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研究成果の概要（和文）：　歯周病はPorphyromonas gingivalis等の感染による慢性炎症性疾患で、歯槽骨の吸収を特
徴とする。同菌が産生するリシン特異的ジンジパイン（Kgp）の骨破壊における役割を解析した。KgpはTNF-αとIL-1β
による破骨細胞分化を促進した．これらのサイトカインは、破骨細胞分化抑制因子であるOPGに比べ、Kgpによる分解に
対して安定だった。KgpによるOPGの分解断片はRANKL結合能を失っており、そのN末アミノ酸配列解析から、death doma
in類似領域を優先的に分解されることが明らかとなった。今回の結果は、タンパク質分解が破骨細胞分化を制御するこ
とを示している。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is a chronic inflammatory disease accompanied by alveolar bone 
loss. Porphyromonas gingivalis, which plays a key role in the etiology of periodontitis, produces 
cysteine proteases called gingipains. Gingipains are classified into two groups based on their cleavage 
site specificity, i.e., Rgp
and Kgp. We found that osteoclast differentiation induced by inflammatory cytokines such as TNF-α and 
IL-1β in co-cultures of mouse osteoblasts and bone marrow cells, whereas RgpB had no effect on 
osteoclast differentiation under the same experimental conditions. Osteoprotegerin (OPG), a protein that 
negatively regulates osteoclast differentiation, was degraded by Kgp. Kgp primarily cleaved 
death-domain-like region of OPG; the fragments containing RANKL-biding domain lost its binding capacity 
to RANKL. Our data suggests that degradation of OPG by Kgp is a crucial event in the progression of 
osteolysis in periodontitis.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 歯周病は、Porphyromonas gingivalis
などの細菌感染によって発症する慢性炎症
性疾患で、歯槽骨吸収を伴う。P. gingivalis
はジンジパインと総称される一群のシステ
イン・プロテアーゼを産生する。ジンジパイ
ンは基質分解部位から Arg ジンジパイン
（RgpA および RgpB）と Lys ジンジパイン
（Kgp）に分類される。我々は Kgp が、破骨
細胞分化抑制因子であるオステオプロテゲ
リン（OPG）を分解することで、LPS などの
TLR リガンドや活性型ビタミン D によって誘
導される破骨細胞分化を促進することを明
らかにした（①, ②）。これまで破骨細胞の
分化・活性化の調節における RANKL/OPG の遺
伝子発現比の重要性が強調されて来たが、
我々の発見は、プロテアーゼによる
RANKL/OPG 比の変化の重要性を示唆するもの
である。 
 
(2) 歯周病では、歯周病原菌由来のLPSの他、
宿主細胞が産生するIL-1βや TNF-α、IL-17A
などの炎症性サイトカインが骨芽細胞にお
ける RANKL の発現を誘導することによって
（③-⑥）、あるいは RANKL 比依存的に（⑦）、
破骨細胞分化を誘導する。ジンジパインある
いは P. gingivalis がこれらのサイトカイン
を分解・不活性化することが知られている
（⑧-⑩）。これは、P. gingivalis 感染病巣
でジンジパインがこれらのサイトカインを
分解することで破骨細胞分化を抑制する可
能性があることを示唆するものであった。 
 
(3) 骨芽細胞膜上に発現し破骨細胞分化を
誘導するRANKLおよびその受容体で破骨細胞
前駆細胞膜上に発現する RANK がジンジパイ
ンによってどのような影響を受けるか全く
報告がなかった。 
 
(4) Kpg による OPG の分解・不活性化の機序
が明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 
(1) ジンジパインは、OPG のみならず、炎症
性サイトカインを分解・不活性化すると考え
られる。また、これらのサイトカインによっ
て発現が誘導されるRANKLおよび破骨細胞前
駆細胞および破骨細胞の細胞膜上に存在す
る RANK も Kgp による分解を受ける可能性が
ある。そこで本研究では、IL-1β、TNF-α、
IL-17A による破骨細胞分化にジンジパイン
がどのような影響を及ぼすかをマウス骨芽
細胞と骨髄細胞の共存培養系を用いて解析
した。 
 
