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緒言 

現在，日本人の約 47.9 %が罹患している歯周病 1)は，口腔細菌叢の dysbiosis によっ

て発症・進行する炎症性疾患の一つである 2)。その本態は，歯周病原細菌を排除する

ために働く一連の免疫応答によって，血中に存在する単球が破骨細胞へと分化し，歯

槽骨を吸収することにある 3，4)。その際に出現する破骨細胞の分化には，骨芽細胞等

が発現する receptor activator of NF-kB ligand（RANKL）シグナル経路が重要であるが，

細胞間の情報伝達を担う Notch シグナル伝達経路の関与も示唆されている 5，6) 

Notch シグナルは，発生過程における分化や制御といった細胞の運命を司り，多種

類の細胞からなる生体組織の恒常性を維持している 7)。哺乳類では，細胞膜表面に存

在する 5 種のリガンド（JAGGED1，2，Delta-like1，3，4）と細胞膜貫通ドメインを有

する 4 種の膜貫通型受容体（NOTCH1，2，3，4）が存在している 8)。この NOTCH 受

容体とリガンドとの結合後，NOTCH 受容体の細胞外ドメインが a disintegrin and 

metalloproteinase（ADAM）10，ADAM17 で切断され，引き続き細胞内ドメインが γ-

secretase で切断される 9-11)。細胞内ドメインが核内へ移行することで，標的遺伝子の

転写が生じる 8)。 

ADAM ファミリーは，メタロプロテアーゼドメインを有する膜貫通型タンパク質

の一群で，現在ヒトでは 21 種類発見されている 12)。細胞膜上の増殖因子，受容体，
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接着分子のシェディング等によって，細胞の接着・運動・増殖に関与する多機能分子

である。近年，ADAM10 を介した Notch シグナル伝達経路（ADAM-Notch シグナル伝

達経路）と破骨細胞形成との関連が報告されているものの 13)，ADAM17を介したNotch

シグナル伝達経路と破骨細胞との関連は報告されていない。 

一方で ADAM10，ADAM17 とは異なる部位を切断する γ-secretase の阻害剤を使用

した研究では，γ-secretase を介した Notch シグナル伝達経路が破骨細胞形成に関与す

ると報告されている 11)。さらに，γ-secretase はアルツハイマー病や癌と関連が報告さ

れており，γ-secretase 阻害剤が破骨細胞関連疾患だけでなく，癌やアルツハイマー病

の予防・治療につながる可能性が示唆されている 14, 15)。しかし，γ-secretase 阻害剤は，

認知機能の低下や皮膚癌発症の亢進など様々な副作用が懸念されており 16)，開発の見

通しは経っていない。その原因として，γ-secretase が Notch シグナル伝達経路の必須

因子であり，代替のできないものであるからと考えられている 17)。一方，Notch シグ

ナル伝達経路に関与する ADAM10，ADAM17 は，γ-secretase と異なり，どちらか一方

を阻害した場合には他方が代替の機能を有する可能性があると報告されている 10)。そ

のため，ADAM 阻害剤は γ-secretase 阻害剤に比べ偽害作用が少ないと考えられてい

る。しかし，ADAM の破骨細胞分化への影響には，上述のように未だ不明な点が多い。

そこで本研究は，ADAM-Notch シグナル伝達経路が破骨細胞形成に影響する際の作用
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機序を解明することを目的とした。本作用機序の解明は，ADAM が関与する骨吸収抑

制薬の開発に繋がる可能性がある。 

以上から，マウス骨髄由来マクロファージを用いて，ADAM-Notch シグナルに関わ

る複数の関連分子から RANKL 誘導性の破骨細胞分化に影響する分子を in vitro で探

索した。さらに，絹糸結紮歯周炎による歯槽骨吸収誘導モデルマウス（歯周炎モデル

マウス）を用いて，歯周炎組織下で ADAM17 が破骨細胞形成に及ぼす影響を in vivo

で検討した。 
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材料と方法 

１．試薬 

ADAM17 阻害剤（KP-457；AdooQ BIOSIENCE，Irvine，CA，USA）と ADAM10 阻

害剤（GI254023X；Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）は dimethyl sulfoxide（DMSO；

Sigma-Aldrich）で希釈して用いた。また，JAGGED1 中和抗体とそのアイソタイプ抗

体を，Thermo Fisher Scientific（Waltham，MA，USA）から購入した。 

２．マウス骨髄由来マクロファージ様細胞と RANKL誘導性破骨細胞様細胞の調製 

Tevlin らの方法 18)を一部改変して，野生型マウス（C57BL/6J，12 週齢，雄，平均

体重 30 g；日本クレア株式会社，東京，日本）の脛骨から骨髄を含む細胞溶液を採取

した。採取した細胞溶液から Ficoll-Paque PREMIUM 1.084（Cytiva，東京，日本）を用

いて 20 ̊C，30 分間，400×ｇ遠心分離した単球細胞を，2.0 × 105 cells/well の濃度で 12-

wellマルチプレート（Corning，Corning，NY，USA）に播種した。培養は，56℃で 30

分間加熱処理して非働化した 10 %ウシ胎児血清（FBS；Thermo Fisher Scientific）を含

むアルファ改変型イーグル最小必須培地（MEMα；富士フィルム和光純薬，大阪，日

本）に macrophage colony stimulating factor（M-CSF；Biolegend，San Diego，CA，USA）

を 50 ng/mL で添加して 37℃，5 % CO2，100 %湿潤下で 6 日間培養し，マウス骨髄由

来マクロファージ様細胞へ分化誘導した。 
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さらにこの細胞は，破骨細胞分化因子である RANKL (Biolegend）と M-CSF を 50 

