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要旨 
 

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。そして、骨組織は骨吸収と骨形成

のバランスにより調節されている。それらのバランス調節は、互いにあたかも連絡を取

り合っているかのようにみえるため、この現象は、骨代謝共役と呼ばれている。 

アミノ酸９つから構成される W9 ペプチドは、TNF レセプター(TNFR1)と相同性を

有し、TNF の作用(アポトーシスの誘導や炎症の惹起など)を抑制することが報告されて

いる。また、W9 ペプチドは破骨細胞分化因子である RANKL と結合することにより、

破骨細胞の分化を阻害し、卵巣摘出骨粗鬆症モデルにおける骨量減少を防止することが

マウスを用いた実験で明らかにされた。さらに、最近になり、W9 ペプチドは、培養骨

芽細胞における石灰化を強力に促進し、W9 ペプチドの投与は正常マウスにおける骨形

成を促進し、骨量を増加させることが報告された。 

そこで今回、ヒトの細胞培養系における W9 ペプチドの作用を検討することを目的に、

ヒト破骨細胞分化誘導系とヒト樹状細胞分化誘導系における W9 ペプチドの効果を解

析した。 

健常人ボランティアから採取した末梢血から調製した単球を含む細胞画分を、破骨細

胞分化因子である RANKL とマクロファージ刺激因子である M-CSF の存在下で 14 日

間培養することにより TRAP 陽性ヒト多核細胞が形成された。この培養系に W9 ペプ

チドを添加することにより、RANKL と M-CSF により誘導される TRAP 陽性ヒト多核

破骨細胞形成は濃度依存的に阻害された。一方、GM-CSF と IL-4 の存在下で 10 日間

培養することにより誘導される TRAP 陰性のヒト多核樹状細胞の分化に対しては、W9

ペプチドは影響を与えなかった。 

ヒト破骨細胞の分化に対して、W9 ペプチドは阻害作用が認められ、同じ単球を起源

とする免疫担当細胞として重要な役割を果たす樹状細胞の分化には W9 ペプチドは効

果を示さなかったことから、W9 の効果は骨吸収を担当する破骨細胞の分化に特異的で

あることが示された。 
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緒言 
 

骨組織は、骨吸収と骨形成のバランスにより調節されている。それらのバランス調節

は、互いにあたかも連絡を取り合っているかのようにみえるため、この現象は、骨代謝

共役（カップリング）と呼ばれる1)。骨粗鬆症（オステオポローシス）はこの骨代謝共

役が破綻し、骨吸収が骨形成を凌駕するために発症する。破骨細胞分化因子である

RANKL（receptor activator of NF-κB ligand）が 1997 年に発見されて 10 年余経過し

た現在、骨粗鬆症患者や癌の骨転移による高カルシウム血症患者に対するRANKL中和

抗体（デノスマブ）が治療薬として臨床応用されたことはRANKLシグナルの解明の重

要性を物語っている2,3,4)。 

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。破骨細胞とその前駆細胞は

receptor activator of NF-κB（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RANKLを認識し、骨吸収活性を備えた成熟した破骨細胞に分化

する5)。RANKLまたはRANKの遺伝子を欠損させたノックアウト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2,3,4,5)。 

さらに、RANKL のおとり受容体である Osteoprotegerin（OPG）をマウスに過剰発

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。また、Fos や Src などの

癌遺伝子を欠損させたマウスにおいても、破骨細胞の分化または骨吸収機能に障害をき

たし、骨吸収不全により骨形成が亢進する大理石骨病を呈することが報告されている。 

一方、OPGの遺伝子欠損マウス(OPG-/-マウス)では、破骨細胞の形成が促進し骨吸収

の亢進が認められ、重篤な骨粗鬆症を呈する6,7)。興味深いことにOPG-/-マウスは骨吸収

のみならず、骨形成のマーカーである血清アルカリホスファターゼ(ALP)活性が正常値

の 4倍も高い値を示し、組織学的にも骨形成の著しい亢進が認められた8)。 

さらに、特発性高ホスファターゼ血症(IH)の患者において、OPG遺伝子の変異が発

見された9,10)。この患者においては、OPG-/-マウスと同様、破骨細胞と同様骨芽細胞が

著しく活性化しており、骨形成と骨吸収が活発に行われている組織所見が認められる。

また、血清アルカリホスファターゼ活性(骨形成マーカー)と尿中コラーゲン分解産物で

あるN-テロペプチド量(骨吸収マーカー)が共に高い値を示した9,10)。 

欧米において骨粗鬆症に次いで患者数の多い骨疾患である骨パジェット病は、破骨細

胞の機能異常により限局した骨吸収の亢進が生じ、続いて骨形成が促進する疾患として
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知られているが、遺伝性若年性骨パジェット病（FPDB）の原因としてOPG遺伝子の完

