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学位論文内容の要旨

【諸言】

  近年注目されている白金ナノコロイドfま、持続的かつ触媒的に作用し活性酸素(ROS)を除去すると報告され

ている。RANKL刺激により破骨細胞前駆細胞内ROS濃度は上昇し、ROSは破骨細胞分化を制御すると報告

されているが、白金ナノコロイドを破骨細胞分化誘導系に直接作用させた報告はなぃ。そこで、破骨細胞分化誘

導系において白金ナノコロイドを添加した場合の影響について検討した。白金ナノコロイドはナノレベルの白金微

粒子によって形成されたコロイドであり、すべての種類のROSを除去する強カな抗酸化物質である。さらに、触

媒として働くた めその効果が失われることなく、持続的にROSを除去すると報告されている。

【材料と方法】

  本実験では平均粒径2 nm、周囲を還元剤であるクエン酸で保護されているnano-Ptを使用した。nano-Pt

のROS除去効果を確認するために、HRP存在下でH202からROSを産生させ、螢光試薬であるAPFとROS

との反応による螢光強度を測定した。さらに、破骨細胞分化誘導系に及ぼすnano-Ptの影響を調べた。破骨細

胞前駆細胞であるRAW264.7 (RAW)細胞を10％FBS含有aMEMで培養し、50 ng/mlのRANKLを投与し

て破骨細胞に分化させた。さらに実験群には1pM、10 pMのnano-Ptを添加した。一定期間培養後、TRAP

染色しTRAP陽性破骨細胞数（2核以上）、巨大破骨細胞数（8核以上）をカウン卜した。さらにcell counting

kit-8を 用 い た 細 胞 毒 性 試 験 、 そ し て り ア ル タ イ ム PCRに て 遺 伝 子 の 発 現 を 検 索 し た 。

【結果】

  H202の濃度依存的に螢光強度は増加し、ROSの産生を認めた。しかし、nano-Ptを添加すると螢光強度は

減少し、100 pM nano-Pt添加では、産生したROSが完全に除去されていることが確認された。

  6日問培養後、2核以上のTRAP陽性破骨細胞数をカウントした。nano-Ptに多量に含まれるクエン酸自体は

破骨細胞分化に影響を及ぽさず、コン卜ロールと比較して破骨細胞数に違いは認めなかった。しかし、 nano - Pt

を添加すると、その濃度依存的に破骨細胞数は減少し、10 vM添加ではコントロールの半数にまで抑制された。

なお、ATP量の測定からクエン酸およびnano-PtはRAW細胞の増殖には影響を及ばさなぃ事を確認している。

参考として、4週齢のマウス大腿骨骨髄由来のbone  marrow  macrophage (BMM8)でも同様の実験を行なっ

たが、RAW細胞と同様にnano-Ptの濃度依存的に破骨細胞分化抑制効果を認めた。RAW細胞にRANKL

刺激を与えると、4日目から破骨細胞が認められ、6日目をピークとして減少しはじめ、9日目まで観察された。こ

の傾向はnano-Ptを添加しても変わらず、破骨細胞分化の遅延は認めなかった。また、nano-Ptは破骨細胞の

形態にも影響を及ばさなかった。しかし、すべての培養日数においてnano -Ptは濃度依存的に破骨細胞数、巨

大破骨細胞数を減少させた。さらに、抗酸化物質であるNACおよびGSHでもその濃度依存的に破骨細胞数が
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減少した。

  細胞毒性試験において、塩化白金はその強い毒性により細胞死を引き起こしたのに対し、 nano- Ptはコン卜ロ

ールと比較して生細胞数に影響を及ばさず、細胞毒性は認めなかった。

  リアルタイムPCRにて破骨細胞分化関連遺伝子の発現を解析したところ、10 UM nano-Ptの添加により、破

骨細胞のマスター転写因子であるNFATclおよぴその補助をするNFATc2の発現は減弱した。さらに、破骨細

胞の融合を司るDC-STAMP、M-CSFのレセプターであるc-fm8の発現も抑制された。また、nano -Ptは、破骨

細胞のマーカー遺伝子とされるMMP-9、Cath-K、CLC7、ATP6i、CTR、TRAPの発現を有意に減弱させた。

細胞内で主にROSを産生すると報告されているNADPH oxidase (NOX)およびそれらの働きを補助するパー卜

ナータンパク質の発現を解析した。NOXファミリーはト5まで同定されているカェ、破骨細胞においてはNOX3.