(2) (1)で得られた結果を考察するために、
Kgp による OPG、IL-1β、TNF-α、IL-17A、
RANKL および RANK の分解を比較解析した。 

 
(3) Kgp による OPG の分解の重要性を明らか
にするために、OPG 遺伝子欠損マウスの骨芽
細胞および骨髄細胞の共存培養系における
炎症性サイトカイン依存性の破骨細胞分化
に対する Kgp の影響を解析した。 
 
(4) Kgp による OPG の分解・不活性化メカニ
ズムを明らかにするために、OPG の分解位置
の同定を試みた。 
 
(5) Kgp による断片化が OPG の RANKL 結合能
に及ぼす影響を明らかにした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ジンジパイン：Kgp および RgpB は P. 
gingivalis 培養上清から精製し、使用直前に
システインおよびカルシウムイオンによる
再活性化を行った（①）。 
 
(2) マウス骨芽細胞および骨髄細胞の共存
培養を用いた破骨細胞分化の評価：野生型マ
ウスあるいはOPG遺伝子欠損マウス由来の骨
芽細胞および骨髄細胞を用いた。骨芽細胞は
生後１日齢のマウス頭頂骨より分離した。骨
髄細胞は６週齢マウスの大腿骨および脛骨
から採取した。384 穴培養プレートに 1.25×
103の骨芽細胞と 2.5×104の骨髄細胞を 10%
ウシ胎児血清（FBS）含有αMEM（50μL）で
培養した。IL-1β、TNF-αあるいは IL-17A
および Kgp あるいは RgpB は培養液に添加し
た。形成された破骨細胞を酒石酸抵抗性酸ホ
スファターゼ（TRAP）活性染色し、細胞数を
計測した。 
 
(3) Kgp による OPG、IL-1β、TNF-α、IL-17A
の分解：10%FBS を含むαMEM に OPG、IL-1β、
TNF-αあるいは IL-17A と Kgp を加え、37℃
でインキュベーションし、経時的に一部を分
取し、直ちにβメルカプトエタノールおよび
SDS にて変性させた。還元条件下に SDS-ポリ
アクリルアミド電気泳動（PAGE）にて分離後、
OPG、IL-1β、TNF-αあるいは IL-17A に対す
る特異抗体を用いて Western blotting を行
った。バンドの強度を定量することで、Kgp
によるこれらのタンパク質の分解を定量的
に評価した。 
 
(4) Kgp による RANKL、RANK の分解：マウス
骨芽細胞を 10 nmol/L の活性型ビタミン D3
で刺激し、RANKL 発現を誘導した後、培地
（10%FBS 含有）に Kgp を添加し、経時的に細
胞を溶解した。また、マウス骨髄マクロファ
ージを10%FBS存在下に培養し、Kgpを添加後、
経時的に細胞を溶解した。それぞれの細胞溶
解液について抗 RANKL 抗体および抗 RANK 抗
体を用いた Western blotting を行い、Kgp に
よる RANKL および RANK の分解を解析した。 
 



(5) Kgp による OPG の切断部位の同定：OPG
（0.5 nmol）と Kgp（2 pmol）を Hanks 液中
でインキュベーシンし、反応液を SDS-PAGE
にて分離後、PVDF膜に転写し、CBB染色した。
37kDa 付近の主要なバンドおよび 17kDa 付近
のバンドを切り出し、そこに含まれるペプチ
ド断片のN末アミノ酸配列をエドマン法で分
析した。 
 