全な欠損が報告された11,12,13,14)。このOPG欠損患者の血清中にはOPGは検知できないが、

興味深いことに可溶型RANKLが高濃度で認められた。この実験結果は、高回転型の骨

代謝病態に可溶型RANKLの血清レベルでの亢進が関与している可能性を示している。

さらに、RANKが恒常的に活性化された遺伝的変異が家族性広汎性骨溶解症（FEO）

を惹起することが見出されたが、この疾患においても骨吸収と共に骨形成の亢進が認め

られている15,16,17)。 

骨吸収と骨形成が共に亢進している高回転型骨粗鬆症を呈するOPG-/-マウスに対し

て骨吸収阻害薬であるビスホスフォネートを投与することにより、骨吸収を強力に阻害

した際に、骨形成マーカーがどのような挙動を示すかについて解析した結果が報告され

ている8)。実験は、骨粗鬆症の症状が著明となる 14 週齢雄のOPG-/-マウスを用いている。

ビスホスフォネート(リセドロネート)を毎日皮下投与(0.01 mg/kg, 30 日間)し、と殺

前にカルセインとテトラサイクリンの 2重標識を行った。 

 OPG-/-マウス大腿骨の骨組織においては、ビスホスフォネートの投与により過剰な骨

吸収が抑制され成長板の形態回復が認められた。腰椎海綿骨においても同様な結果とな

った。腰椎皮質骨における骨形態計測の結果、OPG-/-マウスにおいて亢進している各種

の骨吸収マーカー(破骨細胞面・吸収面・破骨細胞数)および骨形成マーカー(骨芽細胞

面・類骨量・石灰化速度・骨形成速度)は共にビスホスフォネート投与によって完全に

正常化された8)。また、腰椎骨量および骨梁数の回復も認められた。また、骨内膜面に

おける 2 重標識面は、ビスホスフォネートの投与によって正常レベルにまで低下した。

骨形成のマーカーである血清中のアルカリホスファターゼ活性は、正常値以下まで低下

した。血清オステオカルシンレベルも、ビスホスフォネート投与により正常化した8)。 

以上の動物実験結果より、骨組織においては、骨吸収と骨形成の共役現象がアクティブ

に行われていることが明らかとなった。 

 そこで今回、骨吸収と骨形成の共役現象に関与する可能性が秘められているW9 ペプ

チドに注目し、ヒトへの臨床応用を見据えて、ヒトの細胞培養系における効果を検討し

た。アミノ酸９つから構成されるW9 ペプチドは、アミノ酸９つから構成される。W9

ペプチドは、TNFレセプター(TNFR1)と相同性を有し、TNFの作用(アポトーシスの誘

導や炎症の惹起など)を抑制することが報告されている18)。また、W9ペプチドはRANKL

と結合することにより、破骨細胞の分化を阻害し、卵巣摘出骨粗鬆症モデルにおける骨

量減少を防止することがマウスを用いた実験で明らかにされている19)。さらに、最近に

なり、W9 ペプチドは、培養骨芽細胞における石灰化を強力に促進し、W9 ペプチドの
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投与は正常マウスにおける骨形成を促進し、骨量(皮質骨)を増加させることが報告され

