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略語表 

 

Ac.f  Activation frequency（骨単位活性化率） 

AIA  Adjuvant induced arthritis（アジュバンド関節炎） 

Aj.AR  Adjusted apposition rate（補正骨石灰化速度） 

AS  Arthritic score（関節腫脹スコア） 

AUC  Area under the concentration-time curve（血中濃度－時間曲線下面積） 

BAP  Bone specific alkaline phosphatase（骨型アルカリフォスファターゼ） 

BFR/BS  Bone formation rates/bone surface（骨形成速度/骨面基準） 

BFR/BV  Bone formation rates/bone volume（骨形成速度/骨量基準） 

BS/BV  Bone surface/bone volume（骨面） 

BV/TV  Bone volume/tissue volume（骨量） 

C24  Concentration 24 hours after dosing（投与 24 時間後の血中濃度） 

CD  Cluster of differentiation（分化抗原群） 

CIA  Collagen induced arthritis（コラーゲン誘発関節炎） 

Cmax  Maximal blood concentration（最高血中濃度） 

Conn-Dens Connectivity density 

Cr  Creatinine（クレアチニン） 

Ct.Ar  Cortical area（皮質骨面） 

CTLA4-Ig Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4-IgG1（細胞傷害性 T リンパ球抗原 4 と IgG1

の融合蛋白） 

CTX-I  C-terminal telopeptide of type I collagen（Ⅰ型コラーゲン C 末端テロペプチド） 

CTX-II  C-terminal telopeptide of type II collagen（Ⅱ型コラーゲンC末端テロペプチド） 

DIP  Distal interphalangeal（遠位指節間） 

DMARDs Disease modifying anti-rheumatic drugs（疾患修飾性抗リウマチ薬） 

DXA  Dual energy X-ray absorptiometry（二重 X 線吸収法） 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay（酵素結合免疫吸着検定法） 

ES/BS  Eroded surface/bone surface（浸食面） 

FDA  Food and drug administration（アメリカ食品医薬品局） 

FP  Formation period（形成期間） 

IL  Interleukin（インターロイキン） 

Integral BMC Integral bone mineral content（全骨塩量） 

Integral BMD Integral bone mineral density（全骨密度） 

IP  Interphalangeal（指節間） 

Ma.Ar  Marrow area（骨髄面） 



 

 

MAR  Mineral apposition rate（骨石灰化速度） 

MC  Methyl Cellulose（メチルセルロース） 

ML  Maxumum load（最大荷重） 

MMP  Matrix metalloproteinase（マトリックスメタロプロテアーゼ） 

MP  Metacarpophalangeal（中手指節間） 

MS/BS  Mineralizing surface/bone surface（骨石灰化面） 

MTX  Methotrexate（メトトレキサート） 

N.Oc/BS  Osteoclast number/bone surface（破骨細胞数） 

NTX  N-terminal telopeptide（Ⅰ型コラーゲン N 末端テロペプチド） 

OA  Osteoarthritis（変形性膝関節症） 

Oc.S/BS  Osteoclast surface/bone surface（破骨細胞面） 

OS/BS  Osteoid surface/bone surface（類骨面） 

O.Th  Osteoid thickness（類骨幅） 

OV/BV  Osteoid volume/bone volume（類骨量） 

OVX  Ovariectomy（卵巣摘出） 

PINP  Procollagen type I N-terminal Propeptide（Ⅰ型プロコラーゲン N 末端プロペプ

チド） 

PIP  Proximal interphalangeal（近位指節間） 

pQCT  peripheral quantitative computed tomography（末梢型定量コンピュータ断層法） 

RA  Rheumatoid arthritis（関節リウマチ） 

RANKL  Receptor activator of NF-κB ligand（破骨細胞分化因子） 

Rs.P  Resorption period（吸収期間） 

Rv.P  Reversal period（逆転期間） 

SERM  Selective estrogen receptor modulator（選択的エストロゲン受容体調節薬） 

SMI  Structure model index 

T.Ar  Total area（全骨面） 

Tb.N  Trabecular number（骨梁数） 

Tb.Sp  Trabecular separation（骨梁間隙） 

Tb.Th  Trabecular thickness（骨梁幅） 

TLR-9  Toll-like receptor 9（Toll 様受容体） 

TNF-α  Tumor necrosis factor-α（腫瘍壊死因子） 

TRAP5b  Tartrate-resistant acid phosphatase 5b（酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ 5b） 

vBMD  volumetric bone mineral density（体積骨密度） 
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序論 

 

