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研究成果の概要（和文）：我々は抗体製剤に代わる全合成可能なペプチド製剤を骨形成促進薬として開発している。RA
NKLという分子に結合するペプチドは骨形成活性を持つが、臨床応用のためには、低濃度で安定した骨形成活性を示す
工夫が求められていた。
　今回、１つの工夫として、RANKLへの高い親和性を持つペプチドのスクリーニングを行い、２つ目の工夫としてBMP-2
との併用による骨形成活性の安定化を示し、３つ目にペプチドを含ませる材料（担体）を工夫した。
　特に今まで外科手術しかなかった骨造成が、RANKL結合ペプチドとBMP-2とを合わせて粒子状の担体を用いることによ
り、注射した部位に安定した骨造成が可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： We have continuously been studying the stimulatory effects of peptide drugs on 
bone formation, which are known to be able to be fully synthesized, instead of developing the 
antibody-drugs. Two problems need to be clarified for developing the peptide drugs toward clinical 
applications; 1.the effective dose should be low, 2. the drug effects should be stable.
 This time, we have performed a peptide screening and obtained drug candidates with higher affinity to 
RANKL, which could have a stimulatory effects of bone formation at a lower dose. Next, we showed the 
stable bone formation of the RANKL-binding peptide when used with BMP-2. The third, we have developed 
appropriate carriers of peptide drugs for inducing bone formation, especially when we used the granular 
type of gelatin hydrogel carrier, we could obtain the stable bone formation at the site of injection of 
the peptide with BMP-2.

研究分野： 硬組織薬理学

キーワード： 新規骨形成薬　RANKL結合ペプチド　BMP-2　CHPナノゲル　ゼラチンハイドロゲル　ペプチド修飾　注射
による骨造成　粒子状担体
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１．研究開始当初の背景 
 研究を開始した 2013 年には、すでに我々
は、破骨細胞分化促進因子である RANKL 分子
に結合するペプチドが、骨吸収抑制だけでな
く、骨形成促進作用も有することを明らかに
していた。その作用は、RANKL 欠損マウスで
は発揮しづらいことから、少なくとも RANKL
依存的な骨形成活性促進作用が存在する事
も示されていた。一方、分担研究者の本間ら
は RANKL の受容体 RANK を凝集（オリゴマー
化）させると、骨芽細胞膜上に存在する 
RANKL が受容体として働き、骨芽細胞分化を
亢進させることを示唆するデータを得てい
た。 

我々の開発してきた RANKL 結合ペプチド
は、低濃度（1～5μM 程度）で破骨細胞分化
を抑制し、高濃度（100μM以上）で、明らか
な骨芽細胞分化亢進を示す。RANKL 結合ペプ
チドは、小さな RANK とも考えられ、高濃度
すなわち、RANK がオリゴマー化した状態に近
似する状態になると骨芽細胞上のRANKLが受
容体として働き、骨芽細胞分化が活性化する
のではないかと考えた。RANKL 結合ペプチド
の in vivo 骨形成活性も、直径 4 mm の欠損
部を作成する頭蓋骨骨欠損モデルを埋める
場合 560μg という高濃度のペプチドが必要
であることが分かっていた（図１）。 

 また、図１に示した RANKL 結合ペプチドの
高い骨造成能は、常に得られるものではない
ことも明らかとなってきており、ペプチドの
生体安定性を高める必要性があった。 
以上のように、RANKL 結合ペプチドの骨形

成促進作用は疑いがないが、高濃度でなけれ
ば骨形成活性を示さないこと、骨形成活性が
安定して得られないことなどから、臨床応用
を目指すためには、低濃度で安定した骨形成
活性を示す工夫が求められていた。 
 