た20)。以上の実験結果から、RANKLに結合するW9 ペプチドは、RANKシグナルを阻害

することにより破骨細胞分化を抑制する（フォワードシグナル）と共に、W9 ペプチドは骨

芽細胞表面のRANKLに結合し骨芽細胞分化を誘導する（リバースシグナル）可能性が考え

られる（図 1）。 

そこで本研究では、ヒト破骨細胞分化と破骨細胞と起源を同一とする樹状細胞の分化

に対するＷ９ペプチドの効果を解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

4 



実験材料及び方法 
 

1．ヒト末梢血単核細胞（hPBMC）の調製 

インフォームドコンセントを得た健康な男性ボランティアより末梢血を採取（ヘパリ

ン採血）した。ヒト由来末梢血液材料を用いた本実験は、松本歯科大学研究等倫理審査

委員会の承認を得ている（承認番号：0089）。 

採取した末梢血をFicol-Paque液（Ficol Paque PLUSTM, GE Healthcare Life 

Sciences, Little Chalfont, UK）上に重層した後、遠心分離（1600 rpm, 15℃，35 分）

を行った。遠心分離後、血漿とFicol-Paque液の間に分離したヒト末梢血単核細胞

（hPBMC）層を回収した。回収したhPBMCsを遠心分離（1600 rpm, 15℃，7 分）３

回行い洗浄し、細胞数を計測した。この細胞画分には、単球およびリンパ球が含まれて

いる。 

 

2．ヒト破骨細胞の分化誘導系 

hPBMCs（1.5x105 cells/well）を 48wellプレートに播種し、M-CSF（50 ng/ml）と

RANKL(200 ng/ml)を添加して、α-MEM(10％FBSを含む)中で 14 日間培養した。培

養液交換は 3～4 日毎に行った。また、W9 ペプチド(25～100μM)を培地交換ごとに添

加した。培養後、細胞を固定し、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）染色に供し

た。赤く染色されるTRAP陽性細胞のうち、３核以上の多核細胞を破骨細胞として計測

した。 

RANKL（Human soluble glutathione S-transferase (GST)-RANKL）およびW9 ペ

プチド（分化誘導ペプチドW9）は、オリエンタル酵母工業株式会社（東京）から購入

した。M-CSF（Recombinant Human M-CSF, LeukoprolⓇ）は、協和発酵工業株式会

社（東京）から購入した。FBS（ウシ胎仔血清）は、SAFC Biosciences（Lenexa, KS, 

USA）から購入した。α-MEM（α-minimal essential medium）培地は、Sigma（St. 

Louis, MO, USA）から購入した。 

 

3．ヒト樹状細胞の分化誘導系 

 hPBMCs（1.5x105 cells/well）を 48wellプレートに播種し、GM-CSF（50 ng/ml）

とIL-4 (50 ng/ml)を添加して、α-MEM(10％FBSを含む)中で 10 日間培養した。培養

液交換は 3～4 日毎に行った。また、W9 ペプチド(50～200μM)を培地交換ごとに添加

した。培養後、細胞を固定し、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）染色とヘマト
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キシリン染色に供した。TRAP陰性の３核以上の多核細胞を樹状細胞として計測した。 

GM-CSF（Recombinant Mouse GM-CSF）および IL-4（Recombinant Mouse IL-4）

は、R&D systems（Minneapolis, MN, USA）から購入した。 
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結果 
 

健常人ボランティアから採取した末梢血由来の hPBMCs を RANKL と M-CSF の存

在下で培養した。14 日間の培養後、赤く染色される TRAP 陽性の多核細胞が多数形成

された（図 2）。 

この培養系に W9 ペプチドを添加（25～100μM）することにより、RANKL と M-CSF

により誘導される TRAP 陽性ヒト破骨細胞形成は、濃度依存的に阻害された（図 2）。

この時、付着しているマクロファージ系の細胞は存在しており、W9 ペプチドの毒性は

認められなかった。  

TRAP 陽性多核細胞数を定量的に解析した結果、W9 ペプチド（100μM）添加群では、

完全に多核破骨細胞の形成が阻害された（図 3）。 

次に、ヒト樹状細胞の分化に対する W9 ペプチドの効果を検討した。hPBMCs を

GM-CSF と IL-4 の存在下で 10 日間培養することにより、TRAP には染まらない多核

を呈する樹状細胞の形成が認められた（図 4）。TRAP 陽性の破骨細胞様細胞は出現し

なかった。 

W9 ペプチド(50～200μM)を GM-CSF と IL-4 の共存下で添加しても、樹状細胞の

分化には影響を与えなかった（図 4，5）。 

ヒト破骨細胞の分化に対して、W9 ペプチドは阻害作用を示し、同じ単球を起源とす

る免疫担当細胞として重要な役割を果たす樹状細胞の分化には W9 ペプチドは効果を

示さなかったことから、W9 の効果は骨吸収を担当する破骨細胞の分化に特異的である

ことが示された。 
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考察 

 

