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研究成果の概要（和文）：自然免疫システムを司るToll-like receptors (TLRs)の活性化は炎症性骨破壊を誘発するこ
とが知られている。我々は、合成二本鎖RNAでありTLR3のリガンドとして知られるPoly(I:C)が、骨粗鬆症モデルマウス
の骨密度を高める作用を持つことを発見した。詳細な解析の結果、Poly(I:C)は破骨細胞の前駆細胞におけるインター
フェロン-βの産生とSTAT-1依存的な細胞内シグナルの活性化を介して破骨細胞分化を抑制することが明らかとなった
。すなわち、Poly(I:C)とTLR3は、炎症性骨破壊治療のための新たな戦略において、重要な構成要素となりうることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Activation of Toll-like receptors (TLRs) is thought to exacerbate inflammatory bon
e resorption. In the present study, we found that Poly(I:C), a synthetic double-stranded RNA (dsRNA) that 
acts as a ligand of Toll-like receptor 3 (TLR3), suppresses bone loss in osteoporosis model mice, while it
 inhibited osteoclastogenesis via production of interferon (IFN)-beta and the STAT1- dependent signaling p
athway in osteoclast precursors. Thus, Poly(I:C) and TLR3 may be important components of a new therapeutic
 strategy for inflammatory bone loss.
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
	 
	 TLRs は細菌の構成成分である LPS(リポ多
糖)やメチル化されていない DNA、鞭毛、ウ
イルスの RNA などを認識する受容体群であ
り、炎症性サイトカインなどの産生を介して
免疫応答を活性化することが知られている。
これは「自然免疫システム」とよばれ、細菌
感染を原因とする歯周病の発症にもこのシ
ステムが密接に関与すると考えられている。
そこで申請者は歯周病の骨破壊機序を解明
するため、LPSの受容体である TLR4と破骨
細胞形成との関係について解析してきた。そ
して最近、TLR4が TNF-αを介して骨破壊を
促進する一方、IRF-8 という転写因子により
骨破壊を抑制する機能をもつことを明らか
にした（申請者；Nat Med 15:p1066, 2009）。
また、他の研究グループは細菌の非メチル化
DNAを認識するTLR9がリウマチにおける骨
破壊に必須であることを明らかにした
（Science 319:p624, 2008）。従って、TLRsを
中心とした自然免疫システムは、さまざまな
骨疾患に関与すると考えられる。 
	 現在 9 種類同定されている TLRs は、それ
ぞれ特有のリガンドをもち、それらの機能も
異なっている。中には、TLR7 のリガンドで
ある R848 のように、性器ヘルペスの治療薬
として使用されているものもある。しかし、
骨代謝研究においては、LPSとその受容体で
ある TLR4に集中しており、それ以外の TLRs
の機能についてはほとんど解明されていな
い（図１）。このような背景から、申請者は、
全ての TLRs と骨代謝の関係を詳細に解析し、
作用メカニズムを解明することが、骨疾患の
原因究明とその治療方法の開発に極めて重
要であると考えた。 

 
２．研究の目的	 
	 
	 本研究では TLRs による骨代謝調節機構の
全貌を明らかにするため、正常な骨代謝およ
び骨破壊を伴う病態における各 TLRs の機能
を解明し、さらに、得られた結果に基づいて
TLRs を標的とした骨疾患の治療方法および
骨再生方法の開発を目指した。具体的には、

次のような 4つの事項について実験した。 
 
(1) 正常な骨代謝における TLRs の機能解
析：TLRs の各リガンドをマウスに投与し、
大腿骨の骨密度と組織を構成する細胞に与
える影響を解析し、TLRリガンドが破骨細胞
や骨芽細胞の分化、機能および生存に与える
影響を解析した。次に、骨組織における遺伝
子発現変化の網羅的な解析や、遺伝子改変マ
ウスの解析により、TLRの機能発現に関与す
る因子を同定した。 
(2) 骨病態における TLRsの機能解析：①骨粗
鬆症、②歯周病を模した炎症性骨破壊、③関

節リウマチ、④癌の骨転移などの骨病態モデ

ル動物、⑤および骨粗鬆症を発症する OPG
欠損マウスや IRF-8欠損マウスに TLRリガン
ドを投与し、骨病態の変化を組織学的に解析

する。また、遺伝子の発現変化を網羅的に解

析し、骨疾患に関与する TLRs とそれを仲介
する因子の同定を試みた。 
(3) TLRs を標的とした骨疾患治療方法の開
発： TLR3のように TLRsが骨形成促進作用
を示す場合、その TLRリガンドを病態モデル
マウスに投与し、その治癒作用を解析した。

また、TLRs が骨病態の発症やその亢進に関
与する場合は、TLR抗体を投与することによ
って TLRs の作用を抑制する効果があるか否
か検討した。 
(4) TLR 作用を応用した骨再生促進方法の改
良： BMP-2 は骨形成を誘導するサイトカイ
ンであり、骨の再生に有用である。申請者は、