ng/mLずつ添加して 5 日間培養し，RANKL誘導性破骨細胞様細胞へと分化誘導した 

なお，これらの実験は岡山大学動物実験委員会の承認を受けている（OKU-2020331）。 

３．細胞に使用する試薬の細胞毒性の評価 

KP-457，GI254023X，JAGGED1 中和抗体のマウス骨髄由来細胞に対する細胞毒性

を，細胞生存能を調べることで検討した。骨髄由来の細胞を 96-well マルチプレート

（Corning）に 2.0 × 104 cells/well で播種し，50 ng/mL M-CSF含有 MEMα を用いてマ

クロファージ様細胞に分化誘導し，培養細胞の接着面が 80 ％程度のサブコンフルエ

ント状態になるまで培養した。その後，各試薬（KP-457：1–1,000 µM，GI254023X：

1–1,000 µM，JAGGED1 中和抗体：1–320 mg/mL）を添加し，24時間後にミトコンド

リア脱水素酵素による還元反応を利用した Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所，熊

本，日本）を用いて，細胞毒性試験を行った。なお，対照として，溶媒（DMSO）あ

るいはアイソタイプコントロール抗体（Thermo Fisher Scientific）を添加した。各 well

に WST-8/1-Methoxy PMS溶液を 10 µLずつ添加し，2時間後に生成されたホルマザン

色素の吸光度を 450 nm の波長でマイクロプレートリーダー（SH-1000 Lab；コロナ電

気，茨城，日本）を用いて測定した。そして，各試薬の濃度と測定値から 4係ロジス
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ティック曲線の回帰式を求め，式から計算した値を使用し，細胞生存能を回帰曲線で

示した。 

４．破骨細胞様細胞の分化に関与する Notchシグナル伝達経路関連分子の検討 

１）遺伝子の発現量の解析 

破骨細胞の分化関連遺伝子と Notch シグナル経路の関連遺伝子の発現量の解析は，

quantitative reverse transcriptionpolymerase chain reaction（qRT-PCR）法を用いて検討し

た。調製したマウス骨髄由来マクロファージ様細胞に RANKL を添加して 2，4，8，

12，そして 24時間後の RANKL添加群と非添加群から，全 RNA を RNeasy Plus Mini 

Kit（QIAGEN，Hilden，Germany）にて抽出した。RNA の濃度と純度は，NanoDrop 2000

（Thermo Fisher Scientific）を用いて 260 nm と 280 nm での吸光度とその比を用いて測

定した。全ての RNA の純度は，A260/A280値が 1.8〜2.2 の間である事を確認した。

抽出した RNA の 1 μg をテンプレートとして，RNase-free Water（QIAGEN）と

SuperScriptTM Ⅳ VILO Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を混合した溶液にて，25℃

で 10 分，42℃で 60 分間熱処理し，mRNA の逆転写産物である complementary DNA

（cDNA）を合成した。その後，85℃で 5 分間の加熱で逆転写酵素を不活化した。合

成した cDNA の溶液を 10倍希釈した溶液を，表 1 に挙げた塩基配列を合成したセン

スおよびアンチセンス PCR プライマー（各 10 µM），2 × Power SYBR Green Master 
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Mix（Thermo Fisher Scientific），そして RNase-free Water と混合し，2 本鎖 DNA を 95 ̊C

で 10 分間変性後，95 ̊C で 15 秒の熱変性，60 ̊C で 1 分のアニーリングと伸長反応を

40サイクル行った。この反応は 7300 Fast Real-time PCR System（Thermo Fisher Scientific）

を用いて行い，その際に PCR産物が発する蛍光量を SDSvl.X.withRQSoftware（Thermo 

Fischer Scientific）にて測定した。Notch シグナル関連遺伝子（Notch1，Notch2，Notch3，

Notch4，Jagged1，Jagged2，Dll1，Dll3，Dll4），Adam10 と Adam17，破骨細胞分化関

連遺伝子（nuclear factor of activated T cells 1：Nfatc1，dendrocyte expressed seven 

transmembrane protein：Dc-stamp）の mRNA 発現量は beta-actin（Actb）の mRNA量

を内部対照として，比較 threshold cycle法（比較 Ct法）にて定量し，相対発現量とし

て示した。なおそれぞれのプライマーの塩基配列は，オンラインソフトウェアである

Primer3 Plus（https://www.primer3plus.com/）を用いて候補を選出し，続いてその中から

目的遺伝子の特異的な増幅のみが起こるものを，別のオンラインソフトウェアである

NCBI primer-BLAST（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用いて確認し，

最終決定した。なお，プライマーの合成はユーロフィンジェノミクス株式会社（東京，

日本）に委託した。 

２）タンパク質産生量の解析 
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Notch シグナル経路の関連遺伝子に対応するタンパク質産生量の解析は，ウエスタ