骨粗鬆症は、「低骨量と骨組織の微細構造の異常を特徴とし、骨の脆弱性が増大し、骨折

の危険性が増大する疾患」と世界保健機関（WHO）は定義している[1]。骨折部位としては、

椎体、前腕部、大腿骨近位部などが多く、骨粗鬆症は、生活の質（QOL）が低下するだけで

なく、死亡リスクを増加させることが分かっている[2-3]。国内の患者数は 1300 万人と推測さ

れており、高齢化に伴い患者数は増加傾向にある。高齢者の骨折は、要支援、要介護となる

主原因であり、超高齢化社会となった現代では、社会的問題となっている。 

破骨細胞によって古い骨が吸収され（骨吸収）、骨芽細胞によって新しい骨が作られる（骨

形成）。骨量は骨吸収と骨形成のバランスによって決定され、例えば閉経後骨粗鬆症では、

エストロゲンの枯渇に伴い、骨吸収が骨形成よりも優位となり、骨量が減少する。骨粗鬆症

の治療の第一目的は骨折を予防することである[4]。骨粗鬆症の治療薬として、ビスホスホネ

ート製剤や選択的エストロゲン受容体調節薬（SERM）、抗 RANKL 抗体である Denosumab

が使用されているが、ビスホスホネート製剤が第一選択薬となっている。ビスホスホネート

製剤は椎体骨折を 40-70％抑制するが、非椎体骨折への効果は弱い[5-8]。さらに、ビスホスホ

ネート製剤では、わずかな外傷で骨折に至る大腿骨非定型骨折などの副作用が報告されてい

る[5, 9-12]。この理由として、ビスホスホネート製剤は骨代謝回転を極度に抑制することで、

リモデリングやマイクロダメージの修復すらも抑制し、結果として骨強度を低下させる可能

性が示唆されている[5, 13]。副甲状腺ホルモン薬であるテリパラチドは、骨粗鬆症治療薬とし

て承認された薬剤の中で、唯一、骨形成を促進する作用を持つ。しかしながら、ラットへの

長期投与により骨肉腫が見られたことから、2 年以上は使用できないよう制限されている。 

テリパラチドは骨形成及び骨吸収のいずれも活性化し、ビスホスホネート製剤はいずれも

抑制する。テリパラチドとビスホスホネート製剤の一つであるアレンドロネートを併用する

ことで、テリパラチドの骨形成促進作用とアレンドロネートの骨吸収抑制作用の両方を活か

す試みが臨床試験で行われたが、予想に反し、テリパラチドの骨密度増加作用がアレンドロ

ネートによって打ち消された[14-15]。骨量を一定に保つために、骨吸収と骨形成が共益され

る機構をカップリングと呼ぶが[16]、骨吸収を抑制し、骨形成に影響しないような薬剤は新た

な骨粗鬆症治療薬になる可能性がある[17-18]。 

 

関節リウマチ（RA）は関節及び関節周囲の組織だけでなく、他の臓器にも慢性炎症を引き

起こす自己免疫疾患である。RA の関節の炎症は、関節の腫れ、痛み、こわばり、及び発赤を

引き起こす[19]。関節における慢性炎症は、軟骨、骨及び靭帯の破壊にもつながり、関節の変

形をも引き起こす。関節の損傷は、病気の初期に起こり進行性である。RA 患者の 50～70％
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において、Ｘ線写真の変化は、発症から 2 年以内に起こり、機能障害に関連すると考えられ

る。 

関節リウマチの治療は、関節痛や腫脹の軽減から、関節破壊の抑制、QOL 及び予後の改善

が重視されるようになってきた。そのため、発症早期から疾患修飾性抗リウマチ薬（DMARDs）

を用いて、寛解を目指し、寛解が達成出来たら維持するといった、目標達成に向けた治療

（Treat-to-Target：T2T）が国際基準となっている[20-22]。メトトレキサート（MTX）は、RA

の管理に使用される最も一般的な DMARDs であり[23-24]、RA の標準薬・第一選択薬となっ

ている。MTX は、単独でも、他の薬剤と併用でも処方される[25]。しかし、MTX は有効では

ないケースもあり、また、重大な有害事象（例えば、骨髄抑制、肝毒性など）を引き起こす

可能性も指摘されている[26]。抗腫瘍壊死因子（TNF）抗体、抗インターロイキン-6（IL-6）

受容体抗体，抗 CD20 抗体及び CTLA4-Ig といった生物学的 DMARDs は、症状及び関節破壊

に対して効果があるが、薬剤費が高いこと、副作用（例えば、感染症、アレルギーなど）、

静脈内または皮下注射の不便さが課題として挙がる。このような背景から、安全で、関節破

壊の進行を抑制できる新たな薬剤が求められている。 

 

カテプシンKはシステインプロテアーゼの一種で[27]、破骨細胞に高発現しており[28-30]、

骨の有機成分である I 型コラーゲンを分解する[31]。カテプシン K が骨吸収において重要な役

割を担うことが、遺伝子欠損マウスなどの研究で明らかにされている[32-33]。通常、骨吸収

と骨形成はカップリングしていることから、骨吸収が亢進すれば骨形成も亢進し、骨吸収が

抑制されれば骨形成も抑制される。カテプシン K 欠損マウスでは、骨吸収は抑制されている

にも関わらず、骨形成はむしろ増加していた。骨吸収がより選択的に抑制されるような状態

（アンカップリング）を作り出せる薬剤として、カテプシン K 阻害剤が考えられる[18, 34]。

骨吸収及び骨形成のいずれも抑制するビスホスホネートとカテプシン K 阻害剤は、骨への影

響が異なる可能性が考えられる。 

また、カテプシン K は、I 型コラーゲンだけでなく、II 型コラーゲン並びに骨や軟骨の細胞

外マトリックスであるオステオネクチンやアグリカンなど、他の成分も分解する[27, 35]。カ

テプシン K は、前述のように、骨吸収において中心的な役割を果たしている[30, 36-37]が、

RA や変形性関節症（OA）の滑膜線維芽細胞及びマクロファージにもカテプシン K の発現が

確認されている［28, 38-40］。カテプシン K を過剰発現させたトランスジェニックマウスで

は滑膜炎や軟骨破壊が見られること[41]、コラーゲン誘発関節炎（CIA）マウスにおいてカテ

プシン K 阻害剤が、炎症、軟骨破壊及び骨びらんを減少させたことが報告されている[42]。

これらのことから、カテプシン K 阻害剤は、RA による関節炎や関節破壊を抑制する薬剤と

なる可能性が考えられる。 
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ONO-5334 は低分子のカテプシン K 阻害剤であり、ヒトカテプシン K に対する阻害活性は

Ki 値で 0.1 nM である。カテプシン K と同じシステインプロテアーゼに属するカテプシン S、

カテプシンL、カテプシンB、カルパイン II、カルパイン I及びカテプシンCに対するONO-5334

の阻害活性は、Ki 値でそれぞれ、0.83、1.7、32、69、82 及び 2500 nM であった。カテプシン

D 及び E、MMP1 及び 9、キモトリプシン、トリプシン、エラスターゼ及びプロテアソームは

10 µM でもほとんど阻害しなかった[43]。我々はこれまでに、ヒト末梢血単核球から分化させ

た破骨細胞培養系において、ONO-5334 が破骨細胞の生存には影響せず、骨基質の分解のみ

を抑制することを報告している[43]。また、卵巣摘出（OVX）ラットに ONO-5334 を 8 週間

投与した試験において、ONO-5334 が OVX による脛骨の骨密度及び骨強度の減少を抑制する

ことを確認している[44]。 

 

