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第第第第 222299991111 回松本歯科大学大学院回松本歯科大学大学院回松本歯科大学大学院回松本歯科大学大学院セミナーセミナーセミナーセミナー    

    
日日日日 時時時時：：：：    2020202014141414 年年年年 4444 月月月月 18181818 日日日日 ((((金金金金 ))))    18181818 時時時時 00000000 分分分分~~~~19191919 時時時時 30303030 分分分分     

場場場場 所所所所：：：：    実習館実習館実習館実習館 2222 階階階階     総合歯科医学研究所総合歯科医学研究所総合歯科医学研究所総合歯科医学研究所セミナールームセミナールームセミナールームセミナールーム    

演演演演 者者者者：：：：    古屋古屋古屋古屋    優里子優里子優里子優里子    氏氏氏氏（（（（オリエンタルオリエンタルオリエンタルオリエンタル酵母工業株式会社酵母工業株式会社酵母工業株式会社酵母工業株式会社    長浜生物科学研究所長浜生物科学研究所長浜生物科学研究所長浜生物科学研究所・・・・研究員研究員研究員研究員））））    

タ イ トタ イ トタ イ トタ イ ト ルルルル：：：：    分化誘導分化誘導分化誘導分化誘導ペプチドペプチドペプチドペプチド W9W9W9W9 によるによるによるによる骨芽細胞及骨芽細胞及骨芽細胞及骨芽細胞及びびびび軟骨細胞分化作用軟骨細胞分化作用軟骨細胞分化作用軟骨細胞分化作用とそのとそのとそのとそのメカニズムメカニズムメカニズムメカニズム解析解析解析解析    

    

【【【【はじめにはじめにはじめにはじめに】】】】9999 個個個個ののののアミノアミノアミノアミノ酸酸酸酸でででで構成構成構成構成されるされるされるされる合成合成合成合成ペプチドペプチドペプチドペプチド、、、、WP9QYWP9QYWP9QYWP9QY ペプチドペプチドペプチドペプチド（（（（Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1、、、、以下以下以下以下 W9W9W9W9 とととと

略称略称略称略称するするするする））））はははは、、、、破骨細胞形成抑制作用破骨細胞形成抑制作用破骨細胞形成抑制作用破骨細胞形成抑制作用をもつことがをもつことがをもつことがをもつことが知知知知られていたのでられていたのでられていたのでられていたので、、、、我我我我々々々々はははは、、、、新規新規新規新規のののの骨形成骨形成骨形成骨形成

ペプチドペプチドペプチドペプチドををををスクリーニングスクリーニングスクリーニングスクリーニングするするするする際際際際ののののネガティブコントロールネガティブコントロールネガティブコントロールネガティブコントロールとしてとしてとしてとして W9W9W9W9 をををを使用使用使用使用したところしたところしたところしたところ、、、、W9W9W9W9

にはにはにはには骨形成作用骨形成作用骨形成作用骨形成作用があることをがあることをがあることをがあることを見出見出見出見出したしたしたした。。。。さらにさらにさらにさらに、、、、骨芽細胞骨芽細胞骨芽細胞骨芽細胞だけでなくだけでなくだけでなくだけでなく、、、、軟骨細胞軟骨細胞軟骨細胞軟骨細胞のののの分化分化分化分化にもにもにもにも関関関関

与与与与していることがしていることがしていることがしていることが示唆示唆示唆示唆されたのでされたのでされたのでされたので、、、、以下以下以下以下のののの検討検討検討検討をををを行行行行ったったったった。。。。    

【【【【方法方法方法方法とととと結果結果結果結果】】】】まずまずまずまず、、、、in vivoin vivoin vivoin vivo でのでのでのでの骨形成作用骨形成作用骨形成作用骨形成作用のののの有無有無有無有無をををを検討検討検討検討するためするためするためするため、、、、W9W9W9W9 をををを正常正常正常正常マウスマウスマウスマウスにににに投与投与投与投与