ンブロッティング法を用いて検討した。調製したマウス骨髄由来マクロファージ様細

胞に RANKL を添加して 4，8，12，24，そして 48時間経過後の RANKL添加群およ

び非添加群サンプルに Protease Inhibitor Cocktail（Sigma-Aldrich）含有 RIPA Lysis and 

Extraction Buffer（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞を氷上で 10 分間溶解し，4 ̊C，

10 分間，16,000×ｇで遠心分離を行い，細胞成分を除去した上清を回収した。タンパ

ク質濃度は BCA法（PierceTM BCA Protein Assay Kit，Thermo Fisher Scientific）を用い

て，562 nm の波長の吸光度をマイクロプレートリーダー（SH-1000 Lab）で測定して

タンパク質を定量した。 

定量した各タンパク質（10 μg）に sodium dodecyl sulfate（SDS）サンプルバッファー

｛1 %（weight/volume：w/v）SDS，45 mM Tris-HCl（pH 6.8），15 %（v/v）グリセリ

ン，144 mM 2-メルカプトエタノール，0.002 %フロモフェノールブルー｝を加え，95 ̊C

で維持し 5 分間煮沸して還元状態にした。還元状態にした試料を泳動緩衝液（25 mM 

Tris-HCl，200 mM glycine，35 mM SDS）を用いたポリアクリルアミドゲル｛アクリル

アミド濃度 7.5 %（v/v）｝電気泳動で 60 分間泳動し（室温，150 V定電圧条件），タ

ンパク質を分離した（Mini PROTEAN® Tetra System；Bio-Rad laboratories，Hercules，

CA，USA）。分離したタンパク質は，湿式転写装置（Mini PROTEAN®II：Bio-Rad 
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laboratories）を用いて転写用バッファー｛1.8 mM Tris-HCl，190 mM glycine，20 %（v/v）

methanol｝中で 60 分間，polyvinylidene difluoride（PVDF）膜（Millipore Corporation，

Billerica，MA，USA）へ転写した（4 ̊C，100 V定電圧条件）。転写後の PVDF 膜は，

5 %（w/v）スキムミルク（BD Bioscience，Franklin Lakes，NJ，USA）を含有する Tris-

buffered Saline with Tween 20｛TBST：10 mM Tris-HCl，150 mM NaCl，pH 7.4，0.1 %

（v/v）Tween 20｝に浸漬し，室温にて 1時間のブロッキング操作を施した。その後，

一次抗体を 5 %（w/v）スキムミルク含有 TBST で希釈した溶液中で，PVDF 膜を 4 ̊C

で 1晩振とうして反応させた。その後，TBST で洗浄し，二次抗体を 5 %（w/v）スキ

ムミルク含有 TBST で希釈した溶液中に PVDF 膜を浸漬し，室温で 1時間振とうして

反応させた。なお，一次抗体は，ウサギ由来抗 NOTCH1モノクローナル抗体，ウサギ

由来抗 NOTCH2 モノクローナル抗体，ウサギ由来抗 NOTCH4 モノクローナル抗体，

ウサギ由来抗 JAGGED1 モノクローナル抗体（いずれも 1:1,000 希釈；Cell Signaling 

Technology，Danvers，MA，USA）を使用した。二次抗体は，ヤギ由来 horseradish 

peroxidase（HRP）標識抗ウサギ IgG抗体（1:2,000希釈；Cell Signaling Technology）を

用いた。反応タンパク質の検出は，enhanced chemiluminescence（ECL）法（Super Signal® 

West Dura Extended Duration Substrate；Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。なお，

使用した PVDF 膜は，抗体除去バッファー（RestoreTM Western Blot Stripping Buffer；
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Thermo Fisher Scientific）中で室温にて 30 分間振とうして抗体を除去した後，上記に

記載したブロッキング操作以降と同様の操作を行い，同一膜上でそれぞれのタンパク

質を検出した（リプロービング順：NOTCH1，NOTCH2，JAGGED1，NOTCH4，そし

てb-ACTIN）。アクリルアミドゲルの各レーンのタンパク質が等量であることを確認

するために，マウス由来抗b-ACTINポリクローナル抗体（1:1,000希釈；Sigma-Aldrich）

と二次抗体としてヒツジ由来 HRP 標識抗マウス IgG抗体（1:5,000希釈；GE Healthcare 

UK Ltd，Buckinghamshire，UK）を用いて検出を行った。標的タンパク質に相対する

バンドの強度は，画像解析ソフト Image J（National Institutes of Health，Bethesda，MD，

USA）を用いて黒化度を数値化し，RANKL 非添加時の黒化度を基準とした相対黒化

度とした。 

５．JAGGED1中和抗体，GI254023X，そして KP-457が破骨細胞様細胞の分化に

及ぼす影響の検討 

調製したマウス骨髄由来マクロファージ様細胞に RANKL を添加し破骨細胞様細

胞に分化誘導した。その際に RANKL と同時に JAGGED1 の中和抗体（145 mg/mL），

そのアイソタイプ抗体，GI254023X（354 µM），そして KP-457（194 µM）をそれぞれ

添加して培養した。そして，RANKL添加から 5 日後に Nuclease-Free Water（NFW，

QIAGEN）で洗浄後，4 %パラフォルムアルデヒド液（富士フィルム和光純薬）で 5 分
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間固定した。その後，0.1 % Triton X-100 を含有する PBS溶液で 3回洗浄し，酒石酸