NOX5、NOXA1の発現は認めなか った。Nano-Ptの添加により NOX1、NOX4、NOX01の発現が有意に抑

制 され、10LiM nano-Pt添加に よりNOX1およびNOX4の発現は半減した。一方、NOX2の発現は10 vM

nano-Ptの 添 加 に よ り 顕 著 に 増 強 し た 。 他 の NOX関 連 遺 伝 子 に 有 意 な 差は 認め なか った 。

【考察】

  本研究では、抗酸化能を有する白金ナノコロイドを直接作用させた場合の破骨細胞分化誘導系に与える影響

について検討した。RAW細胞にnano-Ptを添加するとその濃度依存的に破骨細胞数、巨大破骨細胞数は減少

した。しかし、nano-Ptを作用させても破骨細胞の形態や分化の傾向は変化せず、分化の遅延は認めなかった。

この結果から、nano-PtはRAW細胞において破骨細胞の分化および融合を抑制することが示唆された。他の抗

酸化物質でも誘導された破骨細胞数が減少したことから、ROS除去による破骨細胞分化抑制効果が認められた。

よって、nano-PtはRAW細胞においてROSを除去することにより、破骨細胞分化を抑制することが示唆された。

  また、破骨細胞関連遺伝子の発現を検索すると、nano-Ptの添加により、マスター転写因子であるNFA'I、c1や

破骨細胞の融合を司るDC．ST́ WP、マーカー遺伝子の発現は減弱した。しかし、破骨細胞数の顕著な減少に

対して、破骨細胞関連遺伝子の発現抑制はわずかであり、他の因子が破骨細胞分化抑制効果に関与している

可能性が生じた。そこで、NOX遺伝子の発現を解析したところ、nano．Ptの添加によるNOX1、NOX4の発現抑

制、NOX2の発現増強を認めた。破骨細胞前駆細胞にRANKL刺激を与えると、細胞内ROS濃度の上昇によ

り、前駆細胞内で強く発現しているNOX2が減弱し、NOXl、NOX4の発現が増強される。RANKL刺激による、

このNOX発現のスイッチが破骨細胞分化に関与すると報告されている。本実験では、nan0．PtのROS除去効

果により、NOX2の発現が減少せずにNOX1、NOX4の発現カi抑制されたため、破骨細胞分化が抑制されたと

考えられる。

【結語】

  RAW細胞による破骨細胞分化 誘導系にnano゚ Ptを作用させると、nano．PtのROS除去効果によ

り破骨細胞の分化、融合が抑制されることが示唆された。この機序として、nano．Ptの添加により

破 骨 細胞 分化 のマ スター転写因子である NFバrclを介した経路が抑制 され、さらにNOX1丶NOX4

の 発 現 抑 制 と NOX2の 発 現 増 強 が 破 骨 細 胞 分 化 抑 制 に 関 与 し て い る 可 能性 が示 唆さ れた 。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文題 名