骨は、骨吸収と骨形成が絶えず行われ、常にその一部が新しい骨に入れ替わっている。骨

吸収が行われた後に、その部位に骨形成が起こることをリモデリングという。成長を終えた

ヒトの骨格では、形状は大きく変化することなく、リモデリングにより骨の新陳代謝が行わ

れる。一方、骨の発育過程では、骨のサイズを増大させつつ、骨量も増やすような骨代謝が

行われ、これをモデリングと呼ぶ。マウス、ラットなどのげっ歯類は、骨代謝におけるモデ

リングの割合が高く、皮質骨の構造もヒトと大きく異なり、オステオンやハバース管の形成

が認められない。げっ歯類の骨代謝はヒトと異なる部分が多いことから、骨粗鬆症用薬の臨

床評価方法に関するガイドライン[45]では、治験薬の効果を動物で評価する際、少なくとも 2

種類の動物で検討することが妥当とされている。1 つはモデリング動物であるラットを選択

する。もう 1 つはリモデリング動物であるミニブタ、ヒツジ、イヌ及びサルなどから選択で

きるが、リモデリング動物については動物の選択基準を明確にする必要がある。ラットはカ

テプシン K のアミノ酸配列の相同性がヒトと比べて 88％[46]であり、ONO-5334 のラットカ

テプシン K 阻害活性もヒトに比べて 8.5 倍弱い[43]。我々はリモデリング動物の中でも、カテ

プシン K のアミノ酸配列がヒトと同一（100％）であり ONO-5334 の阻害活性に種差がないサ

ルを、評価動物として選択した。 

また、RA 患者での臨床効果を予測する上でも、サルはラットより、適している可能性があ

る[47-48]。げっ歯類の CIA モデルも、抗リウマチ薬の評価や RA の病因を解析する上で広く

使用されているが、ヒトとげっ歯類の間には免疫システムに大きな種差が存在する[49]。げっ

歯類の CIA モデルでは、関節炎が足首に起こることが多いが、サル CIA モデルでは RA 患者

と同様に指関節が腫れる。さらに、カテプシン K の骨及び軟骨代謝における役割も、げっ歯

類とヒトでは少し異なっている。CTX-I 及び CTX-II は、それぞれ I 型及び II 型コラーゲンが

カテプシン K によって分解された際に生じるペプチドであり、カテプシン K の酵素活性の指

標となる。ヒトでは、カテプシン K の遺伝的欠損やカテプシン K 阻害剤の投与によって CTX-I

が減少することが示されている[50-52]。対照的に、カテプシン K 欠損マウスでは、CTX-I 及
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び CTX-II が増加することが報告されている[53-54]。これまでの検討結果から、ONO-5334 は

卵巣摘出カニクイザル[55]及び閉経後骨粗鬆症患者[50-51]において、CTX-I を減少させること

を確認しており、げっ歯類の病態モデルと患者とのギャップを埋める上で、サル CIA モデル

は有用と考えられる。 

 

 本研究では、小野薬品工業株式会社にて創製したカテプシン K 阻害剤である ONO-5334 を

用いて、第一章では、サル閉経後骨粗鬆症モデルにおける薬効薬理研究を、第二章ではサル

コラーゲン誘発関節炎モデルにおける薬効薬理研究を行った。 
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第 1 章 サル卵巣摘出骨粗鬆症モデルにおけるカテプシン K 阻害剤

ONO-5334 の効果 

 

1 緒言 

 

 我々は、卵巣摘出（OVX）カニクイザルを用いた予備試験[55]で、ONO-5334 が骨形成より

も骨吸収をより強く抑制すること、骨密度を増加させることを確認している。一方、予備試

験は 1 群の例数が 6-8 例と少なく、投与期間も 8 カ月と短い。サルの骨リモデリング期間（骨

吸収が開始してから骨形成が完了するまでの期間）はヒトに比べて約 1/3 であることから、

サルの 8 カ月はヒトの 2 年に相当する[56]。骨粗鬆症の臨床第 III 相試験では、3-4 年の評価

期間が必要であり、非臨床試験でその投与期間を担保する必要がある。骨粗鬆症用薬の臨床

評価方法に関するガイドライン[45]では、霊長類を用いた試験の場合、16 カ月以上の投与期

間を設けることが推奨されており、長期投与による骨質への影響を評価するためには、ヒト

の 3 年に相当する投与期間（サルの 12 カ月に相当）が必要と記載されている。従って、先に

実施した予備試験[55]は、骨質を評価するには投与期間が不足している。 

 

 骨質と骨量は骨強度を決定づける重要な要素である[4, 57]。例えば、フッ化ナトリウムは骨

量を増加させたにも関わらず、骨強度は減少することが報告されている[58-59]。本作用は、

フッ化ナトリウムにより骨質が劣化し、骨の脆弱性が増したことが原因とされている。

ONO-5334 は、閉経後骨粗鬆症患者で骨密度を増加させた[51]。一方、ヒトでは非侵襲的に骨

強度を調べる方法がないため、ONO-5334 がヒトで骨強度を増加させたか否かは不明である。

また、骨粗鬆症用薬の臨床評価方法に関するガイドライン[45]では、薬剤の骨強度に及ぼす影

響などは、ヒトにおいて非侵襲的な方法による確認が困難であること、骨粗鬆症治療薬の効

果をヒトで確認するためには、多数の患者と長期間の評価が必要になることから、治験に先

立つ非臨床試験において、骨強度や骨組織像などへの影響について、十分な検討を行ってお

くことが重要と記載されている。なお、複数のサル卵巣摘出骨粗鬆症モデルを解析した報告

[60]によると、腰椎の骨密度、大腿骨頚部の骨強度及び腰椎の骨強度において、80％の検出力

で統計学的有意差を得るためにはそれぞれ、1 群 18 例、20 例及び 21 例必要との情報があっ

たことから 1 群 20 例を設定した。 
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 これらの情報を踏まえ、本章では、1 群 20 例のカニクイザルを用いて、ONO-5334 を 16 カ