抵抗性酸性ホスファターゼ（tartrate-resistant acid phosphatase：TRAP）染色キット（コ

スモバイオ株式会社，東京，日本）を用いて染色した。その後，光学顕微鏡（BX-50；

オリンパス，東京，日本）にて観察し，3 核以上の TRAP陽性細胞を破骨細胞様細胞

とみなし，細胞数を計測した。 

６．歯周炎モデルマウスへの ADAM阻害剤投与 

野生型マウス（WT）に Abe ら 19)の手法を用いて上顎左側第二大臼歯に 5-0絹糸を

結紮し，歯周炎モデルを作製した。結紮時には，結紮側の口蓋側歯肉に ADAM17 阻

害剤 KP-457（354 µM）を 6 µL マイクロシリンジ（ハミルトンマイクロシリンジ；

Hamilton，Reno，Nevada，USA）を用いて投与した。なお，陰性対照として，溶媒で

ある DMSO（0.2 %）を 6 µL投与した。結紮の 4 日後に安楽死させ，上顎骨と歯肉（上

顎第一大臼歯近心から第三大臼歯遠心までの幅 1 mm 口蓋側歯肉）を採取した。（図

1；岡山大学動物実験委員会承認番号：OKU-2021866） 

７．歯周炎組織中の破骨細胞分化遺伝子の発現量解析 

マウスから採取した歯肉組織を，RNA を安定させて保護する RNAlater（QUIAGEN）

に直ちに浸漬し，Nfatc1 と Trap の遺伝子発現量を前述の qRT-PCR法で（材料と方法

4）定量解析した。 



 13 

８．組織学的解析 

マウスから採取した顎骨を，4 %パラホルムアルデヒド溶液（pH 7.4：富士フィルム

和光純薬）に 24時間浸漬して組織を固定した。その後 10 % EDTA溶液（pH 8.0：ナ

カライテスク，京都，日本）で脱灰した後にパラフィン包埋してブロックを作製し，

4 µm 間隔で薄切した。 

組織切片からキシレン（ナカライテスク）を用いてパラフィンを除去した後，無水

エタノール（富士フィルム和光純薬）から 70 %エタノールまでスライドガラスを 4段

階で浸漬させて再水和を行った。その後，ヘマトキシリン・エオジン染色（HE染色；

富士フィルム和光純薬）あるいは TRAP染色（TRAP染色液；富士フィルム和光純薬）

を行った。染色後は 70 %エタノールから無水エタノールまでスライドガラスを 4 段

階で浸漬させて脱水を行い，キシレンに浸漬させた後に Mount-Quick（大道産業株式

会社，東京，日本）を用いて封入した。スライドガラスを乾燥させた後，光学顕微鏡

（BX−50；オリンパス）にて観察した。なお，TRAP染色時には，第 2 大臼歯の口蓋

根周囲の歯槽骨吸収窩に存在し，かつ 3 核以上の TRAP 陽性細胞を破骨細胞として，

その細胞数を計測した。 

９．統計処理 

各実験系における統計解析は，3 群間以上の差の検定には one-way analysis of 
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variance（one-way ANOVA）を用い，さらに多重比較検定は Tukey-Kramer test を用い

た。2 群間の差の検定には，Student’s t-test を用いた。各々の統計処理には，GraphPad 

Prism8 for Windows（version-8.4.3：GraphPad Software，San Diego，CA，USA）を用い，

p＜0.05 を有意差ありと判定した。 
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結果 

１．破骨細胞分化における Notch シグナル関連遺伝子と破骨細胞分化遺伝子，

Adam10 と Adam17 遺伝子の発現 

破骨細胞分化に Notch シグナル経路が関与するか検討するため，RANKL未添加群

と RANKL添加群の Adam10 と Adam17 遺伝子発現量と Notch シグナル関連遺伝子と

破骨細胞分化遺伝子の発現量の経時的変化を調べた。RANKL 未添加群に比較して

RANKL添加群では，RANKL添加の 2–4時間後には Notch2 と Jagged1 の発現量が増

加し（図 2DF，*p <0.05），24時間後には Nfatc1 と Dc-stamp の発現量が増加した（図

2AB，*p <0.05）。また，Notch1 と Notch3 の発現量は逆に RANKL添加の 2時間後か

ら減少していた。この減少は，2–4時間後には増加していた Jagged1 の発現量におい

ても 12時間以降に見られた。しかし，両群においても，Adam10 と Adam17 は発現し

ていたが（Ct値 = 21–24），Notch3，Jagged2，Dll1，Dll3，そして Dll4 は発現してい

なかった（30< Ct値）。 

２．破骨細胞分化における Notch シグナル関連タンパク質の産生 

遺伝子発現の結果から，Notch シグナル経路の関連遺伝子（Notch1，Notch2，Notch4，

Jagged1）に対応する RANKL添加 4–48時間のタンパク質の産生量の経時的な変化を

調べた。RANKL未添加群と比較し，RANKL添加群では，4–24時間で NOTCH2 の産
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生量が増加し，4–12時間で JAGGED1 の産生量が増加した。一方で，発現量が減少し