Platinum nanoparticles suppress osteoclastogenesis through

       scavenging of ROS productions in RAW264.7 cells

伯金ナノコロイドはRAW細胞において細胞内ROS除去を介して
    破骨細胞分化を抑制する）

審査は審査担当者が一同に会し約1時間半かけて行った。中請者に本論文の概要の説明を求め、口頭試

問形式で提出論文の内容及び関連分野について試問した。

【緒言】

  活性酸素種が引き起こす酸化ストレスは老化や病気の原因とされているが、少量のかつ毒性のないレ

ベルのROSはシグナル伝達系においてセカンドメッセンジャーとしての役割を果たすと言われている。

破骨 細胞に おいても 、RANKL刺激によ る破骨細胞前駆細胞内のROSの上昇や、ROSが骨吸収能を増

強させるなどの報告がされている。本研究では、持続的かつ触媒的にROSを除去する白金ナノコロイド

(nano-Pt)が破骨細胞分化誘導系に与える影響について検討した。

【材料と方法】

  nano-Ptはナノレベルの白金微粒子によって形成されたコ口イドで、平均粒径2nm、周囲をクエン酸

で 保 護さ れ て いる 。 HRP存 在 下でH202から ROSを 産生させ 、nano-PtのROS除 去能を 確認した 。

RANKL含 有培 養 液 でRAW264.7(RAW)細 胞 を 培養 し 、 実験 群に はそれ ぞれ1pM、10 yMのnano-Pt

を添加した。一定期間培養後、TRAP陽性破骨細胞数（2核以上）、巨大破骨細胞数（8核以上）をカウ

ン ト し た 。 さ ら に 細 胞 毒 性試 験 、 そし て り アル タ イ ムPCRにて 遺 伝 子 の発 現 を 検索 し た 。

【結果と考察】

  nano-Ptを添加すると螢光強度は減少し、ROSが除去されていることが確認された。また、nano-Ptは細胞毒

性を示さなかった。RAW細胞にRANKL刺激を与えると、4日目から破骨細胞が認められ、6日目をピークとし、

9日目まで観察された。この傾向はnano-Ptを添加しても変わらず、破骨細胞分化の遅延は認めなかったが、

nano-Ptの濃度依存的に破骨細胞数、巨大破骨細胞数は減少した。BMMsでもRAW細胞と同様に破骨細胞

分化抑制効果を認めた。抗酸化物質であるNAC、GSHを添加してもその濃度依存的に破骨細胞数が減少した

ことから、ROS除去による破骨細胞分化抑制効果が認められた。よって、nano-PtはRAW細胞においてROS

除去効果により、破骨細胞の分化、融合を抑制することが示唆された。

  nano-Ptの添加により破骨細胞のマスター転写因子であるNFATclやNFATc2、破骨細胞の融合を司る

DC． STAMPの発現が抑制された。また、破骨細胞のマーカー遺伝子の発現も有意に減弱させた。ROS産生に
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関与する NOXの 発現はnano-Ptの添 加により NOX1、NOX4、NOX01が優位に抑制された。一方、NOX2

の発現はlOpM nano-Ptの添加により顕著に増強した。破骨細胞前駆細胞にRANKL刺激を与えると、細胞内

ROS濃度の上昇により、NOX2が減弱し、NOX1、NOX4の発現が増強され、このNOX発現のスイッチが破骨

細胞分化に関与すると報告されている。本実験では、nano-PtのROS除去効果により、NOX2の発現が減少せ

ず に NOX1、 NOX4の 発 現 が 抑 制 さ れ た た め 、 破 骨 細 胞 分 化 が 抑 制 さ れ た と 考 え ら れ た 。

  各審査員より，本研究の背景，方法，結果，考察および関連の研究について質問がなされた，主な質問

内容は，以下の通りであった。

  1）細胞毒性に対する、nano-Ptと塩化白金酸の違いについて

  2） nano-Pt添加期間と分化抑制効果について

  3） nano-Ptの破骨細胞抑制効果のメカニズムにっいて

  4） NOX1とNOX2の相補作用にっいて

  5） nano-Ptの破骨細胞抑制効果と臨床応用について

6）本研究の今後の方向性について

  これらの質問に対して、論文申請者から明快な回答と説明が得られ、さらに今後の研究の発展性につ

いても明確な計画を持っていると判定した。

  試問の結果、本論文は，nano-PtがROS除去効果により濃度依イチ的に破骨細胞分化抑制効果を示すこと

を明 らかにし 、さらに NOX1、NOX4の発 現抑制 とNOX2の発 現増強が 破骨細胞 分化抑制に関与して

いる可能性を示唆した。このことから本研究には新規性が認められ，今後の歯科医学の発展に大きく貢献

するものと評価された。さらに、学位申請者は、本研究を中心とした専門分野はもとより，関連分野について

も十分な学識を有していることを審査員。同が認めた。よって，学位申請者は北海道大学博士（歯学）の学

位を授与される資格あるものと認めた。
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