したしたしたした結果結果結果結果、、、、W9W9W9W9 はははは in vivoin vivoin vivoin vivo においてもにおいてもにおいてもにおいても骨形成作用骨形成作用骨形成作用骨形成作用をををを示示示示しししし、、、、特特特特にににに皮質骨特異的皮質骨特異的皮質骨特異的皮質骨特異的にににに骨形成率骨形成率骨形成率骨形成率をををを上昇上昇上昇上昇ささささ

せることがわかったせることがわかったせることがわかったせることがわかった。。。。そこでそこでそこでそこで、、、、W9W9W9W9 のののの骨形成作用骨形成作用骨形成作用骨形成作用ののののメカニズムメカニズムメカニズムメカニズムについてについてについてについて、、、、以下以下以下以下のののの検討検討検討検討をををを行行行行ったったったった。。。。

①①①①W9W9W9W9 をををを作作作作用用用用させたさせたさせたさせたマウスマウスマウスマウス骨芽前駆細胞骨芽前駆細胞骨芽前駆細胞骨芽前駆細胞 MC3T3MC3T3MC3T3MC3T3----E1E1E1E1 をををを用用用用いていていていて GeneChipGeneChipGeneChipGeneChip 解析解析解析解析をををを行行行行ったったったった結果結果結果結果、、、、W9W9W9W9 はははは

ALPALPALPALP、、、、BMPBMPBMPBMP----4444、、、、オステオカルシンオステオカルシンオステオカルシンオステオカルシン、、、、IGFIGFIGFIGF----1111 及及及及びびびび CTGFCTGFCTGFCTGF といったといったといったといった骨形成関連因子骨形成関連因子骨形成関連因子骨形成関連因子のののの発現発現発現発現をををを上昇上昇上昇上昇させてさせてさせてさせて

いたいたいたいた。。。。    

②②②②MC3T3MC3T3MC3T3MC3T3----E1E1E1E1 細胞細胞細胞細胞をををを用用用用いたいたいたいた阻害剤及阻害剤及阻害剤及阻害剤及びびびびリンリンリンリン酸化抗体酸化抗体酸化抗体酸化抗体によるによるによるによるウエスタンブロットウエスタンブロットウエスタンブロットウエスタンブロット解析解析解析解析をををを行行行行ったったったった結結結結

果果果果、、、、p38p38p38p38 及及及及びびびび BMPBMPBMPBMP シグナルシグナルシグナルシグナルであるであるであるである smad1/5/8smad1/5/8smad1/5/8smad1/5/8 経路経路経路経路がががが、、、、W9W9W9W9 ののののシグナルシグナルシグナルシグナル伝達経路伝達経路伝達経路伝達経路としてとしてとしてとして関与関与関与関与していしていしていしてい

ることがることがることがることが確認確認確認確認できたできたできたできた。。。。

1)1)1)1)

    

③③③③W9W9W9W9 はははは RANKLRANKLRANKLRANKL にににに結合結合結合結合することがすることがすることがすることが知知知知られているのでられているのでられているのでられているので、、、、骨芽前駆細胞骨芽前駆細胞骨芽前駆細胞骨芽前駆細胞やややや間葉系幹細胞間葉系幹細胞間葉系幹細胞間葉系幹細胞（（（（MSCsMSCsMSCsMSCs））））表面表面表面表面

にあるにあるにあるにある膜型膜型膜型膜型 RANKLRANKLRANKLRANKL ををををノックダウンノックダウンノックダウンノックダウン、、、、もしくはもしくはもしくはもしくはノックアウトノックアウトノックアウトノックアウトさせたさせたさせたさせた細胞細胞細胞細胞をををを作製作製作製作製したしたしたした結果結果結果結果、、、、W9W9W9W9 によによによによ

るるるる骨分化骨分化骨分化骨分化にににに膜型膜型膜型膜型 RANKLRANKLRANKLRANKL がががが関与関与関与関与しているしているしているしている可能性可能性可能性可能性がががが示唆示唆示唆示唆されたされたされたされた。。。。    