ていた遺伝子に由来するNOTCH1とNOTCH4の産生量には変化はなかった（図3A）。

これら RANKL添加 4-24時間後の NOTCH2 の，そして 4-12時間後の JAGGED1 の産

生は，有意差のある増加であった（図 3B，*p <0.05）。 

３．JAGGED1 中和抗体および ADAM 阻害剤 KP-457 と GI254023X の細胞への影響 

１）細胞傷害性 

骨髄由来マクロファージ様細胞の培養系に JAGGED1 中和抗体，ADAM10 の阻害

剤 GI254023X，ADAM17 の阻害剤 KP-457 を添加して培養した結果，90 %の細胞生存

能を示す濃度が，JAGGED1 中和抗体では 145 mg/mL，GI254023X では 194 µM，そし

て KP-457 では 354 µM であった（図４A）。 

２）破骨細胞様細胞への分化に及ぼす影響 

細胞傷害性のない濃度範囲内で，中和抗体と各種阻害剤の破骨細胞様細胞分化に及

ぼす影響を調べた。すなわち，細胞生存能 90 ％を呈する濃度の JAGGED1 中和抗体

あるいは ADAM 阻害剤を破骨細胞様細胞への分化誘導開始と同時に添加し，TRAP

染色を用いて評価した。その結果，JAGGED1 中和抗体では破骨細胞様細胞が有意に

減少した（図 4B，*p <0.05）。また，KP457 では破骨細胞様細胞数が有意に減少した

が，GI254023X では変化がなかった（図 4C，*p <0.05）。 
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４．歯周炎組織中における KP-457 の破骨細胞分化に及ぼす影響 

１）歯周炎組織中の破骨細胞分化遺伝子の発現量 

歯周炎モデルマウスに KP-457 を歯周炎側の口蓋歯肉に投与し，破骨細胞分化遺伝

子（Nfatc1，Dc-stamp）の発現量を比較した。KP-457投与群では，非投与群と比較し，

Nfatc1 の発現は有意に減少した（図 5A，*p <0.05）。また，Trap の発現は減少傾向で

あった（図 5B，p =0.5199）。 

２）歯周炎組織中の破骨細胞分化 

HE染色において，DMSO を投与した陰性対照群と比較し，KP-457投与群では上皮

下組織の炎症性細胞浸潤は抑制されていた（図 6A）。TRAP染色において，DMSO を

投与した陰性対照群と比較し，KP-457 投与群では歯槽骨吸収が抑制される像を観察

した（図 6B，黒色矢印：破骨細胞）。さらに，KP-457投与群では，破骨細胞様細胞

数は有意に減少した（図 6C，*p <0.05）。 
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考察 

本研究では，in vitro 研究において破骨細胞形成における ADAM-Notch シグナル伝

達経路との関連を解明するために，まず RANKL誘導性の破骨細胞分化と Notch シグ

ナル伝達経路が関与するか検討した。その結果，RANKL添加群で Jagged1 と Notch2

は Nfatc1 と Dc-stamp の発現よりも早期に発現することが明らかになった（図 2A，B，

D，F）。同様に NOTCH2 と JAGGED１のタンパク質産生量も早期に増加した（図 3A，

B）。RANKL添加群，未添加群ともに Adam10 と Adam17 を RNAレベルで発現して

いた。従って，両者ともに破骨細胞の形成に関与する可能性があるため，破骨細胞の

形成に関与する可能性のある Notch シグナルのリガンドである JAGGED1 中和抗体と

ADAM10 阻害剤，ADAM17 阻害剤の破骨細胞様細胞形成に及ぼす影響を検討した。

JAGGED1 中和抗体と，ADAM10，ADAM17 それぞれの阻害剤である GI254023X，KP-

457 の効果の検証に先立ち，各細胞生存能を細胞毒性試験で評価したところ，細胞傷

害性のない範囲内での濃度，すなわち本研究では，細胞生存能が 90 ％を示す濃度で

以後の実験系では用いた。すなわち，JAGGED1 中和抗体は 145 mg/mL，GI254023X

は 194 µM，KP-457 は 354 µM に設定した。これらを使用して破骨細胞様細胞の分化

に及ぼす影響を評価したところ，JAGGED1 中和抗体は RANKL 誘導性の破骨細胞分
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化を有意に抑制した（図 4 B）。また，KP457 は破骨細胞分化を有意に抑制したが，

一方で GI254023X は変化しなかった（図 4 C）。従って，RANKL 作用後に NOTCH

リガンドである JAGGED1 と受容体である NOTCH2 が極早期に産生され，ADAM17

を介した NOTCH2 受容体の切断が生じ，NOTCH2 の細胞内ドメインが核内に移行す

ることで破骨細胞分化が促進されると考えられる。Notch シグナル伝達経路の細胞膜

外では，NOTCH 受容体の細胞外ドメインにある Negative Regulatory Region（NRR）

と呼ばれる細胞外抑制性領域が，リガンド非結合性，もしくはリガンド結合性のエン

ドサイトーシスによって構造が変化し，同部位が露わになることで ADAM10 あるい

は ADAM17 による切断が生じる 20)。Notch シグナル伝達経路のうち，DLL1 リガンド

と NOTCH1 受容体に着目し，両者の結合によって生じる ADAM10，ADAM17 の細胞

膜外の選択的切断を検討した研究では，非リガンドによる Notch シグナル伝達経路の

誘導には ADAM17 が，リガンドによる Notch シグナル伝達経路の誘導には ADAM10

が細胞膜外の切断に関与している可能性が報告されている 10)。しかし，破骨細胞形成

においては，RANK-RANKL 結合後，Jagged1-Notch2 シグナル伝達経路には ADAM17

が切断に関与している可能性がある。本研究では JAGGED1，NOTCH2 に着目してお

り，既報のリガンドと受容体とは異なるため，NRR領域に作用する ADAM も異なる

可能性が考えられる。 
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また，in vitro 研究で得られた結果を基に，絹糸結紮歯周炎マウスモデルを用いた in 