月間投与した際の、骨代謝マーカー、骨量、骨形態計測及び骨強度に及ぼす影響を調べた。 

2 実験材料と方法 

 
2-1 被験物質 

ONO-5334 （ N- ((1S)-3- {(2Z)-2- [(4R)-3,4-Dimethyl-1,3-thiazolidin-2-ylidene] hydrazino} 

-2,3-dioxo-1- (tetrahydro-2H-pyran-4-yl) propyl) cycloheptanecarboxamide）は、小野薬品工業株式

会社にて合成した。アレンドロネートは Dr. Reddy’s Laboratories (Andhra Pradesh, India)より購

入した。 

 

 

 

 

 

 

 

ONO-5334 

 

2-2 動物及び群分け 

骨格的に成熟した 9～12 歳の雌性カニクイザル（Macaca fascicularis）を 150 頭、Universal 

Fauna (Jakarta, Indonesia)より入手し、62 日間馴化した。動物実験は株式会社新日本科学で実

施した。本試験は、株式会社新日本科学安全性研究所（SNBL, Kagoshima, Japan）の動物実験

倫理委員会により承認され（承認番号 C015-091）、動物実験倫理指針に従って実施された。

動物は 12 時間毎の明暗サイクル（7：00-19：00 点灯）、温度 24.4-28.0℃、湿度 40-71％及び

換気（約 15 回/時）の条件下で飼育した。約 108 g の固型飼料（HF Primate 5K91 12G 5K9J、

Purina Mills, LLC, MO, USA）を 1 日 1 回与えた。水道水を自動給水装置を用いて自由に摂取

させた。 

Dual energy X-ray absorptiometry (DXA)法で測定した第 3-5 腰椎（L3-L5）の骨密度を用いて、

中央値との乖離が大きい個体は除外し、120 頭を選抜した。L3-L5 腰椎の骨密度及び体重が各

群で均等になるように、各群 20 例ずつ、偽手術群、対照群、ONO-5334 群 3 用量、アレンド

ロネート群の計 6 群に分けた。群分け除外とした 30 頭は、株式会社新日本科学のストック動

物とした。 
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2-3 卵巣摘出 

動物を塩酸ケタミン（50 mg/mL、0.2 mL/kg、Kamud Drugs Pvt. Ltd., Maharashtra, India）の

筋肉内投与により麻酔した。腹側の正中線にそって 10 cm ほど開腹し、両側の卵巣を摘出し

た。偽手術群は同様に開腹し、両側の卵巣を肉眼で確認した後、元の位置に戻して閉腹した。

卵巣摘出手術の成否を確認するため、卵巣摘出前、卵巣摘出後 0.5、2、4、8、12 及び 16 カ

月後に血清エストラジオール濃度を測定した。また、投与期間中は膣からの出血の有無を 1

日 2 回、全ての動物に対して確認した。剖検時、動物をペントバルビタールナトリウム（Tokyo 

Chemical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan）による麻酔下、放血により安楽死させ、卵巣組織の

残存を解剖学的に確認した。 

 

2-4 実験群の構成 

実験群の構成を以下に示す。 

Sham：偽手術、OVX：卵巣摘出、MC：メチルセルロース。 

* 動物番号 8 及び 79 は試験期間中に死亡した。 

 

ONO-5334 及びアレンドロネートは卵巣摘出手術の翌日から投与した。ONO-5334 は 1 日 1

回経口投与（計 483 回）、アレンドロネートは 2 週間に 1 回静脈内投与（計 35 回）した。偽

手術群、対照群及びアレンドロネート群には 0.5％MC を 10 mL/kg の容量で 1 日 1 回経口投与

した。偽手術群、対照群及び ONO-5334 群には、生理食塩水を 1 mL/kg の容量で、2 週間に 1

回前腕部橈側皮静脈より静脈内投与した。ONO-5334 の用量は臨床での血中暴露を基に設定

した。ONO-5334 をサルに 1.2 mg/kg 及び 6 mg/kg の用量で経口投与した 24 時間後の血中濃度

は、ヒトに ONO-5334 を 100 mg 及び 300 mg 経口投与した 24 時間後の血中濃度に相当するこ

とから[61]、1.2 mg/kg 及び 6 mg/kg の用量を設定した。FDA のガイドラインに従い[62]、骨へ

の安全性を確認する目的で、至適有効用量の 5 倍に相当する 30 mg/kg を設定した。サル OVX

モデルで使用実績のあるアレンドロネートを陽性対照に設定した。アレンドロネートの用量
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は卵巣摘出ヒヒでの有効性試験[63]、及び卵巣摘出カニクイザルでの Relacatib[64]及び

Denosumab [65]の有効性試験で陽性対照として用いられた用量に基づき設定した。 

 

2-5 薬物動態 

ONO-5334 の薬物動態パラメーターを算出するため、初回及び最終投与日の投与 0.5、1、2、

6 及び 24 時間後に大腿静脈より採血を行った。なお、最終投与日は投与前にも採血した。

ONO-5334 投与群の個々の動物に関して、投与 24 時間後の血中濃度（C24）、最高血中濃度（Cmax）、

投与後 24 時間の血中濃度－時間曲線下面積（AUC0-24h）及び半減期を求め、群ごとに平均値

を算出した。 

 

2-6 骨代謝マーカーの測定 

NTX 及び CTX-I は I 型コラーゲンがカテプシン K によって切断された際に、それぞれ N

末端側及び C 末端側で生じるペプチド断片であり、骨吸収を反映するマーカーとして臨床で

用いられている。アルカリフォスファターゼには 4 つの型があり、骨組織に多く存在するア

ルカリフォスファターゼは BAP と呼ばれる。BAP は骨芽細胞の細胞膜表面に存在する酵素で

あり、骨芽細胞の機能亢進に伴って血中に放出され、未分化な骨芽細胞活性を反映すると言

われている。PINP は骨芽細胞で合成された I 型プロコラーゲンから I 型コラーゲンが生成さ

れる際に生じる N 末端のペプチド断片であり、早期の骨形成を反映すると言われている。

TRAP5b は破骨細胞に存在する酵素で、破骨細胞数や破骨細胞の活性を鋭敏に反映する。以

上のことから、骨吸収マーカーとして尿中 NTX 及び血清中 CTX-I を、骨形成マーカーとして

血清中 BAP 及び PINP を、破骨細胞数の指標として血清中 TRAP5b 活性を測定した。 

 

