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研究成果の概要（和文）：OPG-/-マウスの歯槽骨吸収について解析した結果、OPG遺伝子の欠損によって著しい歯槽骨
吸収が惹起されることを見出した。しかし、OPG-/-マウスと同様に骨粗鬆症を呈するRANKLの強発現マウスにおいては
、歯槽骨吸収は認められなかった。また、正常マウスの皮質骨や歯槽骨においては、骨細胞にOPGの発現が認められる
が、海綿骨においてはOPG発現が認められない。以上の実験結果から、バイオミネラル（石灰化組織）の脱結晶化（骨
吸収）に関与するRANKLのデコイ受容体であるOPGは、骨細胞が産生することによって石灰化組織の結晶化状態を保つ働
きを担っている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：OPG-deficient mice (OPG KO) exhibited severe osteoporosis due to enhanced 
osteoclastogenesis when they grew to be adults. In RANKL-Tg mice, a soluble form of RANKL is expressed 
under the control of the human serum amyloid P component promoter. RANKL-Tg mice exhibit osteopenia 
characterized by excessive bone resorption. Alveolar bone loss in OPG KO mice and RANKL-Tg mice was 
evaluated using micro computed tomography and histological techniques. We show that OPG KO but not 
RANKL-Tg mice exhibit severe alveolar bone destruction. OPG was highly expressed in osteocytes in the 
alveolar bone, suggesting that OPG secreted from osteocytes prevents the alveolar bone loss induced by 
the excess amount of RANKL in RANKL-Tg mice. Treatment with an anti-RANKL antibody as well as 
risedronate, a bisphosphonate, significantly inhibited the alveolar bone loss in OPG KO mice. These 
results suggest that OPG KO mice are a useful model for screening therapeutic agents in periodontology.

研究分野： 口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
破骨細胞は高度に石灰化した骨組織を破

壊・吸収する唯一の細胞である。その起源は、
生体に広く分布するマクロファージ系の細
胞である (Udagawa N et al. Proc.Natl. 
Acad.Sci. 87:7260, 1990)。破骨細胞とその
前駆細胞は RANK を発現し、骨芽細胞との細
胞間接触を介して破骨細胞分化因子である
RANK ligand（RANKL）を認識し、破骨細胞に
分化する。RANKL または RANK をノックアウト
したマウスでは破骨細胞が全く認められず、
重篤な大理石骨病を発症することから、
RANKL-RANK シグナル系は破骨細胞の分化に
必須であることが証明された。マウスに、
RANKL のデコイ受容体である OPG を過剰発現
させると、骨吸収が抑制された重篤な大理石
骨病を呈する。 
 我々は現在までの研究において、歯周疾患
をはじめとする局所性の骨吸収における
RANKLとOPGの重要性を明らかにした（図１）。
歯周疾患による歯槽骨吸収は、病原細菌の感
染により惹起され、最終的に歯の脱落に至る。
この歯槽骨破壊の原因のひとつが歯周ポケ
ットに存在するグラム陰性菌由来のリポ多
糖（LPS）にある。LPS は Toll 様レセプター
（TLR）ファミリーの１つである TLR4 に認識
され、マクロファージや線維芽細胞などから
の炎症性サイトカイン産生を強く誘導する。
そしてこれらの炎症性サイトカインが骨芽
細胞の細胞膜表面上にRANKLの発現を誘導し、
破骨細胞の分化と活性化を誘導する。さらに
LPS は直接骨芽細胞に作用することで RANKL
を発現誘導し、TLR のアダプター因子である
MyD88 を介して破骨細胞の分化と活性化を誘
導することを明らかとした(J.Exp.Med. 
200:601- 611, 2004)。 
今回我々が計画した研究においては、破骨

細胞から骨芽細胞へのRANKLのリバースシグ
ナルを解明することである。そして、これら
の基礎的研究成果を基にして、歯槽骨吸収の
予防及び残存する歯槽骨を保存する薬剤の
開発を目指す。さらに、細胞移植を用いた歯
槽骨（顎骨）増生方法の確立は、重度の歯周
病に対する画期的な治療法の開発に直結す
ると信じている。 
 