vivo 研究で，歯周炎組織下での ADAM17 が破骨細胞形成に及ぼす影響を遺伝子学的・

組織学的に検討した。KP-457 を投与した群は DMSO（溶媒）を投与した KP-457非投

与群と比較して Nfatc1 の発現量は有意に減少し（図 5A），破骨細胞数は有意に減少

した（図 6C）。よって，生体内でも in vitro 研究と同様に ADAM17 を介した Jagged1-

Notch2シグナル伝達経路が破骨細胞形成に関与している可能性がある。ADAM17ノッ

クアウト関節リウマチモデルマウスを使用した研究では，ADAM17 の抑制が TNF-α

を減少させ，さらに破骨細胞の形成を抑制した 21)と報告されている。絹糸結紮歯周炎

モデルマウスを用いた本研究においても，ADAM17 が歯周炎症を抑制している可能

性が考えられるが，本研究では炎症性因子について検討していない。そのため，今後

検討が必要である。また，本研究結果から，ADAM17 阻害剤が歯槽骨の吸収を抑制す

る治療薬として将来的に応用することが望まれるが，Notch シグナル伝達経路は生命

活動に必須のシグナルであり，その副作用が懸念される。本研究では KP-457 投与群

での体重変化や臓器への傷害は検討していないため，今後検討が必要である。また，

ADAM10 阻害剤およびADAM17 阻害剤が歯肉線維芽細胞で発現する CXCL16 を減少

させることで歯周組織下での炎症を制御する可能性がある 22)と報告されており，本研

究結果から ADAM17 阻害剤がマクロファージ以外の細胞に作用した可能性があると
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考えられる。本研究では，ADAM17 阻害剤がマクロファージ以外の細胞に与える影響

については検討していないため，今後検討が必要である。 

以上から，マクロファージの極早期の段階，すなわち破骨細胞前駆細胞様細胞で

JAGGED1 と NOTCH2 による Notch シグナル伝達が生じることで，破骨細胞の形成に

影響を与える可能性がある（図 7）。この結果は，RANK-RANKL 結合後に破骨細胞

様細胞形成中に JAGGED1 と NOTCH2 の発現が誘導されるという報告 6)と一致して

いるが，破骨細胞様細胞分化の極早期に RNA 発現とタンパク質産生が生じるという

点は新規事項である。さらに，JAGGED1 のタンパク質産生量が RANKL添加 24時間

以降で減少していることから，破骨細胞の分化過程の極早期に Notch シグナル伝達は

発生し，24 時間以降でその役目を終える可能性が考えられる。本研究結果から

NOTCH1 は RANKL 未添加群および添加群で産生されているものの産生量に変化は

なかったため，NOTCH1 は NOTCH2 と比較して破骨細胞の形成における関与は低い

と考える。しかし，Notch1 シグナルが破骨細胞の形成を抑制する 5)と報告されている

ので，Notch1 シグナルと破骨細胞の形成については今後さらなる検討が必要である。 

本研究の限界として，破骨細胞の形成において RANK-RANKL 結合後，JAGGED1

と NOTCH2 が発現し Notch シグナル伝達が生じることが明らかとなったが，Notch シ



 22 

グナル活性化後から細胞融合までの破骨細胞形成における制御機構については不明

である。従って，今後は DNA マイクロアレイを用いて網羅的に遺伝子を解析するこ

とで破骨細胞形成時における ADAM17 や JAGGED1 と関連する遺伝子を検討し，制

御機構を解明する予定である。また，ADAM17 は Notch シグナル伝達経路以外の経路

に関与し，破骨細胞の形成を促進すると報告 23)されている。一方で，ADAM17 が受

容体である RANK を切断することで RANK-RANKL 結合量が減少するため破骨細胞

の形成を抑制するという報告 24)もあり，ADAM17 が作用するシグナル分子によって

破骨細胞の形成に及ぼす影響が異なる。本研究では Notch シグナル伝達経路以外の

ADAM17 が関与する可能性のある経路は考慮しておらず，ADAM17 が Notch シグナ

ル伝達経路以外の経路に作用し，破骨細胞の形成に影響を及ぼした可能性は否定でき

ない。従って，ADAM17 が他の経路に関与していないか，さらなる検討が必要である。

今後 ADAM17 阻害剤の骨吸収疾患に対する臨床応用を検討する上で，破骨細胞形成

時の Notch シグナル伝達経路の分子生物学的メカニズムだけではなく，なぜ ADAM17

が作用するシグナル経路によって破骨細胞形成の促進と抑制と相反する結果をもた

らすのか解明していく必要がある。これらの問題が解決されたとき，ADAM17 阻害剤

の骨吸収疾患に対する新たな治療薬としての応用につながると考える。 
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結論 