2-6-1 検体の採取 

卵巣摘出前、卵巣摘出の 0.5、2、4、8、12 及び 16 カ月後に尿及び血清を採取した。尿は

24 時間蓄尿を採取した。血清用の採血は給餌前に実施した。なお、検査日を除き、給餌、除

餌及び ONO-5334 の投与は、それぞれ 8：30～10：30、10：30～12：30 及び 14：30～17：30

に実施した。血清及び尿は、遠心分離後の上清を検体とし、-70℃の冷凍庫に保存した。 

ONO-5334 の血中濃度測定用に、初回及び最終投与日の、投与 0.5、1、2、6 及び 24 時間後

に血漿用の採血を全群で実施した。また、最終投与日は投与前に血漿用の採血も実施した。

検体は-70℃の冷凍庫に保存した。 

 

2-6-2 尿中Ⅰ型コラーゲン N 末端テロペプチド（NTX）濃度の測定 

尿中 NTX 値はオステオマーク（ZEUS Scientific, Inc, NJ, USA）を用い ELISA 法にて測定し

た。測定手順は添付文書に従った（duplicate 測定、定量範囲 20～3000 nmol BCE/L）。なお、

duplicate の平均値を測定値と規定した。吸光度の測定にはマイクロプレートリーダー
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（SPECTRA MAX250、Molecular Devices）を使用した。検体原液における測定値が定量範囲

下限値未満の場合は、その検体については測定値を 20 nmol BCE/L とした。測定値が定量範

囲上限値を超えた場合は、検体を濃度既知の尿で希釈した後、再測定を行った。 

オステオマークの添付文書に従い、次式により尿中 NTX 濃度を算出した。 

尿中 NTX 濃度（nmol BCE/mmol Cr）＝NTX 値（nmol BCE/L）／｛Cr 濃度（mg/dL）／11.3｝ 

BCE：Bone Collagen Equivalents 

 

2-6-3 血清中 CTX-I 濃度の測定 

血清中 CTX-I 濃度は Serum CrossLaps ELISA（Immunodiagnostic Systems Ltd., Boldon, UK）

を用い ELISA 法にて測定した。測定手順は添付文書に従った（duplicate 測定、定量範囲 最

低濃度標準液～最高濃度標準液）。なお、duplicate の平均値を測定値と規定した。吸光度の

測定にはマイクロプレートリーダー（SPECTRA MAX250、Molecular Devices）を使用した。

検体原液における測定値が定量範囲下限値未満の場合は、その検体については測定値を最低

濃度標準液の濃度とした。測定値が定量範囲上限値を超えた場合は、検体を付属の Standard A

で希釈した後、再測定を行った。 

 

2-6-4 血清中骨型アルカリフォスファターゼ（BAP）濃度の測定 

血清中 BAP 濃度はオステオリンクス BAP（Quidel Corporation, CA, USA）を用い EIA 法に

て測定した。測定手順は添付文書に従った（duplicate 測定、定量範囲 2～140 U/L）。なお、

duplicate の平均値を測定値と規定した。吸光度の測定にはマイクロプレートリーダー

（SPECTRA MAX250、Molecular Devices）を使用した。検体は付属の測定用緩衝液で 2 倍希

釈し、測定に供した。 

 

2-6-5 血清中Ⅰ型プロコラーゲン N 末端プロペプチド（PINP）濃度の測定 

血清中 PINP 濃度は Intact N-terminal propeptide of type I procollagen Radioimmunoassay kit

（Orion Diagnostica UniQ PINP RIA, Espoo, Finland）を用いて測定した。測定手順は添付文書

に従った（duplicate 測定、定量範囲：5～250 µg/L）。なお、duplicate の平均値を測定値と規

定した。放射活性の測定にはガンマカウンター（コブラ 5010 型、パーキンエルマーライフサ

イエンスジャパン株式会社）を使用した。測定値が定量範囲上限値を超えた場合は、検体を

生理食塩液で希釈し、再測定した。 

 

2-6-6 血清中 tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP5b）活性の測定 

血清中 TRAP5b 活性は Bone TRAP5b Assay（Immunodiagnostic Systems Ltd., Boldon, UK）を

用いて測定した。測定手順は添付文書に従った（duplicate 測定、定量範囲：0.5～10.0 U/L）。

なお、duplicate の平均値を測定値と規定した。濃度の測定には、マイクロプレートリーダー
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（SPECTRA MAX250、Molecular Devices）及び付属する解析ソフト（Softmax Pro、Molecular 

Devices）を使用した。測定値が定量範囲上限値を超えた場合は、検体を付属の Sample Diluent

で希釈し、再測定した。 

 

2-7 生体骨密度の測定 

 

2-7-1 DXA 法 

動物を塩酸ケタミン（50 mg/mL、0.2 mL/kg、Kamud Drugs Pvt. Ltd., Maharashtra, India）の

筋肉内投与により麻酔した。卵巣摘出前、卵巣摘出の 2、4、8、12及び 16カ月後に、腰椎（L3-L5）、

左大腿骨頚部、左橈骨遠位部及び左脛骨近位部の骨密度を DXA（Discovery-A, HOLOGIC Inc., 

MA, USA）で測定した。 

 

2-7-2 Peripheral quantitative computed tomography（pQCT）法 

動物を塩酸ケタミン（50 mg/mL、0.2 mL/kg、Kamud Drugs Pvt. Ltd., Maharashtra, India）の

筋肉内投与により麻酔した。卵巣摘出前、卵巣摘出の 8 及び 16 カ月後に、左脛骨近位部の骨

密度を pQCT（XCT3000, Norland Medical Systems Inc., WI, USA）で測定した。脛骨近位端より

脛骨全長の 7％部位について、全骨、海綿骨及び皮質骨骨密度を、脛骨近位端より 25％の部

位について、皮質骨の形状を解析した。 

 