２．研究の目的 
骨のリモデリングとは、骨吸収と骨形成が

絶え間なく繰り返されることにより、古い骨
が新しい骨に置換されていくことである。こ
の骨吸収と骨形成の量は、動的に均衡した共
役状態に保たれたカップリング現象を示す。
我々は、破骨細胞の分化と骨吸収機能を制御
する骨芽細胞に発現するRANKL分子を発見し
た。しかし、骨形成を制御する破骨細胞から
の信号伝達は全く不明である。本研究の目的
は、破骨細胞に発現する RANKL の受容体であ
る RANK シグナルが、骨芽細胞に作用し骨形
成を促進するというリバースシグナルの存
在を明らかにすることである。この新しいシ

グナルの解明を基盤として、歯周病の進行に
よる歯の喪失が惹起する歯槽骨吸収を予防
すると共に、歯槽骨の再生を目指したトラン
スレーショナルな研究に発展させていきた
い。 
 

３．研究の方法 
 破骨細胞の分化と骨吸収機能の分子機構
の解明により、RANKL 中和抗体やカテプシン
K 阻害剤などの新たな骨吸収抑制剤が開発さ
れ、代謝性骨疾患治療薬の地図が塗り替えら
れようとしている現在、骨吸収と共役して骨
形成を促進する薬剤の開発が望まれている。 
そこで、本研究においては、各種の骨吸収抑
制薬や骨吸収不全マウス（大理石骨病マウ
ス）、歯槽骨吸収モデルマウスなどを用いた
BMP 誘導性異所性骨形成モデルにより、骨吸
収と骨形成の共役機構の本体を明らかにす
る。強い骨形成活性を有している歯髄細胞に
関する細胞生物学的研究も発展させる。また、
破骨細胞分化における新たなシグナルであ
る IL-34 の生理作用について解析する。さら
に、２年前から開始している患者由来の骨髄
間質細胞移植による歯槽骨再生に関する臨
床的研究を発展させ、歯槽骨増生における細
胞移植の有効性について検証する。 
（１）BMP 誘導性の異所性骨形成モデルを用
いた骨代謝共役機構の解析 
①骨吸収不全大理石骨病マウスを用いたこ
れまでの我々の実験結果から、破骨細胞また
は破骨細胞前駆細胞であるマクロファージ
系の細胞において発現する RANK の発現が骨
形成において重要なリバースシグナルとし
て伝達される可能性が示唆された。そこで、
RANK のシグナルが伝達されないモデルとし
て RANKL 欠損大理石骨病マウスを用いた BMP
誘導性骨形成実験を詳しく行う。また、RANKL
中和抗体を使用した in vivo 実験も併せて実
施する。 
②骨細胞（オステオサイト）や癌細胞におけ
る RANKL の重要性が示唆されている。また、
骨のリモデリングに、骨細胞が産生するスク
レロスチンがネガティブに関与することも
注目されている。メカニカルストレスや炎症
性サイトカインがスクレロスチン発現を阻
害することにより骨形成促進のシグナルを
発信する可能性も示されているので、スクレ
ロスチン中和抗体を用いた実験も計画する。 
（２）破骨細胞分化におけるインターロイキ
ン 34 の作用解析 
①破骨細胞の分化には、RANKL と共に骨芽細
胞が産生するサイトカインであるM-CSFが必
須である。我々は最近、この M-CSF の代替因
子として脾臓に発現するIL-34が破骨細胞分
化に関与する可能性を見出した。そこで、
IL-34 の作用について、その発現調節機構を
明らかにすると共に、脾臓摘出モデルを用い
た in vivo 解析などを計画する。 
②M-CSF と IL-34 の作用の違いについては、
マイクロアレイ解析により、そのシグナル伝



達因子の探索を行う。 
（３）歯髄細胞を用いた骨形成促進作用 
 マウス歯髄細胞を用いた我々の実験結果
から、歯髄細胞の有する高い石灰化能力は、
カルシウムチャネル(Anxa8)やリン酸トラン
スポーター(Slc20a2)の高発現、MGP やピロリ
ン酸合成酵素(ENPP1)の低発現などに起因す
る可能性が示された。これらの in vitro の
実験結果をさらに発展させ、新規の骨形成促
進薬剤の開発を目指す。 
（４）歯槽骨吸収モデルマウスを用いた骨形
成促進機構の解析 
我々は、これまでに重篤な骨粗鬆症を呈す

