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研究成果の概要（和文）：Porphyromonas gingivalis は、破骨細胞による歯槽骨破壊を特徴と

する歯周病の主要な病原細菌である。本菌が産生するシステインプロテアーゼであるジンジパ

インは、その切断部位から、Lys特異的ジンジパイン（Kgp）と Arg特異的ジンジパイン(Rgps)

に分類される。本研究では、破骨細胞分化に対するジンジパインの効果を解析した。マウス骨

髄細胞と骨芽細胞の共存培養での活性型ビタミン Dによる破骨細胞分化を Kgp は促進した。す

なわち、Kgp 存在下では、生理的濃度(0.1 nM)の活性型ビタミン Dによって、薬理学的濃度(10 

nM)の活性型ビタミン D に匹敵する破骨細胞分化が誘導された。一方、RgpB にはその作用は認

められなかった。Kgpは、LPS をはじめとする種々の TLR リガンドによる破骨細胞分化も強く促

進した。Kgp 存在下に形成された破骨細胞は骨吸収活性を有していた。血清存在下に、Kgp は

OPGを分解したが、RgpB は OPG分解活性を示さなかった。Kgp による破骨細胞分化促進効果は、

OPGの分解と相関しており、Kgpのプロテアーゼ活性を阻害することで消失した。Kgpによる破

骨細胞分化促進作用は、過剰の OPG 添加により減弱した。さらに、OPG 欠損マウス由来骨芽細

胞を用いた共存培養系では、Kgp による破骨細胞分化促進は認められなかった。以上より、Kgp

は、破骨細胞分化の抑制因子である OPG を分解することで、破骨細胞分化を促進することが示

唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis is one of the major pathogens of periodontitis, a 

condition characterized by excessive alveolar bone resorption by osteoclasts. The bacterium produces 

cysteine proteases called gingipains, which are classified according to their cleavage-site specificity into 

lysine-specific (Kgp) and arginine-specific gingipains (Rgps). In this study, we examined the effects of 

gingipains on osteoclast differentiation. In co-cultures of mouse bone marrow cells and osteoblasts, 

formation of multinucleated osteoclasts induced by 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH)2D3] was 

augmented by Kgp but not by RgpB. A physiological concentration (0.1 nM) of 1,25(OH)2D3 induced 

the osteoclast formation in the presence of 100 nM Kgp to the extent comparable to that induced by 10 

nM 1,25(OH)2D3. Kgp also enhanced osteoclastogenesis induced by various microbial components 

including lipopolysaccharide. Combined use of Kgp and 1,25(OH)2D3 or lipopolysaccharide also 

increased the number of resorption pits developed on dentin slices, indicating the osteoclasts formed in 

the presence of Kgp possess bone-resorbing activity. The enhanced osteoclastogenesis by Kgp was 

correlated with a depletion of osteoprotegerin in co-culture media and proteolytic activity-dependent, 

since benzyloxycarbonyl-phenylalanyl-lysyl-acycloxyketone, an inhibitor of Kgp, completely abolished 

osteoclastogenesis induced by Kgp. Kgp digested osteoprotegerin, since its recombinant protein was 

susceptible to degradation by Kgp in the presence of serum. As a result, Kgp did not augment 

osteoclastogenesis in co-cultures of osteoprotegerin-deficient osteoblasts and bone marrow cells. In 

addition, enhanced osteoclastogenesis by Kgp was abolished by excess amount of recombinant 

osteoprotegerin. These findings suggest that degradation of osteoprotegerin is one of the mechanisms 

underlying promotion of osteoclastogenesis by Kgp. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 歯周病は、Porphyromonas gingivalis 等
の感染よって起こる慢性炎症性疾患である。
P. gingivalis が産生するプロテアーゼ群で
あるジンジパインは歯周病の主要な病原因
子と認められているが、歯槽骨破壊における
ジンジパインの役割は不明だった。 
 
(2) 我々は、骨芽細胞・骨髄細胞共存培養系
における活性型ビタミン Dによる破骨細胞分
化を Lys 特異的ジンジパイン（Kgp）が強く
促進することを発見した。 
 