ADAM-Notch シグナル伝達経路が RANKL 誘導性の破骨細胞分化を促進する際に

は，分化過程の極早期に Notch シグナル受容体 NOTCH2 とリガンド JAGGED1 が発

現して，その後に ADAM17 が作用すると破骨細胞分化が促進するという一経路を解

明した。 
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図の説明 

図１. 絹糸結紮歯周炎マウスモデルを用いた動物実験のタイムスケジュールと方

法 

12 週齢の C57BL/6 野生型雄性マウスの上顎左側第二大臼歯歯頸部に 5-0 絹糸を結

紮し，歯周組織に炎症を誘導した。また，結紮時に KP-457 を口蓋歯肉に投与した。

投与 4 日後に結紮側の口蓋歯肉組織と上顎骨を回収し，口蓋歯肉組織中の Nfatc1 と

Trap の発現を real time-PCR法で，上顎骨を含む歯周組織中の破骨細胞数を TRAP染

色で調べた。 

 

図２. 破骨細胞様細胞の分化における破骨細胞の分化遺伝子と Notchシグナル経

路関連遺伝子と Adam10，Adam17の発現量の解析 

マウス骨髄由来の細胞を 2.0 × 105 cells/cm2の細胞密度で播種し，播種から 7 日後に

RANKL（50 ng/mL）を添加した。添加から 2，4，8，12，そして 24時間後に回収し

た mRNA を用いて，破骨細胞分化因子である（A）Nfatc1，（B）Dcstamp，Notch シ

グナル経路関連遺伝子である（C）Notch1，（D）Notch2，（E）Notch4，（F）Jagged1，

Adam10，Adam17 の遺伝子発現量を qRT-PCR 法で検討した。グラフはそれぞれ別の

マウスから得た骨髄由来の細胞を用いた独立した 3 回の実験の平均値を示す。■：
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RANKL未添加群，□：RANKL添加群，エラーバー：標準偏差。それぞれの時間にお

ける RANKL添加群と RANKL未添加群の遺伝子発現量を Student’s t-test を用いて検

定した。*：p＜0.05 

 

図３. 破骨細胞における Notchシグナル経路の関連遺伝子に対応するタンパク質

産生量の解析 

マウス骨髄由来の細胞を 2.0 × 105 cells/cm2の細胞密度で播種し，播種から 7 日後に

RANKL（50 ng/mL）を添加した。RANKL添加後 4，8，12，24，そして 48時間後に

回収したタンパク質中の NOTCH1，NOTCH2，NOTCH4，JAGGED1 タンパク質産生

量をウエスタンブロット法で検討した。 

（A）NOTCH1，NOTCH2，NOTCH4，JAGGED1 のウエスタンブロッティング像 

（B）相対黒化度で示した NOTCH2 および JAGGED1 のタンパク質産生量 

検出されたバンドの強度は，Image J を用いて黒化度を数値化し，マクロファージ 

を 1.0 とした比率で相対黒化度を算出した。グラフはそれぞれ別のマウスから得た骨

髄由来マクロファージ様細胞を用いた独立した 3 回の実験の平均値を示す。■：

RANKL未添加群，□：RANKL添加群，エラーバー：標準偏差。それぞれの時間にお
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ける RANKL添加群と RANKL未添加群のタンパク質産生量を Student’s t-test を用い

て検定した。*：p＜0.05 

 

図４. JAGGED1中和抗体，GI254023X，KP-457の細胞への影響 

（A）細胞の代謝活性の検討。マウス骨髄由来のマクロファージ様細胞を 2.0 × 105 

cells/cm2の細胞密度で播種し，播種から 7 日後に RANKL（50 ng/mL）と同時に JAGGED

１中和抗体（1–320 mg/mL），GI254023X（1–1,000 µM），あるいは KP-457（1–1,000 

μM）を添加して 5 日後に cell counting kit法を用いて細胞生存能を検討した。 

（B，C）破骨細胞様細胞のへ分化に及ぼす影響の検討。マウス骨髄由来のマクロ

ファージ様細胞を 2.0 × 105 cells/cm2の細胞密度で播種し，播種から 5 日後に RANKL

（50 ng/mL）を添加すると同時に，JAGGED1 中和抗体，そのアイソタイプ抗体，そ

して GI254023X や KP-457 を添加した。そして，分化誘導開始 5 日後に TRAP染色を

行った。そして，3 つ以上の核を有する破骨細胞様細胞を成熟破骨細胞様細胞とみな

し，1 well（3.8 cm2）あたりの成熟破骨細胞様細胞数を計測した。それぞれ別のマウ

スから得た骨髄由来マクロファージ様細胞を用いた独立した 3 回の実験の代表例の

写真とそれらの平均値と標準偏差のグラフを示す。スケールバー：100 μm，拡大率：
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11.1 倍。それぞれの成熟破骨細胞様細胞数の違いを One way ANOVA/Tukey-Kramer 

test を用いて検定した。*：p＜0.05 

 