る OPG 遺伝子欠損マウスを用いて、骨組織に
おける骨代謝共役機構の存在様式について
研究を行ってきた。OPG 欠損マウスは全身性
の骨吸収の亢進と共に骨形成の促進が共役
して認められるモデルである。このマウスを
用いて、我々は、新規かつ簡便な歯槽骨吸収
モデルを作製することに成功した。 
 現在、ビスホスホネートは骨粗鬆症の治療
薬として広く用いられている。しかし、骨吸
収の阻害と共に、骨形成も同時に抑制してし
まい骨代謝回転を低下させてしまうことが
大きな問題点である。 
最近、破骨細胞が分泌するカテプシン Kの

阻害剤（オダナカティブ）が、骨形成活性を
抑制することなく、骨量を増加させることが
示された。カテプシン K阻害剤は破骨細胞の
分化誘導の過程には影響を与えずに、成熟破
骨細胞の骨吸収活性に対して特異的な阻害
活性を示す。そこで、OPG 欠損マウスに対す
るオダナカティブ投与実験を行い、骨吸収を
抑制しながら、骨代謝回転を低下させずに骨
形成を促進する分子機構について詳しく検
討する。 
（５）歯槽骨再生を目指した自己骨髄間質細
胞移植に関する臨床的研究 
患者自身の骨髄間葉系幹細胞を用いた歯

槽骨再生療法に関しては、平成２１年 9月 10
日に舛添要一厚生労働大臣による「ヒト幹細
胞臨床研究実施計画」の承認が得られた。そ
の後現在までの2年間において既に７名の患
者の上顎洞に対する細胞移植を行っている。 
細胞移植の骨形成に対する効果の定量的

解析については、MRI を用いた解析方法を世
界に先駆けて確立した。すなわち、MRI を用
いた T2 強調アイディアル水画像を用いた硬
組織形成部位の特定方法である。この方法を
用いることにより、放射線被爆が無い条件で
の経時的な詳しい骨形成解析を行うことが
可能となった。 
プレリミナリーな結果であるが、症例２の

術後 4ヵ月後の上顎洞における MRI解析によ
る硬組織形成像（ボーンブリッジ）は、細胞
移植側において、反対側（細胞無し）と比較
して強い骨形成能が認められた。 
（６）破骨細胞からの骨形成リバースシグナ
ルの解析 
 破骨細胞前駆細胞であるマクロファージ

や成熟破骨細胞に発現する RANK のシグナル
伝達が骨芽細胞に対してリバースに作用す
るという仮説が平成 24 年度において立証さ
れたならば、RANK の骨芽細胞に対するシグナ
ルが実際に骨形成促進作用を示すか否かに
ついて、マウスおよびヒト由来未分化間葉系
細胞を用いて詳しく検討する。 
 