ヒトの細胞培養系におけるW9 ペプチドの作用を検討することを目的に、ヒト破骨細

胞分化誘導培養系とヒト樹状細胞分化誘導培養系におけるW9 ペプチドの効果を解析

した。その結果、末梢血由来の単球を含む細胞画分を、破骨細胞分化因子であるRANKL

とマクロファージ刺激因子であるM-CSFの存在下で 14 日間培養することによりTRAP

陽性ヒト多核細胞が形成された。このヒト多核細胞は、象牙質切片上において吸収窩を

形成する能力を有しており、破骨細胞の形質を有していることは、松崎らにより報告さ

れている21)。 

この培養系に W9 ペプチドを添加することにより、RANKL と M-CSF により誘導さ

れる TRAP 陽性ヒト多核破骨細胞形成は濃度依存的に阻害された。この時、高濃度の

W9 ペプチドを添加しても、破骨細胞前駆細胞に対してアポトーシスを誘導するような

作用は認められなかった。また、成熟した破骨細胞の象牙質切片上における骨吸収活性

や破骨細胞の生存・維持に対する W9 ペプチドの効果は検討しておらず、今後の課題で

ある。 

一方、GM-CSFとIL-4 の存在下で 10 日間培養することにより誘導されるTRAP陰性

のヒト多核樹状細胞の分化に対しては、W9 ペプチドは影響を与えなかった。樹状細胞

は、抗原提示細胞として、Tリンパ球やBリンパ球を活性化する機能を具備している免疫

細胞である。テトラサイクリン系抗菌剤（ミノサイクリン）は、マウスの培養系におい

て破骨細胞の分化や成熟破骨細胞の骨吸収活性を阻害する一方、樹状細胞の分化を促進

する実験結果が報告されている22)。免疫機能において重要な役割を果たしている樹状細

胞は、ヒト癌患者に対する免疫療法においても「樹状細胞療法」として応用されている。

W9ペプチドがヒト樹状細胞の分化に対しては阻害効果を示さなかったことは臨床応用

を考える上でも有用である。 

今回の実験結果は、W9 は破骨細胞の分化を誘導する RANKL に特異的に結合することに

より破骨細胞分化を阻害し、GM-CSF や IL-4 により分化誘導される樹状細胞の分化には作

用しないものと考えられる。RANKL の受容体である RANK の発現は、マクロファージ系

の破骨細胞前駆細胞の初期の段階から成熟した多核破骨細胞において広いステージで認め

られる。したがって、RANKL の作用を阻害する W9 ペプチドの作用は、破骨細胞分化のす

べてのステージに作用を及ぼすものと考えられる。実際に、W9 を培養 14 日間の初期 3 日

間だけ処理したものでも、破骨細胞形成は部分的に抑制された。また、W9 以外にも、同様

のアミノ酸配列を呈する様々なペプチドが合成されているが、今回の実験ではその効果を
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検討しなかった。 

マウスの骨髄細胞培養系におけるW9 の効果が報告されている。RANKLとM-CSF存

在下でW9 を添加し 7 日間培養後、TRAP染色と骨芽細胞の分化を観察するためのアル

カリホスファターゼ（ALP）染色を施したものである。その結果、W9 ペプチドは、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抑制効果を示すと共に、