2-8 摘出骨密度の測定 

 

2-8-1 pQCT 法 

卵巣摘出 16 カ月後に、L4 及び左橈骨を摘出した。L4 は軟組織を取り除き、骨密度及び骨

塩量を pQCT 骨密度測定装置（XCT-RM, Norland Corp., WI, USA）により測定した。椎体の中

央部を 0.5 mm の厚さでスキャンし、付属のソフト（pQCT RM/Norland software version 5.40）

で解析した。 

左橈骨の遠位部及び骨幹部の骨密度及び骨塩量を、pQCT 骨密度測定装置（XCT Research 

SA+, Stratrec Medizintechnik GmbH, Pforzheim, Germany）により測定した。橈骨遠位端より全

長の 5％（遠位部）及び 50％（骨幹部）の部位を 0.8 mm の厚さでスキャンし、付属のソフト

（RM/Norland software version 5.50E）で解析した。 

 

2-9 µCT による骨微細構造の解析 

 

2-9-1 左橈骨遠位部骨切片の調製 



 

 11 

左橈骨を遠位骨端から全長の 10％の位置の前後 5 mm を、低速切断機ミニトム（Struers Inc., 

Westlake, OH, USA）を用いて切断し、厚さ 10 mm の左橈骨遠位部骨切片を作製した。 

 

2-9-2 左橈骨遠位部の皮質骨及び海綿骨の解析 

調製した骨切片について、µCT（コーンビームマイクロ CT スキャナーµCT40、SCANCO 

Medical, Brüttisellen, Switzerland）を用いて CT データを収集した。橈骨遠位骨幹部の骨片を測

定容器（直径: 20.5 mm）に入れ、X 線源にて近位側から遠位方向へ 20 µm のスライス厚にて

骨片全体が含まれる領域（454 スライス）を撮影し、2 次元スライス画像を得た。収集したデ

ータはワークステーション（AlfaStation DS10, COMPAQ, TX, USA)にて、付属の解析ソフトを

用いて三次元構築し解析した。皮質骨解析では平均皮質骨厚（Ct.Th）を、海綿骨解析では骨

微細構造の各パラメーターとして、骨量（BV/TV）、骨梁幅（Tb.Th）、骨梁間距離（Tb.Sp）、

骨梁数（Tb.N）、structure model index（SMI）※1 及び Connectivity density（Conn-Dens）※2

を算出した。 

※1：骨梁構造の状態を示す指標。骨梁の構造が理想的な板状のときを SMI=0、棒状のとき

を SMI=3、球状の時を SMI=4 として、その間の混合状態を 0～4 の間の値で指標化したもの 

※2：トポロジーの概念の一つである Euler 指数より算出し、図形の形や太さ、大きさを考慮

せずに図形のつながり方のみを評価した指数 

 

2-10 骨強度の測定 

 剖検時、摘出骨の肉片をトリミングした後、生理食塩液を浸したガーゼで骨検体を包み、

凍結保存した。 

 

2-10-1 第四腰椎（L4）の圧迫強度の測定 

L4 の棘突起及び横突起を除去した。低速切断機ミニトム（Struers Inc., Westlake, OH, USA）

を用いて、頭部及び尾部の切断面が平行で、高さ 7 mm になるように L4 を切断した。切断し

た L4 を、インストロン万能材料試験機（Instron 4465 retrofitted to 5500, Bucks, UK）の上下 2

プレートの間に挟み、6 mm/min の速度で、骨が破断するまで、圧迫負荷をかけた。得られた

荷重－変位曲線から、インストロン解析ソフト（Bluehill v2.5, Instron, Bucks, UK）を用いて、

最大荷重（N）、剛性（N/mm）及び吸収エネルギー（mJ）を算出した。なお、最大荷重は荷

重－変位曲線上の荷重の最大値とし、剛性は荷重－変位曲線上における最大荷重の 20％と

80％の点より算出した。 

 

2-10-2 左大腿骨骨幹部の 3 点折り曲げ骨強度の測定 

左大腿骨骨幹部は前部が下側になるように試料台に設置した。骨を支える下部二点の間隔

は 60 mm とし、負荷をかける上部デバイスは大腿骨中央に揃えた。インストロン万能材料試
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験機（Instron 4465 retrofitted to 5500, Bucks, UK）を用いて、12 mm/min の速度で、骨が破断す

るまで、折り曲げ負荷をかけた。得られた荷重－変位曲線から、インストロン解析ソフト

（Bluehill v2.5, Instron, Bucks, UK）を用いて、最大荷重（N）、剛性（N/mm）及び吸収エネ

ルギー（mJ）を算出した。なお、最大荷重は荷重－変位曲線上の荷重の最大値とし、剛性は

荷重－変位曲線上における最大荷重の 20％と 80％の点より算出した。 

 

2-10-3 左橈骨骨幹部の 3 点折り曲げ骨強度の測定 

左橈骨を試料台に後部が上になるように設置し、中央点を中心として、下方の 2 点（60 mm

間隔）で保持した。インストロン万能材料試験機（Instron 5544, Bucks, UK）で、中央の 1 点

に上方から 12 mm/min の速度で、破断するまで荷重を加えた。得られた荷重－変位曲線から、

インストロン解析ソフト（Merlin v5.11, Instron, Bucks, UK）を用いて、最大荷重（N）、剛性

（N/mm）及び吸収エネルギー（mJ）を算出した。なお、最大荷重は荷重－変位曲線上の荷重

の最大値とし、剛性は荷重－変位曲線上における最大荷重の 20％と 80％の点より算出した。 

 