２．研究の目的 
 以上の研究開始当初の背景から、本研究

の目的は、生体安定性の悪い RANKL 結合ペプ
チドの骨形成活性を高め、将来の臨床応用展
開を視野に、低濃度で安定した骨形成活性を
示す新規骨形成促進剤を創生することであ
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究は大きく分けて次に示す２つの方
法により推進した。 
(1) RANKL 高親和性ペプチドの選択 
RANKL 結合ペプチドの RANKL 結合性を高め

たペプチドをスクリーニングすることによ

り、低濃度で骨形成活性が亢進するリー
ドペプチド薬を得ること。 
用いた方法の概略は図２に示す。主に

連携研究者の吉岡が担当した。 

ファージ表面提示法は、学会発表８, 
９, １４で発表した方法を用いた。 
（２）リガンド活性を安定化させる工夫 
安定した骨形成能を得るために担体

の工夫、あるいは、ペプチド自体に修飾
を加えて骨形成活性を安定化させる。 
① ペプチド自体の改編 
Tetrahedron 70:7774-7779, 2014 に記載
した方法により半減期を延ばす工夫を
する。 
② ペプチドのオリゴマー化 
背景に記した RANK のオリゴマー化に似
せて、リポソームにポリエチレングリコ
ール（PEG）を介して RANKL 結合ペプチ
ドを付与した人工リガンドを作成する
（図３参照）。 

③ CHP ナノゲル担体とゼラチンハイド
ロゲル担体 
CHPナノゲルをPEGで架橋したNanoClik
を用いる（論文５参照） 
1 mm x 2 mm の短冊状と直径 4 mm のゼラ
チンハイドロゲルシートもしくは、直径
20μm の粒子状ゼラチンハイドロゲルを
担体として用いて抜歯窩に填入あるい
は、粘膜下注射による骨形成薬剤の投与
を行う。（論文１～３参照） 
 
４．研究成果 
（１）RANKL 高親和性ペプチド 
RANKL に親和性の高いペプチドをファ

 
図１ 研究開始当初の RANKL 結合ペプチド
の頭蓋骨骨欠損モデルにおける高い骨造成能 

 
図２ ファージ表面提示法  
RANKL 親和性の高いペプチドをスクリーニング 
 

 
図３ ペプチドの修飾  
RANKL 結合ペプチド（Peptide X）をリポソーム
上の PEG を介してオリゴマー化したリガンドを
作成する。 



ージディスプレイ法によりスクリーニング
した結果、従来の W9, OP3-4 ペプチドより
RANKL に親和性の高いペプチドがスクリーニ
ングされてきた。特許申請の関係で詳細は別
の機会に譲る。 
（２）ペプチド活性を安定化させる工夫 
 ① ペプチド自体の改編 
環状ペプチドのシステインシステイン間

を修飾する技術により、ペプチドの機能はそ
のままでペプチドの半減期を延ばすことが
出来た(図４および論文７参照)。 

② ペプチドのオリゴマー化 
今回、低濃度のペプチドで骨形成活性をも

たらすべくペプチドのオリゴマー化を行っ
た。PEG を介してリポソーム化した RANKL 結
合ペプチドを 1.25％、2.5%、5%と全 PEG タグ
に対するペプチド反応性タグの割合を変え
て実験したが、どの場合においても、ST-2 細
胞における mTORC1 活性、Akt リン酸化の亢進
が示された。 
In vitroでは、低濃度のペプチドにより細

胞内シグナル活性が亢進したオリゴマー化
させたペプチドであるが、頭蓋骨骨欠損モデ
ルはじめ、どの in vivo モデルにおいても、
単独では骨形成活性を示さなかった。 
ペプチド反応性のPEGタグを増やして実験