４．研究成果 
 歯周病において、歯槽骨の吸収は歯の喪失
を引き起こす。現在までに、歯周病に骨吸収
関連遺伝子が関与している可能性を示す患
者由来の歯肉溝滲出液を用いた報告がなさ
れてきた。そこで、我々は骨吸収関連遺伝子
としてOPGの歯周病への関与を明らかにする
ため、OPG-/-マウスと RANKL 遺伝子強発現マウ
ス（RANKL Tg）の歯槽骨を解析した。野生型 
(WT、C57BL/6)、OPG-/-マウス、RANKL Tg マウ
スの下顎第一臼歯の根分岐部における歯槽
骨をマイクロ CT 装置で撮影して、骨量を定
量的に測定すると共に、ヒトと同様の基準で
歯槽骨吸収を評価するため、マウスの上顎臼
歯のセメントエナメル境から歯槽骨頂 
(CEJ:ABC)までの距離を測定した。 
（1）マイクロ CT 画像に示されるように、12
週齢の OPG 欠損マウスにおいて、歯槽骨の著
しい吸収が観察された。また、12 週齢の野生
型マウスの歯槽骨量は約 60%であったが、
OPG-/-マウスの骨量は約 25%に減少していた。 
（2）RANKL Tg マウスにおいては、顕著な歯
槽骨吸収は認められなかった。 
（3）各種マウス血清中の骨代謝マーカーを
測定した。OPG-/-マウスは OPG が発現していな
いのでRANKL/OPG比は無限大に大きくなるが、
RANKL Tg マウスの RANKL/OPG 比も正常マウス
と比較して 40 倍近くに増大する。野生型マ
ウス、OPG-/-マウス、RANKL Tg マウスの
RANKL/OPG 比は、骨吸収マーカーである血清
TRAP5b 活性と相関した。 
（4）それぞれのマウスの歯槽骨における破
骨細胞の出現とOPGタンパク質の発現につい
て検討した。その結果、OPG-/-マウスのみ歯槽
骨が多孔質化し、骨の内部と表面で破骨細胞
が顕著に増加した。一方、野生型マウスや
RANKL Tgマウスの歯槽骨は多孔質化せず、OPG
陽性の骨細胞が明瞭に認められた。これらの
マウスにおける大腿骨皮質骨の多孔質化と
OPG の発現様式も歯槽骨と同様であった。し
かしながら、大腿骨海綿骨における OPG 陽性
骨細胞はほとんど認められなかった。 
以上の結果より、骨細胞が産生する OPG が

皮質骨や歯槽骨の維持に重要な役割を果た
していることが示された。また、OPG の発現
低下は歯周病の進行にも関与する可能性が
示唆される。 
（5）この OPG-/-マウスにおける歯槽骨吸収を
ビスホスフォネートまたは抗RANKL中和抗体
で抑制できるかを検討した。8週齢の OPG-/-

マウスにビスホスフォネート(リセドロネー
ト)を4週間投与(0.1 mg/kg/週2回)、抗RANKL



中和抗体を 1回(5 mg/kg)投与し、歯槽骨吸
収を評価した。その結果、これらの骨吸収抑
制剤投与により、OPG-/-マウスの歯槽骨吸収の
亢進は著明に抑制され、骨量は増大した。 
以上の結果をまとめると、OPG-/-マウスの歯

槽骨吸収について解析した結果、OPG 遺伝子
の欠損によって著しい歯槽骨吸収が惹起さ
れることを見出した。しかし、OPG 遺伝子欠
損マウスと同様に骨粗鬆症を呈するRANKLの
強発現マウスにおいては、歯槽骨吸収は認め
られなかった。また、正常マウスの皮質骨や
歯槽骨においてはOPGの発現が認められるが、
海綿骨においてはOPG発現が認められなかっ
た。 
（６）破骨細胞前駆細胞であるマクロファー
ジや成熟破骨細胞に発現する RANK のシグナ
ル伝達が骨芽細胞に対してリバースに作用
するという仮説を立証するための実験を行
った。 
正常マウス骨髄細胞におけるRANKL誘導性

の破骨細胞形成に対してＷ９は TRAP 陽性多
核破骨細胞形成を濃度依存的に抑制した。Ｗ
９(100μM)添加群において、TRAP 陽性多核細
胞形成が完全に阻害されたが、ALP 陽性の骨
芽細胞は多数出現した。Ｗ９(200μM)添加群
においては、ALP 陽性骨芽細胞からなる
Nodule 形成が著明に認められた。 
正常マウス由来の骨芽細胞上では、ビタミ

ン D や PTH の存在下で破骨細胞が形成され、
Ｗ９ペプチドは破骨細胞分化を阻害すると
共に ALP 陽性の骨芽細胞の分化を促進した。
BMP-2 や PTH による ALP 陽性の骨芽細胞誘導
に対してもＷ９ペプチドは促進作用を示し
た。一方、RANKL 欠損マウス由来の骨芽細胞
上の共存培養系においては、ビタミンDやPTH
などの存在下でも破骨細胞の誘導は認めら
れなかった。また、 RANKL 欠損マウスの骨芽
細胞は正常マウス骨芽細胞と比較してALP活
性が弱く、Ｗ９, BMP-2, PTH による ALP 陽性
の骨芽細胞誘導活性も弱かった。 
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