2-10-4 左橈骨遠位部の圧迫強度の測定 

左橈骨遠位部については、2-9-2 項で調製した骨切片を、遠位側が上になるように試料台に

設置した。インストロン万能材料試験機（Instron 5544, Bucks, UK）で、遠位から近位方向に

1.2 mm/min の速度で、骨が破断するまで、圧迫負荷をかけた。得られた荷重－変位曲線から、

インストロン解析ソフト（Merlin v5.11, Instron, Bucks, UK）を用いて、最大荷重（N）、剛性

（N/mm）及び吸収エネルギー（mJ）を算出した。なお、最大荷重は荷重－変位曲線上の荷重

の最大値とし、剛性は荷重－変位曲線上における最大荷重の 20％と 80％の点より算出した。 

 

2-11 骨形態計測 

骨に蛍光標識を入れるため、剖検の 23 日及び 8 日前（標識の間隔は 15 日）に、カルセイ

ン（4 mg/mL/kg）を全動物に静脈内投与した。カルセインを生理食塩水に溶解させ、2 mol/L

の NaOH で pH を 7.4 に調整した後、4 mg/mL の濃度になるように生理食塩水でメスアップし

た。海綿骨の解析には第二腰椎（L2）を、皮質骨の解析には右大腿骨骨幹部を用い、骨形態

計測を実施した。L2 と右大腿骨骨幹部は、軟組織を除いた後、エタノールで固定した。L2

は椎弓及び横突起を低速切断機ミニトム（Struers Inc., Westlake, OH, USA）を用いて、除去し

た。椎体の高さの 1/5 に相当する骨を頭部側及び尾部側からそれぞれ切除した。椎体は脱灰

せず、methylmethacrylate 樹脂で包埋した。椎体中央部を、回転式ミクロトーム（Reichert-Jung 

2050, Magee Scientific Inc., Dexter, MI）を用いて、矢状面に薄切した。4-6 µm の標本はトルイ

ジンブルーで染色し光学顕微鏡で、8-10 µm の標本は染色せず、蛍光顕微鏡で観察した。未染

色標本で構造的及び動的指標の観察を、トルイジンブルー染色標本で組織学的指標の観察を

行った。右大腿骨は脱灰せず、methylmethacrylate 樹脂で包埋した。低速切断機（Exakt, 



 

 13 

Appatatebau, Otto Herman, Nordersted, Germany）を用いて約 50 µm の厚みの横断面切片を作成

し、蛍光顕微鏡で観察した。未染色標本で構造的及び動的指標の観察を行った。骨形態計測

の名称や単位は American Society for Bone and Mineral Research（ASBMR）Histomorphometry 

Nomenclature Committee の報告に従った[66]。骨形態計測は光学/蛍光顕微鏡（Nikon Eclipse 

E400）及び骨形態計測装置（OsteoMetrics, Inc., Atlanta, GS）を用いて実施した。骨石灰化面/

骨面基準（MS/BS）は二重標識面と一重標識面の 1/2 の和で算出した。皮質骨の多孔化につい

ては最小のポアの直径を 20 µm と規定した。 

 

2-12 骨量と骨強度の相関解析 

L4 の骨量及び骨強度について相関解析を行った。骨塩量及び骨密度は pQCT 法を用いて測

定した値（全骨塩量：Integral BMC、全骨密度：Integral BMD）を、骨強度は最大荷重の値

（Maxumum load）を用いた。全骨塩量と骨強度、全骨密度と骨強度について、群毎に Pearson

及び Spearman の相関係数を算出した。これらの散布図を作成するとともに、全骨塩量あるい

は全骨密度を独立変数、骨強度を従属変数とした場合の回帰直線を群毎に表示した。 

 

2-13 骨量及び骨強度のサブグループ解析 

全骨塩量が同等でも、ONO-5334 群とアレンドロネート群では骨強度に違いがある可能性

が示唆されたことから、本事象を考察する目的で、サブグループ解析を実施した。ONO-5334 

30 mg/kg 群の方がアレンドロネート群に比べて全骨塩量が高い方に分布していたため、全骨

塩量の分布が両群で重なる範囲で、全骨塩量が比較的高いあるいは低い 2 つのサブグループ

を設定した。いずれのサブグループも ONO-5334 30 mg/kg 群及びアレンドロネート群の中か

ら、全骨塩量の平均値が同程度となるよう各群 10 例、計 20 例を選択した。なお、サンプリ

ングバイアスを避けるため、以下の範囲に入った個体は両群共に、全例採用とし、いずれの

群も全骨塩量の値で連続した 10 例を選択した。これら 2 つのサブグループ、それぞれについ

て、全骨（海綿骨と皮質骨の和）塩量、海綿骨骨塩量、皮質骨骨塩量及び最大荷重を ONO-5334 

30 mg/kg 群とアレンドロネート群の間で比較した。なお、骨塩量の代わりに骨密度を用いた

解析も同様に行った。 

 

【全骨塩量が低いサブグループ】 

 ONO-5334 30 mg/kg 群：全骨塩量の平均値（範囲）：49.50 mg/mm (46.24-55.13 mg/mm) 

 アレンドロネート群：全骨塩量の平均値（範囲）：49.68 mg/mm (46.15-52.12 mg/mm) 

【全骨塩量が高いサブグループ】 

 ONO-5334 30 mg/kg 群：全骨塩量の平均値（範囲）：53.71 mg/mm (47.54-59.34 mg/mm) 

 アレンドロネート群：全骨塩量の平均値（範囲）：53.78 mg/mm (50.18-60.09 mg/mm) 
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【全骨密度が低いサブグループ】 

 ONO-5334 30 mg/kg 群：全骨密度の平均値（範囲）：481.43 mg/cm3 (424.60-524.80 mg/cm3) 

 アレンドロネート群：全骨密度の平均値（範囲）：483.33 mg/cm3 (452.90-503.10 mg/cm3) 

【全骨密度が高いサブグループ】 

 ONO-5334 30 mg/kg 群：全骨密度の平均値（範囲）：516.31 mg/cm3 (482.60-548.50 mg/cm3) 

 アレンドロネート群：全骨密度の平均値（範囲）：522.88 mg/cm3 (487.10-586.80 mg/cm3) 

 