を行ったが、化学合成中に凝集や沈殿を引き
起こしてしまい、思ったようにリポソーム化
ペプチドの修飾が自由にできず、in vivo に
おいて低濃度で安定して骨形成活性を示す
ペプチドリガンドは得られなかった。 
③ 担体を用いた臨床応用への工夫 

 a. NanoClik 
1 日 8 回という大量投与をしなければ、生

物活性を示さなかったRANKL結合ペプチドで
あるが（Aoki et al. J Clin Invest 2006）、
ペプチドの担体として CHPナノゲルを PEG架
橋した NanoClik を用いると 1 日 1 回の投与
で生物活性を示した（図５および論文４参
照）。また、CHP ナノゲルより徐放スピードが
遅いことが in vitro の破骨細胞形成アッセ
イにより明らかとなった（論文４参照）。 
 b. ゼラチンハイドロゲル 
 論文９で示すようにBone Morphogenetic 

Protein (BMP)-2 存在下では RANKL 結合ペプ
チドは安定して骨を形成するが、コラーゲン

担体とゼラチンハイドロゲル担体のど
ちらがRANKL結合ペプチドの担体として
効率よく骨を誘導できるかを調べた結
果が図６である。また、in vitroのペプ
チド徐放能を比べた結果が図７である。
ゼラチンハイドロゲル担体の方がコラ
ーゲン担体に比べて、ペプチドを長期に
渡り徐放することが明らかとなった。 

マウス抜歯窩モデルを用いた検討  
我々の教室で確立されているマウス抜
歯窩モデルを用いて、骨形成活性を検討
した。短冊状のゼラチンハイドロゲルを
担体にBMP-2と RANKL結合ペプチドであ
る OP3-4 を併せて染み込ませ、抜歯窩に

 

図４ ペプチドのジスルフィド結合の修飾  
W9 ペプチド（左）の修飾により、ペプチドの機
能は落とさずに、生体安定性を備えたペプチドが

合成された。半減期 t1/2は 2 種類のペプチド分解
酵素による実験結果である。（論文７参照） 

 
図５ 予想されるNanoClikからのRANKL結
合ペプチドＷ９の放出の様子（論文４参照） 

 

図７ RANKL 結合ペプチド W9 の異なる担体
における徐放（論文８参照） 

 

図６ コラーゲン担体よりもハイドロゲル担
体の方がペプチドの骨形成活性を引き出す。 
（論文８参照） 



静置すると 3週間後、図 8に示す骨造成が認
められた。BMP-2 単独投与群に比べて、明ら

かな骨形成活性亢進を示した。 
 

注射による骨造成法の開発 
現在、外科的侵襲を加えずに骨造成を促進

する方法は開発されていない。RANKL 結合ペ
プチドによる安定した骨造成の為に、粘膜下
に注射を行うことにより、骨造成を行うこと
に世界で初めて成功した（図９参照）。 

関節リウマチモデルに対する効果 
RANKL 結合ペプチドは、局所の骨形成促進

剤として開発する予定だが、全身投与に
おける骨形成促進効果、軟骨破壊抑制効
果も明らかとなった（論文５参照）。 
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図９ ペプチドを用いた注射による骨造成法 

BMP-2 に RANKL 結合ペプチドを粒子状ゼ
ラチンハイドロゲルに含ませて注射すると、注
射した部位に骨造成が認められた。 
通常、BMP-2 による骨造成ではでは薬剤担
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がって安定した骨が造成されることが明らか
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Tabata,Y. Udagawa,N. Ohya,K. Suzuki,H. 
Aoki,K. アメリカ骨代謝学会 2014 
Houston, Texas, USA 2014 年 9 月 12-15
日 
12.  RANKL 結合ペプチドの骨吸収抑制作
用と骨形成促進作用.: 青木和広、菅森
泰隆、加藤玄樹、上原智己、新井祐貴、
Md.Zahirul Haq Bhuyan、Neil Alles、
Masud Khan、高橋真理子、田村幸彦、若
林則幸、大谷啓一. 第 56 回歯科基礎医