(6) 蛍光ラベルOPGおよびその断片の骨芽細
胞への結合：(5)の実験で Kgp によって生じ
る OPGの主要な分解断片が OPG の N末断片で
あることが判明した。そこで、OPG と FITC を
pH 8.0 で反応させることで、OPG の N末を優
先的に蛍光ラベルした。蛍光ラベル OPG
（F-OPG）および Kgp 処理した F-OPG を活性
型ビタミン D3 刺激した骨芽細胞培養系に添
加し、蛍光顕微鏡下に F-OPG および F-OPG 断
片の骨芽細胞への結合を観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Kgp による IL-1βおよび TNF-αによる破
骨細胞分化の促進と IL-17A による破骨細胞
分化の抑制：10 ng/mL の IL-1β、TNF-αお
よび IL-17A は、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。50 
nmol/L の Kgp は IL-1βおよび TNF-αによる
破骨細胞分化を有意に促進した。一方、
IL-17A によって誘導される破骨細胞分化は
Kgp によって抑制された。RgpB は、IL-1β、
TNF-αあるいは IL-17A によって誘導される
破骨細胞分化に影響を及ぼさなかった。 
 
(2) Kgp による OPG、IL-1β、TNF-α、IL-17A
の分解効率の違い：Kgp による OPG、IL-1β、
TNF-α、IL-17A の 10%血清存在下における分
解の時間依存性およびKgpの濃度依存性を比
較した。OPG は速やかに Kgp によって分解さ
れた。IL-1βおよび TNF-αは OPG に比較し、
Kgp による分解に対して抵抗性をしめしたが、
IL-17AはOPG以上にKgpによって速やかに分
解された。(1)で得られた結果は、Kgp は、OPG
に比較しKgpによる分解を受けにくいサイト
カインによる破骨細胞分化を促進し、OPG と
同等あ類はそれ以上にKgpによって分解され
易いサイトカインによる破骨細胞分化は Kgp
により抑制されたと考えられる。 
 
(3) Kgp 存在下での RANKL および RANK タンパ
ク質の安定性：細胞膜に発現している RANKL
および RANK は Kgp による著明な分解を受け
なかった。可溶性 RANKL および可溶性 RANK
は Kgp により分解されたので、二次元空間に
分布するこれらの分子へのKgpのアクセスが
制限されることが、Kgp による分解を受けに
くい原因と考えられる。 
 
(4) 炎症性サイトカイン誘導性破骨細胞分
化に対するKgpの促進および抑制効果の発現

における OPG の必要性：炎症性サイトカイン
誘導性破骨細胞分化の促進あるいは抑制に
Kgp による OPG の分解が重要な役割を果たし
ていることをOPG遺伝子欠損マウスの骨芽細
胞および骨髄細胞の共存培養系を用いて解
析した。OPG 欠損の共存培養系では、IL-1β、
TNF-α、IL-17A による破骨細胞分化誘導に
Kgp は影響を及ぼさなかった。したがって、
Kgp は、OPG の分解を介して破骨細胞分化を
制御すると考えられる。 
 
(5) OPG の death domain 類似領域の Kgp によ
る切断：Kgp による分解で生じた OPG の主要
な断片の N 末アミノ酸配列は、OPG の N 末ア
ミノ酸配列と完全に一致した。したがって、
Kgp は OPG 分子の N 末側に存在する RANKL 結
合部位ではなく、より C末側の death domain
類似領域内を切断することが明らかである。
OPG は C 末端に存在する Cys どうしのジスル
フィド結合により形成される OPG 二量体が
RANKL 三量体に会合することで RANKL と RANK
の会合を阻害することが知られている（⑪）。 
 
(6) OPG の Kgp の切断による RANKL 結合能の
消失：N末端を蛍光ラベルした F-OPG は RANKL
を細胞膜に発現している骨芽細胞に結合し
た。しかし、Kgp によって 37kDa の主要な N
末断片（F-断片）は、骨芽細胞膜への結合能
を失っていた。一方、非可逆的 Kgp 阻害剤で
処理した Kgpと反応させた F-OPG は未処理の
F-OPG と同様に、骨芽細胞に結合した。この
結果は、OPG が Kgp による分解により、RANKL
結合能を失うことを示唆している。 
 
(7) 本研究で得られた結果は、P. gingivalis
が産生する Kgpによる OPGの分解が歯周病に
伴う歯槽骨破壊において極めて重要な役割
を果たしていることを示している。 
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