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研究成果の概要（和文）：

Receptor activator of NF-B ligand (RANKL) は、樹状細胞の分化や破骨細胞の分化お
よび機能を促進するタンパクだが、最近では乳腺の発達や体温調節にいたるまで様々な生
理的な役割を持つことが明らかにされてきた。本研究で明らかになった成果は、RANKL
に結合するペプチドが骨形成を促進することであり、またその作用メカニズムは骨代謝分
野だけでなく、RANKL の生理的な意味を解明するうえで重要な発見となったと考えてい
る。
 特に重要な発見は、２種類の RANKL 結合ペプチドが持つ骨形成活性の差が、RANKL
逆シグナルの差として明らかに示せたことである。当初、２種の骨形成促進ペプチドの骨
形成誘導能の差は、RANKL の結合部位による差として現れるものと仮定し研究を進めて
いたが、RANKL 結合ペプチドが、100μM 以上の高濃度で初めて、骨芽細胞分化促進作
用が現れることから、骨芽細胞膜表面上に RANKL の集合体(クラスター)を形成させ、
RANKL 逆シグナルを入れるスイッチになるという作用メカニズムが示唆される。
 今後、骨形成活性が強まる最適な RANKL 間距離の解明、あるいは RANKL のクラスタ
ー化を引き起こさせるリガンドの探索など、治療薬開発に向けてさらなる研究の展開が期
待できる。
  なお、骨形成ペプチドの RANKL 逆シグナル活性解析に関しては、研究協力者として
東京大学医学部付属病院薬剤部の本間雅先生に加わっていただいた。ここに感謝の意を表
します。
研究成果の概要（英文）：
 Receptor activator of NF-B ligand (RANKL) promotes dendritic cell 
differentiation and osteoclast differentiation and function. Recent findings also revealed 
the wide-ranging physiological roles of RANKL such as the mammalian gland development 
and the thermoregulation. We found in this study that RANKL binding peptides promote 
bone formation, leading to a significant finding to clarify the physiological roles of RANKL.  
 This study yields the important finding that anabolic activity on bone formation 
was dependent on the RANKL-reverse-signaling intensity. The comparison of bone 
formation activities between two RANKL-binding peptides guided us to this conclusion. At 
the beginning of this study, we hypothesized that the differences of RANKL binding sites 
between two anabolic peptides might induce the differences of bone formation activities 
between the two peptides. Since the stimulatory effects of osteoblast differentiation was 
appeared only when the peptide concentration was higher around100 M and over, we 
thought that making a RANKL clustering on the surface of osteoblast membrane might be 
a trigger of the RANKL-reverse-signaling. 
 Further studies are necessary for leading this study toward the development of a 
new therapeutic agent, such as clarification of an appropriate distance between RANKL 
molecules that can switch on the bone formation activity, and the development of a ligand, 
which can make a RANKL clustering. 

機関番号：12602 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2011～2012   

課題番号：23659867 

研究課題名（和文）骨形成活性を有する新規ペプチドの創生：ペプチドのＲＡＮＫＬ結合部位

の同定                      

研究課題名（英文） Development of a new anabolic peptide on bone by the identification 

         of the novel RANKL binding site of an anabolic peptide 

研究代表者 

青木 和広（AOKI KAZUHIRO） 

東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・准教授 

研究者番号：40272603 



 Finally we thank Dr. Masashi Honma (Department of Pharmacy, The 
University of Tokyo Hospital, Faculty of Medicine) for analyses of the bone formation 
peptides on the RANKL-reverse-signaling. 

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

交付決定額 2,800,000 840,000 3,640,000

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学

キーワード：歯科薬理学 

１．研究開始当初の背景
 腫瘍壊死因子(TNF-) に結合し、TNFの
阻害ペプチドである WP9QY（W9）は TNF
１型受容体のリガンド認識部位に似せて設
計された９つのアミノ酸で構成されたペプ
チドである。

TNF１型受容体とRANKは同じTNF受容
体ファミリーであり、RANK と TNF１型受
容体の相同配列比較をしてみると W9 ペプチ
ドが設計されたリガンド認識部位（３番目の
システインリッチドメインの最初のループ）
の構造に共有するアミノ酸が多いことから、
我々はこの W9ペプチドがRANKLにも結合
し、RANKL の阻害剤として骨吸収抑制作用
を有するか否かを検討してきた。その結果、
予想通り、W9 は RANKL に結合し、RANKL
の阻害剤としてRANKL誘導の破骨細胞形成
を抑え、骨吸収モデルを用いた動物実験にお
いても TNF 受容体 1 型および 2 型が共に欠
損したマウスにおいても骨吸収抑制作用を
発揮することを明らかにした。
 その後、オリエンタル酵母の保田尚孝博士
と共に W9 ペプチドの骨形成促進作用を明ら
かにしてきたが、その作用メカニズムは
RANKL を介した作用であるかどうかは明ら
かではなかった。