学会学術大会・総会 福岡（福岡国際会議場） 
2014 年 9月 25-27 日 
13.  Ⅱ型ウシコラーゲン誘導のマウス関節リ
ウマチモデルを用いたRANKL結合ペプチドの
骨形成促進作用と骨吸収抑制作用.: 加藤玄
樹、清水康広、菅森泰隆、田村幸彦、小野卓
史、大谷啓一、青木和広. 第 56 回歯科基礎
医学会学術大会・総会 福岡（福岡国際会議
場） 2014 年 9月 25-27 日 
14. 骨再生ペプチドの医薬品化を目的とし
た新規高親和性骨再生ペプチドの創製に向
けた基礎検討.: 永野貴士、向 洋平、菅森
泰隆、加藤玄樹、青木和広、大谷啓一、東阪
和馬、吉岡靖雄、長野一也、鎌田春彦、角田
慎一、堤 康央. 第 87 回日本生化学会大会 
京都（国立京都国際会館） 2014 年 10 月
15-17 日 
15.  An Osteoprotegerin-like Peptide 
Inhibits Bone Loss in Collagen Type 
II-Induced Murine Arthritis. IBMS/JSBMR
第 2 回合同国際会議 神戸市（神戸国際会議
場） 2013 年 5 月 28 日-6 月 1 日 Kato, G. 
Maeda, M. Alles, N. Mamun, A. Khan, M. 
Sugamori, Y. Takahashi, M. Tamura, Y. 
Murali, R. Ohya, K. Aoki, K.  ＊Oral 
Poster Presentation selected 
16.  RANKL 結合ペプチドの軟骨細胞分化促進
と軟骨破壊抑制作用. 第 55 回歯科基礎医学
会学術大会 岡山市（岡山コンベンションセ
ンター） 2013 年 9月 20-22 日 菅森泰隆、加
藤玄樹、田村幸彦、大谷啓一、青木和広. 
17.  Bone resorption inhibitor peptides 
work as a bone formation stimulator. The 
3rd Tri-University Consortium on Oral 
Science and Education Tokyo (TMDU) 2013 
Nov6-7 Aoki,K. Murali,R. Ohya,K. 
18.  An Osteoprotegerin-like Peptide 
Prevents Bone Loss in Collagen-Induced 
Murine Arthritis. The 3rd Tri-University 
Consortium on Oral Science and Education 
Tokyo(TMDU) 2013 Nov6-7 Kato,G. Shimizu,Y. 
Mamun,M. Murali,R. Ohya,K. Aoki,K. 
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Mise-Omata, S, Doi TS, Aoki K, Obata Y.: 
Impact of radiation on hematopoietic niche. 
edd. Kursad Turksen In Biology in Stem Cell 
Niche. pp147-160. Springer Humana Press 
2015 
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名称：オステオプロテジェリン誘導体及びそ
の用途 
発明者：青木和広、加藤玄樹、大谷啓一 
権利者：同上 
種類：特許 

番号：2015-48698 
出願年月日：2015 年 3月 11 日 
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〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.tmd.ac.jp/hpha/ 
東京医科歯科大学よりプレスリリース 
「世界初、手術が不要の注射による簡便
な顎骨造成をマウスで成功」 
―歯科医が夢見る患者にやさしい治療
法開発への期待― 
http://www.tmd.ac.jp/kouhou/press_r
elease/newspaper/newspaper_H27/inde
x.html 
 
テレビ出演 
ＴＢＳ 未来の起源 
2016 年 5月 22 日 22 時 54 分～23 時 
ＢＳ－ＴＢＳ   
2016 年 5 月 29 日 20 時 54 分～21 時 
新聞などへの掲載 
2014 年 10 月 6日 
藥事日報 
2016 年 3月 23 日 
日刊工業新聞 37 面 
2016 年 3月 28 日 
日経産業新聞 8面 
2016 年 6月 14 日 
夕刊フジ「ニッポン 病院の実力」 
マイナビニュース 
http://news.mynavi.jp/news/2016/03/
23/039/ 
ニュースイッチ 
http://newswitch.jp/p/4069 
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