ALP陽性の骨芽細胞の分化が著明に認められた。高濃度のW9 (200μM)添加群において、

TRAP陽性細胞は全く認められなくなったが、ALP陽性骨芽細胞からなるNodule形成が

著明に認められた。以上の実験結果から、RANKLに結合するW9 ペプチドは、RANK

シグナルを阻害することにより破骨細胞分化を抑制すると同時に、骨芽細胞表面の

RANKLに結合し骨芽細胞分化を誘導する可能性が考えられる20)（図 1）。 

しかしながら、マウスの培養系に示されている W9 のリバースシグナルとしての骨芽細

胞に対する分化促進効果について、今回の実験系では解析することが出来なかった。今回

の培養は、ヒト由来の単球を用いた破骨細胞のみの分化を観察する培養系であり、骨芽細

胞系の細胞が含まれていないので、W9 の骨芽細胞の分化誘導を示す実験結果は得られなか

った。今後、ヒト骨髄細胞を用いた実験を検討する必要がある。 

ヒト破骨細胞の分化に対して、W9 ペプチドは阻害作用が認められ、同じ単球を起源

とする免疫担当細胞として重要な役割を果たす樹状細胞の分化にはW9 ペプチドは効

果を示さなかったことから、W9 の効果は骨吸収を担当する破骨細胞の分化に特異的で

あることが示された。W9 ペプチドのマウスへの全身投与実験の結果、皮質骨における

骨密度を著明に増加させる結果を得ており20)、為害作用・副作用は認められないため、骨粗

鬆症（オステオポローシス）などの骨代謝疾患治療薬として、ヒトへの臨床応用に対して

も十分可能性があると考えられる。また、癌患者の高カルシウム血症治療薬として投与さ

れるビスホスフォネート製剤による顎骨壊死の副作用の解明に対してもW9 ペプチドを

用いた研究が寄与できる可能性がある。 

現在、歯槽骨吸収が著明に認められるOPG遺伝子欠損マウス23)に対するW9 ペプチドの投

与実験が行われており、その結果に期待したい。さらに、将来的には、顎堤吸収の大きい

患者に対して、W9 を用いて局所的に顎骨を増生させ、インプラント埋入を可能にもするこ

となどの臨床応用を考えていきたい。今後、W9 ペプチドのヒトへの臨床応用に向けて更

なる基礎的研究が必要である。 
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結論 
 

アミノ酸９つから構成される W9 ペプチドは、ヒト破骨細胞の分化に対して強い阻害

作用を示し、同じ単球を起源とする免疫担当細胞である樹状細胞の分化には抑制効果を

認めなかった。 
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図の説明 
 

図１ W9 ペプチドの作用機構（仮説） 

W9 ペプチドは RANKL と結合することにより RANK シグナルを阻害することにより

破骨細胞分化を抑制すると共に、骨芽細胞表面の RANKL に結合し骨芽細胞分化を誘導す

る（リバースシグナル）可能性が考えられる。 

 

図２ W9 ペプチドの破骨細胞分化に対する作用 

ヒト末梢血単核細胞（hPBMCs）（1.5x105 cells/well）を 48wellプレートに播種し、

M-CSF（50 ng/ml）とRANKL(200 ng/ml)を添加して、α-MEM(10％FBSを含む)中で

14 日間培養した。W9 ペプチド(25～100μM)を培養開始時から添加し、培地交換ごと

に加えた。培養後、細胞を固定し、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）染色に供

した。 

 

図３ W9 ペプチドの破骨細胞分化に対する作用（定量的解析） 

ヒト末梢血単核細胞（hPBMCs）（1.5x105 cells/well）を 48wellプレートに播種し、

M-CSF（50 ng/ml）とRANKL(200 ng/ml)を添加して、α-MEM(10％FBSを含む)中で

14 日間培養した。W9 ペプチド(25～100μM)を培養開始時から添加し、培地交換ごと

に加えた。培養後、細胞を固定し、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）染色に供

した。赤く染色されるTRAP陽性細胞のうち、３核以上の多核細胞を破骨細胞として計

測した。 

 

図４ W9 ペプチドの樹状細胞分化に対する作用 

ヒト末梢血単核細胞（hPBMCs）（1.5x105 cells/well）を 48wellプレートに播種し、

GM-CSF（50 ng/ml）とIL-4 (50 ng/ml)を添加して、α-MEM(10％FBSを含む)中で 10

日間培養した。W9 ペプチド(50～200μM)を培培養開始時から添加し、培地交換ごと

に加えた。培養後、細胞を固定し、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）染色とヘ

マトキシリン染色に供した。TRAP陰性の３核以上の多核細胞を樹状細胞として計測し

た。 
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図５ W9 ペプチドの樹状細胞分化に対する作用（定量的解析） 

ヒト末梢血単核細胞（hPBMCs）（1.5x105 cells/well）を 48wellプレートに播種し、

GM-CSF（50 ng/ml）とIL-4 (50 ng/ml)を添加して、α-MEM(10％FBSを含む)中で 10

日間培養した。W9 ペプチド(50～200μM)を培培養開始時から添加し、培地交換ごと

に加えた。培養後、細胞を固定し、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）染色とヘ

マトキシリン染色に供した。TRAP陰性の３核以上の多核細胞を樹状細胞として計測し

た。 
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