TGF-β1 というサイトカインが BMP-2 によ
る異所性の骨形成と同所性の骨再生を強力

に促進することを見いだした。そこで TLR4
リガンドである LPS や菌体成分を用いて、
BMP-2 と TGF-β1による骨形成誘導と TLRs
の関係について検討した。 
	 
３．研究の方法	 
	 
（１）頭蓋骨破壊モデル：C57BL6 系統の野
生型マウス（6-7 週齢、雄）の頭蓋骨上部の
骨膜付近に、溶媒（PBS）、LPS [500µg/匹]ま
たは Poly(I:C) [250 µg/匹]を投与し、11日後に
頭蓋骨を摘出した。その頭蓋骨を破骨細胞の
分化マーカーである酒石酸耐性酸性ホスフ
ァターゼ (Tartrate-resistant acid phosphatase: 
TRAP)活性を利用して染色し、破骨細胞形成
を評価した。また、µCTで頭蓋骨をスキャン
して三次元画像を構築し骨破壊の有無を観
察した。 
（２）骨粗鬆症モデル：C57BL6 系統の野生
型マウス（6-7 週齢、雌）の卵巣を摘出し、
Poly(I:C)[250 µg/匹]または PBSを 3日毎に 4
週間、尾静脈投与した。それらのマウスの脛
骨を用いて骨形態計測をおこない、Poly(I:C)
が骨粗鬆症に与える作用を評価した。 
（３）破骨細胞分化誘導系：マウスの骨髄細



胞から M-CSF で誘導した破骨前駆細胞に、
破骨細胞の分化誘導因子である RANKLを添
加し、破骨細胞分化を誘導した（前駆細胞培
養系）。また、骨髄細胞と骨芽細胞の共存培
養系に RANKLの発現を誘導する活性型ビタ
ミン D を添加し、破骨細胞分化を誘導した
（共存培養系）。これらの培養系に Poly(I:C)
や抗体などを添加し、破骨細胞分化に与える
影響を解析した。 
（４）遺伝子発現解析：破骨前駆細胞、破骨
細胞、および骨芽細胞を LPSまたは Poly(I:C)
で刺激し、24時間後に RNAを抽出して各種
mRNAの発現レベルを RT-PCRおよび定量的
PCR法により解析した。 
（５）癌の骨転移モデル：マウスのメラノー
マ B16F10 細胞株を C57BL6 系統の野生型マ
ウスの左心室に注入し、骨への転移を観察し
た。 
（６）動物実験の承認：マウスを用いる実験
はすべて昭和大学動物実験委員会の規則を
遵守し、各実験計画について委員会より承認
を得た。 
（７）骨形成促進物質の探索：5 mg のヒト
BMP-2と、活性促進候補物質（TGF-β1など）
を含むコラーゲンスポンジを作製し、マウス
の後背筋膜下に埋入した。1〜14 日後、形成
された組織塊を摘出し、μCT による骨量形
態測定、組織形態計測、細胞培養、および遺
伝子発現解析に供試した。 
（８）菌体・LPSの影響：（7）のスポンジに、
死菌体または LPS を混合し、野生型、TNF-
α欠損、または IL-1α/β二重欠損マウスに埋
入し、同様の解析をおこなった。 
 
４．研究成果	 
	 
（１）Poly(I:C)は骨破壊を誘導しない 
	 Poly(I:C)が LPSのように骨破壊を誘導する
作用を持つか否か検討した。その結果、LPS
を投与したマウスの頭蓋骨では TRAP陽性の
箇所（破骨細胞）が増加していた。また、µCT
の画像解析により、頭蓋骨の表面が破骨細胞
によって顕著に破壊されている様子が認め
られた。一方、Poly(I:C)や PBSを投与したマ
ウスでは、破骨細胞の増加や骨破壊は全く認
められなかった。このことは、Poly(I:C)が LPS
とは異なり、骨破壊を誘導する作用を持たな
いことを示唆する。 
（２）Poly(I:C)は骨粗鬆症モデルマウスの骨
量を増加させる 
	 卵巣摘出によって骨粗鬆症を発症したマ
ウスに Poly(I:C)を投与し、脛骨の骨形態計測
をおこなった。その結果、対照群では骨量の
減少が認められたのに対し、Poly(I:C)投与群
の骨量は減少せず、対照群の約 2倍であった。
また、卵巣を摘出していない健全なマウスに
Poly(I:C)を投与した時も顕著な骨量の増加が
認められた。これらの結果は、Poly(I:C)が骨
量を増加させる作用を持つことを示唆する。 
（３）Poly(I:C)は in vivoと in vitroにおける