２．研究の目的 

(1) 感染による骨吸収を想定し、各種微生物
成分（TLR リガンド）による破骨細胞分化に
対する Kgp および Arg 特異的ジンジパイン
（Rgps）の影響を上記共存培養系で解析した。 
 
(2) 骨髄細胞単独培養系における RANKL依存
的な破骨細胞分化に対する Kgp および Rgps
の影響を解析した。 
 
(3) 破骨細胞分化を促進する RANKL および
RANK、抑制因子である OPGの Kgpおよび Rgps
による分解を比較した。 
 
(4) Kgp による OPG の分解が明らかとなった
ので、OPG欠損マウス骨芽細胞を用いて、OPG
分解の重要性を確認した。 
 
３．研究の方法 

(1) マウス骨芽細胞・骨髄細胞共存培養系に
おける破骨細胞分化を酒石酸抵抗性酸ホス
ファターゼ（TRAP）活性染色で定量的に評価
した。必要に応じて、OPG欠損マウスの骨芽
細胞を用いた。直前に活性化した Kgpあるい
は Rgpsを骨吸収因子と同時に添加した。 
 
(2) マウス骨髄細胞培養系に RANKL および

M-CSF を添加し、(1)と同様に破骨細胞分化を
評価した。 
 
(3) 破骨細胞の骨吸収活性を、象牙切片を用
いて評価した。 
 
(4) 試験管内における可溶性 RANKL、RANK-Fc、
OPGの Kgpおよび Rgps による分解を、それぞ
れの特異抗体を用いた western blotting に
より評価した。 
 
(5) 骨芽細胞・骨髄細胞共存培養系における
RANKL、RANK の分解を western blotting で、
OPGの分解を ELISA で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) Kgp は、マウス骨芽細胞・骨髄細胞共存
培養系における破骨細胞分化を促進したが、
RgpB にその作用はなかった。すなわち、Kgp 
(100 nM)は、単独では破骨細胞分化を誘導で
きない 0.1 nM の活性型ビタミン D および 1 
ng/ml の大腸菌 LPS 存在下に、破骨細胞分化
を誘導した（図 1）。同様に、Kgp は P. 
gingivalis LPS、CpG DNA、ペプチドグリカ
ン 、
Poly(I:C)R
NA による破
骨細胞分化
を促進した。
Kgp 存在下
に形成され
た破骨細胞
は、象牙質
吸収能を有
していた。 
 
(2) マウス骨芽細胞・骨髄細胞共存培養系に
おける活性型ビタミン D、大腸菌 LPS による
破骨細胞分化の Kgp による促進作用は、Kgp
のプロテアーゼ活性阻害剤 Z-FK-ckにより完



全に消失し
た（図２）。
一 方 、
Z-FK-ckは、
骨芽細胞の
増殖あるい
は骨髄細胞
単独培養に
お け る
RANKL 依存
的な破骨細
胞分化に影
響を与えな
かった。 
 

(3) Kgpは、血清存在下に OPGを分解したが、
RgpB は OPG を分解できなかった（図３）。骨
芽細胞・骨髄細胞共存培養系においても、Kgp
は OPGを分解した。共存培養系での細胞膜結
合型の RANKL および RANK の Kgp による分解
はわずかだ
った。一方、
可 溶 性
RANKL 、
RANK-Fc は
OPG 同様、
Kgp により
分解された。 
 
(4) 骨髄細胞単独培養系における可溶性
RANKL 依存的な破骨細胞分化は、Kgp により
促進されず、むしろ抑制された。これは、Kgp
により、可溶性 RANKL が分解されたためと考
えられる。 
 
(5) 共存培
養系におけ
る Kgp によ
る破骨細胞
分化促進作
用 は 、 OPG
の添加によ
り用量依存
的に抑制さ
れた。さら
に、OPG 遺伝
子欠損マウ
ス由来の骨
芽細胞を用いた共存培養系における破骨細
胞分化に対して、Kgp は促進作用を示さなか
った（図４）。 
 
(6) 以上より、Kgp は、OPG を効率よく分解
することで、生理的骨吸収因子である活性型
ビタミン Dおよび種々の TLRリガンド依存的
な破骨細胞分化を促進したと考えられる。 
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