一方一方一方一方、、、、ヒトヒトヒトヒト MSCsMSCsMSCsMSCs 及及及及びびびびマウスマウスマウスマウス軟骨前細胞軟骨前細胞軟骨前細胞軟骨前細胞（（（（ATDC5ATDC5ATDC5ATDC5 細胞細胞細胞細胞））））をををを用用用用いたいたいたいた 2222 次元培養次元培養次元培養次元培養においてにおいてにおいてにおいて、、、、W9W9W9W9 はははは軟軟軟軟

骨細胞分化骨細胞分化骨細胞分化骨細胞分化をををを促進促進促進促進させることがわかったさせることがわかったさせることがわかったさせることがわかった。。。。またまたまたまた、、、、ヒトヒトヒトヒト MSCsMSCsMSCsMSCs をををを用用用用いたいたいたいた 3333 次元培養系次元培養系次元培養系次元培養系にににに W9W9W9W9 をををを添加添加添加添加

するとするとするとすると、、、、ペレットサイズペレットサイズペレットサイズペレットサイズがががが増大増大増大増大しししし、、、、細胞内部細胞内部細胞内部細胞内部のののの軟骨基質軟骨基質軟骨基質軟骨基質がががが増加増加増加増加することがすることがすることがすることが確認確認確認確認されたされたされたされた。。。。

2)2)2)2)    

さらにさらにさらにさらに、、、、ATDC5ATDC5ATDC5ATDC5 細胞及細胞及細胞及細胞及びびびび C3H10T1/2C3H10T1/2C3H10T1/2C3H10T1/2 細胞細胞細胞細胞をををを用用用用いていていていて、、、、W9W9W9W9 ののののシグナルシグナルシグナルシグナル伝達経路伝達経路伝達経路伝達経路をををを検討検討検討検討したとこしたとこしたとこしたところろろろ、、、、

p38p38p38p38 ののののリンリンリンリン酸化酸化酸化酸化をををを検出検出検出検出したしたしたした。。。。    

【【【【まとめまとめまとめまとめ】】】】我我我我々々々々はははは、、、、W9W9W9W9 がががが破骨細胞形成抑制作用破骨細胞形成抑制作用破骨細胞形成抑制作用破骨細胞形成抑制作用にににに加加加加えてえてえてえて、、、、骨形成作用及骨形成作用及骨形成作用及骨形成作用及びびびび軟骨細胞分化作用軟骨細胞分化作用軟骨細胞分化作用軟骨細胞分化作用とととと

いういういういう相反相反相反相反するするするする機能機能機能機能をををを有有有有することをすることをすることをすることを明明明明らかにしたらかにしたらかにしたらかにした。。。。またまたまたまた、、、、W9W9W9W9 のののの骨形成骨形成骨形成骨形成にににに関関関関するするするするシグナルシグナルシグナルシグナル伝達伝達伝達伝達はははは、、、、

ターゲットターゲットターゲットターゲット細胞上細胞上細胞上細胞上のののの膜型膜型膜型膜型 RANKLRANKLRANKLRANKL をををを介介介介していることをしていることをしていることをしていることを示唆示唆示唆示唆するするするする結果結果結果結果をををを得得得得たたたた。。。。今後今後今後今後はははは、、、、W9W9W9W9 のののの軟骨細軟骨細軟骨細軟骨細

胞分化胞分化胞分化胞分化にににに関関関関するするするするシグナルシグナルシグナルシグナル伝達経路伝達経路伝達経路伝達経路についてについてについてについて解明解明解明解明をををを進進進進めたいめたいめたいめたい。。。。    

なおなおなおなお、、、、W9W9W9W9 はははは、、、、弊社弊社弊社弊社からからからから「「「「分化誘導分化誘導分化誘導分化誘導ペプチドペプチドペプチドペプチド W9W9W9W9」」」」としてとしてとしてとして販売販売販売販売されているされているされているされている。。。。    
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【【【【Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1】】】】                                        
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