図５. 歯周炎組織中での破骨細胞分化遺伝子の発現量に与える KP457の影響 

歯肉組織中の破骨細胞分化関連遺伝子（A）Nfatc1，（B）Trap の発現量を qRT-PCR

法で検討した。各遺伝子の発現量を内在性コントロールである Actb の発現量で補正

し，そして各群内で非結紮側を基準として結紮側の発現量を示す。各群 5匹ずつから

得られた歯肉結合組織を用いて各々独立した実験の平均値と標準偏差を示す。□：非

結紮群，■：結紮群，エラーバー：標準偏差。One way ANOVA/Tukey-Kramer test を

用いて検定した。*：p＜0.05 

 

図 6. 歯周炎組織中での破骨細胞分化に与える KP457の影響 

各群における（A）HE染色像，（B）TRAP染色像を示す。染色像の黒線枠内で囲

んだ部位の拡大像を下段に示す。DMSO：溶媒である DMSO を投与した歯周炎マウス

群（陰性対照群），KP-457：DMSO に溶解した KP-457 を投与した歯周炎マウス群（実

験群）。いずれも，独立したマウス（各群 3匹で 3 切片ずつ）の代表的組織像である。

スケールバー：100 µm，黒色矢印: 破骨細胞，黄色矢印: 絹糸 
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（C）破骨細胞数の比較。TRAP 染色陽性かつ 3 核以上の細胞を破骨細胞と定義し，

口蓋根周囲の歯槽骨吸収窩に存在する破骨細胞数を計測した。□：非結紮群（健康側

対照），■：結紮群，エラーバー：標準偏差。独立したマウス（各群 3匹で 3 切片ず

つ）を用いて，それぞれの破骨細胞数の違いを One way ANOVA/Tukey-Kramer test で

検定した。*：p＜0.05 

 

図 7. 破骨細胞の分化における ADAM-Notchシグナルの仮説メカニズム概略図 

これまでに RANK-RANKL 経路での NFATc1 の活性化を介して破骨細胞が分化す

る経路が解明されてきた 4)（①）。一方で，JAGGED1 や NOTCH2 を介した骨代謝へ

の影響も報告されてきたが破骨細胞の分化に対する効果は意見が分かれていた 5, 6）。

本研究では，マクロファージ表面上で RANK-RANKL の結合後で（①），Nfatc1 の発

現が上昇するよりも前に，NOTCH2 と JAGGED1 発現することが分かった（②）。そ

の際に，NOTCH2 を切断する ADAM17 を阻害（KP-457）すると Nfatc1 の発現と破骨

細胞の分化が抑制されたことから，ADAM17 が作用して Nfatc1 の発現と破骨細胞の

分化が開始されること（④）が分かった。 
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表 1. qRT-PCR法で用いた PCRプライマー 

 

Gene Direction Primer sequence Product Size (bp) 

Notch1 
forward 5’-ACTGCGAGAACAACACACC-3’ 

83 
reverse 5’-GGTGAAGGAGTTGATACCATCC-3’ 

Notch2 
forward 5’-AGACTGGCGACTTCACTTTCG-3’ 

124 
reverse 5’-ACACCATCCACACAAACTCCTC-3’ 

Notch3 
forward 5’-ATCTGCCACAGGGGATACAC-3’ 

123 
reverse 5’-GAGGCAAGAACAGGAAAAGGAG-3’ 

Notch4 
forward 5’-ACCTCTAATCCCTGCCTGAAC-3’ 

108 
reverse 5’-GTCCATGTCTTTCTCACATCGG-3’ 

Dll1  
forward 5’-AGAAGAGAAGATCGCCCCAAC-3’ 

115 
reverse 5’-AGACAGAACATACACCGACTGG-3’ 

Dll3 
forward 5’-CGGATGCACTCAACAACCTG-3’ 

125 
reverse 5’-AATGGAAGGGGCTGGTATGAC-3’ 

Dll4 
forward 5’-GATGGGGAGGTCTGTTTTGTG-3’ 

112 
reverse 5’-CAGGTGCAGGTATAACCCTTTG-3’ 

Jagged1 
forward 5’-GCTACTACTGTGATTGCCTTCC-3’ 

132 
reverse 5’-GTGGACAGATACAGCGATAACC-3’ 

Jagged2 
forward 5’-CGTCGTCATTCCCTTTCAGTTC-3’ 

88 
reverse 5’-ATCTGGAGTGGTGTCATTGTCC-3’ 

Adam10 
forward 5’-ATGACTGGAGTAGAGGAAGGAG-3’ 

102 
reverse 5’-TCTTTCAGCCAGAGTTGTGC-3’ 

Adam17 
forward 5’-AAACAGTCATGGAGGGGTTTG-3’ 

130 
reverse 5’-CAGGTCAGCTTCCTTTGTGAG-3’ 

Nfatc1 
forward 5’-AATAACATGCGAGCCATCATC-3’ 

109 
reverse 5’-TCACCCTGGTGTTCTTCCTC-3’ 

Dcstamp 
forward 5’-TGTGGACTATCTGCTGTATCGG-3’ 

125 
reverse 5’-AATCATGGACGACTCCTTGGG-3’ 

Trap 
forward 5’-ATGCCAGCGACAAGAGGTTC-3’ 

94 
reverse 5’-TGGTTTCCAGCCAGCACATAC-3’ 

Actb 
forward 5’-CTTTTCCAGCCTTCCTTCTTG-3’ 

106 
reverse 5’-GGCATAGAGGTCTTTACGGATG-3’ 


