速度及び血清アルカリフ
ォスファターゼ活性には差が無かった。 
 これらの結果は、SB202190 投与が骨吸収を抑制することにより、OVX による骨喪失を緩和する
ことを示唆している。OVX による骨量減少は術後 3か月程度かけて悪化していくため、今回の投
与実験は、初期段階での予防的効果を示していると考えられる。より長期にわたる投与実験によ
り、治療効果の程度を調べることが今後の課題である。 
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