破骨細胞形成を抑制する 
	 Poly(I:C)を投与したマウスでは、破骨細胞
数が有意に減少していた。また、破骨前駆細
胞の培養系および共存培養系における破骨
細胞分化を Poly(I:C)は濃度依存的に抑制した。
一方、in vivoの骨芽細胞数は減少傾向にあっ
たが、有意差は認められなかった。このこと
から、Poly(I:C)による骨密度の上昇は主に破
骨細胞分化の抑制によるものであることが
示唆された。 
（４）Poly(I:C)はインターフェロン-β (IFN-β)
の産生と INF-β受容体下流のSTAT1を介して
破骨細胞分化を抑制する 
	 Poly(I:C)による破骨細胞分化抑制機序を解
明するために、Poly(I:C)で刺激した破骨前駆
細胞における遺伝子発現を解析した。その結
果、破骨細胞分化抑制因子である IFN-βの発
現が著明に上昇していることが判明した。そ
こで IFN-βの中和抗体を破骨細胞の分化培
養系に添加したところ、Poly(I:C)は破骨細胞
の分化を全く抑制しなかった。さらに、IFN-β
受容体の下流でシグナル伝達を担う STAT1
遺伝子を欠損したマウスから破骨前駆細胞
を誘導し、同様の実験をおこなったところ、
Poly(I:C)は STAT1 欠損前駆細胞から破骨細
胞への分化を抑制しなかった。また、STAT1
欠損マウスに Poly(I:C)を投与しても骨量は増
加しなかった。これらの結果は、Poly(I:C)が
IFN-βと STAT1を介して破骨細胞分化を抑制
することにより骨量増加をもたらしている
ことを示唆する。 
（５）Poly(I:C)はメラノーマの骨転移を抑制
する 
	 癌の骨転移には破骨細胞が密接に関与す
ることが知られている。そこで、メラノーマ
細胞株をマウスの左心室に注入し、大腿骨と
脛骨への骨転移の頻度を観察した。その結果、
PBS 投与群では約 50％のマウスにおいてメ
ラノーマの骨転移が認められたのに対し、
Poly(I:C)投与群では、約 17％であった。これ
は、Poly(I:C)がメラノーマの骨転移を抑制し
たことを示唆する。 
（６）LPSは IL-1βの産生を介して BMP-2お
よび TGF-β1による骨形成を抑制する 
	 TGF-β1は BMP-2が誘導する異所性骨の体
積を約 5 倍に増加させた。解析の結果、
TGF-b1 の添加により骨芽細胞数と軟骨細胞
数が増加し、破骨細胞数が半減していた。一
方、菌体や LPSによって骨体積は、50％以下
に減少した。LPSは、TNF-α欠損マウスにお
ける異所性骨形成を抑制したが、IL-1α/β欠
損マウスでは抑制しなかった。さらに、異所
性骨形成初期の組織から回収した培養細胞
に IL-1βを添加すると、細胞の増殖が抑制さ
れたため、LPS の骨形成抑制作用は IL-1β を
介していることが判明した。 
〈考察〉 
	 LPSの受容体である TLR4をはじめ、TLRs
は歯周病とそれに伴う骨破壊を誘導する主
要な分子として位置づけられてきた。しかし、



今回の研究で我々は TLR3が骨破壊作用を持
たず、骨量増加作用をもつことを明らかにし
た。これは、TLRs が骨破壊の主因であると
考えられてきたこれまでの概念を覆す知見
である。さらに、TLR3 による骨量増加のメ
カニズムには、TLR3と他の TLRsの細胞内シ
グナルの相違が関係すると考えられる。ほと
んどのTLRsはMyD88を介してシグナルを伝
達するが、TLR3はそれを持たず、TRIFを介
してシグナルを伝達する。その結果、破骨細
胞分化抑制因子の１つである IFN-βの産生が
強力に誘導された。実際に産生された IFN-β
が破骨細胞形成の抑制を介して骨量を増加
させていることは、抗 IFN-β 抗体によって
Poly(I:C)が破骨細胞分化を抑制できなかった
ことや、Poly(I:C)が STAT1欠損マウスの骨量
を増加させなかったことから明らかである
（図 2）。 
	 今回の結果は Poly(I:C)が骨粗鬆症などの骨
疾患に対する新しい治療薬候補となりうる
ことを示唆している。これまでにも Poly(I:C)
は癌やウイルス感染に対して抑制的な作用
をもつことが報告されているが、骨量増加作
用や癌の骨転移抑制についてはこれが初め
てであり、その作用機序は現在用いられてい
る骨疾患治療薬とは異なっている。したがっ
て、Poly(I:C)が今後の骨疾患治療方法の開発
や骨代謝研究に役立つことが期待される。ま
た、TGF-β1は BMP-2による骨形成効率の向
上や治療コストの軽減もたらすことが期待
される。さらには、細菌や LPSは骨形成を阻
害するものの、IL-1βの抑制によりそれを回
避できる可能性が期待される。 
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