２．研究の目的
W9 ペプチドの骨形成促進作用が RANKL

を介した作用であることを明らかにし、W9
ペプチドよりも骨形成促進作用が強いペプ
チドを探索するとともに、その骨形成作用が
変化するメカニズムを解明すること。

３．研究の方法
 まず、RANKL に結合するペプチド候補と
して、TNF 受容体ではなく RANK のデコイ
受容体である OPG 上の RANKL 結合部位を
鋳型として設計されたペプチド X を用いた。
 ペプチド Xの骨形成促進能をW9ペプチド
と比較するために、頭頂骨から単離した骨芽
細胞様細胞を用いた in vitro の系と BMP-2
を用いた背部筋膜下にコラゲン担体を用い

た異所性骨石灰化のモデルと京都大学再生
医科学研究所の田畑泰彦教授から供与され
たゼラチンハイドロゲル担体を用いた頭頂
骨欠損モデルを用いた in vivo の系により検
討を加えた。 
 骨形成促進作用のメカニズム解明のため
に、TNF1 型受容体欠損マウス、TNFα欠損
マウス、RANKL 欠損マウス（松本歯科大 宇
田川信之教授より供与）およびこれらのバッ
クグランドマウスであるC57BL/6Jマウスを
コントロールマウスとして用いた。また、
RANKL 逆シグナルを研究してきた東京大学
医学部付属病院薬剤部の本間雅先生との共
同研究でRANKL逆シグナルが動くか否かを
ターゲット蛋白のリン酸化抗体を用いた
Western blotting 法により行った。

４．研究成果 
W9ペプチドはTNFαとRANKL双方に結

合するペプチドであるが、さらに RANKL 特
異的に結合するペプチドの方が骨形成活性
が高いのではないかという仮説のもとに実
験を進めた。
 予想通り、W9 ペプチドよりペプチド X の
方が in vitro の骨芽細胞分化促進能、in vivo
の BMP-2 が誘導する異所性骨石灰化作用を
促進する能力、さらに、ペプチド単体でも頭
頂骨欠損モデルにおける新生骨再生能のい
ずれにおいても約２倍の骨形成促進作用を
示した。
 一方、W9 ペプチドの異所性骨石灰化促進
メカニズム解明のために、まず TNFα欠損マ
ウスおよび TNF1 型受容体欠損マウスを用
いてコントロールマウスと同様な実験を行
った。我々は TNFαによる骨形成阻害作用を
in vivo の実験系（切歯抜歯窩骨新生モデル）
を用いてすでに明らかにしていたため、TNF
αの阻害作用も持つ W9 ペプチドの骨形成促
進能は TNFαを阻害することにより引き起
こされると考えられた。
 ところが、上記の TNF シグナルを阻害す
るマウスを用いても W9 ペプチドによる骨形
成促進作用はコントロールマウスと同様に



現れたことから W9 ペプチドの骨形成促進作
用はRANKLを介した作用であると仮定した。
実際、RANKL 欠損マウスを用いた W9 ペプ
チドによる異所性骨石灰化促進作用は完全
に抑えられ、RANKL を介する骨形成促進作
用の可能性が示唆された。
 最後に、W9 ペプチドとペプチド X とが同
じRANKL結合ペプチドであるにもかかわら
ず、骨形成促進作用が異なる理由を検討した。
数年前から骨芽細胞に RANK をコートした
ビーズの刺激で RANKL 逆シグナルが入り、
骨芽細胞の膜への輸送が亢進することを発
見していた東京大学医学部付属病院薬剤部
の本間雅先生に W9よりペプチド Xの方が骨
形成促進作用の強い理由をRANKL逆シグナ
ルの強弱で説明できないか検討していただ
いた。その結果、予想通りペプチド X の方が
W9 ペプチドより RANKL 逆シグナルが強か
った。
 これらの結果は、RANKL に結合する薬剤
が新規骨形成促進剤開発のリード化合物と
なることを示しており、また RANKL が関連
する多様な生理活性を制御する上において
も重要な発見になったと思われる。ただ、
W9ペプチドにしてもペプチド Xにしても in 
vitro の系で 100 M 以上の高濃度にならな
いと骨芽細胞分化を促進しないこと、
RANKL がクラスター化しないと逆シグナル
を入れられない可能性を示しており、今後、
RANKL 逆シグナルを安定して入れることが
できる最適な RANKL 間距離の解析、また
RANKL のクラスター化を引き起こさせるリ
ガンドの探索など、治療薬開発に向けてさら
なる研究の展開が期待される。
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