2-14 統計学的検討 

有意差検定は SAS 9.1（SAS Institute Inc., NC, USA）を用いて行った。経時データについて

は、偽手術群と対照群、対照群と ONO-5334 投与群、対照群とアレンドロネート群の間で経

時型分散分析を実施し、時間と群の交互作用に有意差が認められた場合、時点別解析を実施

した。時点ごとに偽手術群と対照群及び対照群とアレンドロネート群の間で t 検定を、対照

群と ONO-5334 投与群の間で Dunnett 検定を行った。摘出骨の pQCT、µCT 及び骨強度のパラ

メーターについては、偽手術群と対照群及び対照群とアレンドロネート群の間で t 検定を、

対照群と ONO-5334 投与群の間で Dunnett 検定を行った。全骨塩量と骨強度、全骨密度と骨強

度の相関解析において、群毎に Pearson 及び Spearman の相関係数を算出した。サブグループ

解析では、全骨塩量、海綿骨骨塩量、皮質骨骨塩量、全骨密度、海綿骨骨密度、皮質骨骨密

度及び最大荷重におけるONO-5334 30mg/kg群とアレンドロネート群の比較を t検定により行

った。検定は両側検定とし、有意水準は 5％とした。 
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3 結果 

 
3-1 体重及び血中エストラジオール濃度 

群分け時及び剖検時の体重に、各群で有意な差は認められなかった（Table 1）。偽手術群

の 1 例及び ONO-5334 6 mg/kg 群の 1 例が状態悪化により死亡したため、データ解析から除外

した。その他の動物については、状態悪化などは見られなった。偽手術群では、試験期間中、

定期的な血中エストラジオールの高値及び膣からの出血が認められた。一方、対照群、

ONO-5334 群、アレンドロネート群の全ての動物で、血中エストラジオール濃度は検出下限

（30 pg/mL）未満であり、膣からの出血も見られなかった。剖検時、偽手術群以外の群では、

卵巣組織が残存していなかったことから、卵巣摘出術が成功していたと考えられる。 

 

Table 1.  Animals mean body weight (BW) at baseline and at necropsy. 

a: Values are mean ± SE. 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Table 1 より改変. 
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3-2 ONO-5334 の薬物動態 

ONO-5334 の薬物動態パラメーターの結果を Figure 1 及び Table 2 に示す。投与 24 時間後の

血中濃度（C24）、最高血中濃度（Cmax）及び投与後 24 時間の血中濃度－時間曲線下面積

（AUC0-24h）は用量依存的に増加した。初回投与日（Day 1）と最終投与日（Day 483）で薬物

動態パラメーターに顕著な変化はなかった。 

Figure 1.  ONO-5334 mean plasma concentration profile on the first and final dosing days.  Data are 

presented as mean ± SE (n = 19-20 animals). 
Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Figure 4. 
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Table 2.  Parmacokinetic parameters of ONO 5334 on the first and the final dosing days. 

 
Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per group; first dosing (Day 1); final dosing (Day 483). 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Table 5. 
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3-3 ONO-5334 の骨代謝マーカーに対する作用 

 

3-3-1 尿中 NTX 濃度 

尿中 NTX 濃度の変化率を Figure 2A に示した。卵巣摘出 4 カ月後以降において対照群の尿

中 NTX 濃度の変化率は偽手術群に比べて増加した。ONO-5334 は卵巣摘出 0.5 カ月後以降に

おいて全ての用量で尿中 NTX 濃度の変化率を対照群に比べて減少させた。アレンドロネート

は卵巣摘出 4 カ月後以降において尿中 NTX 濃度の変化率を対照群に比べて減少させた。 

 

3-3-2 血清中 CTX-I 濃度 

血清中 CTX-I 濃度の変化率を Figure 2B に示した。卵巣摘出 0.5 カ月後以降において対照群

の血清中 CTX-I 濃度の変化率は偽手術群に比べて増加した。ONO-5334 は卵巣摘出 0.5 カ月後

以降において全ての用量で血清中 CTX-I 濃度の変化率を対照群に比べて減少させた。アレン

ドロネートは卵巣摘出 2 カ月後以降において血清中 CTX-I 濃度の変化率を対照群に比べて減

少させた。 

 

3-3-3 血清中 BAP 濃度 

血清中 BAP 濃度の変化率を Figure 2C に示した。卵巣摘出 2 カ月後以降において対照群の

血清中 BAP 濃度の変化率は偽手術群に比べて増加した。ONO-5334 は 1.2 mg/kg の用量で卵

巣摘出 2～12 カ月後に、6 mg/kg の用量で卵巣摘出 0.5 カ月後以降に、30 mg/kg の用量で卵巣

摘出 4 カ月以降において、血清中 BAP 濃度の変化率を対照群に比べて減少させた。アレンド

ロネートは卵巣摘出 0.5 カ月後以降において血清中 BAP 濃度の変化率を対照群に比べて減少

させた。 

 

3-3-4 血清中 PINP 濃度 

血清中 PINP 濃度の変化率を Figure 2D に示した。卵巣摘出 2 カ月後以降において、対照群

の血清中 PINP 濃度の変化率は偽手術群に比べて増加した。ONO-5334 は全ての用量で卵巣摘

出 2 カ月後以降、血清中 PINP 濃度の変化率を対照群に比べて減少させた。アレンドロネート

は卵巣摘出 2 カ月後以降において、血清中 PINP 濃度の変化率を対照群に比べて減少させた。 

 

3-3-5 血清中 TRAP5b 活性 

血清中 TRAP5b 活性の変化率を Figure 2E に示した。卵巣摘出 0.5 カ月後以降において、対

照群の血清中 TRAP5b 活性の変化率は偽手術群に比べて増加した。ONO-5334 は 1.2 mg/kg の

用量で卵巣摘出 2、8、12 及び 16 カ月後に、30 mg/kg の用量で卵巣摘出 12 カ月後に、血清中

TRAP5b 活性の変化率を対照群に比べて増加させた。一方、ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の

用量で卵巣摘出 0.5 カ月後に、血清中 TRAP5b 活性の変化率を対照群に比べて減少させた。
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アレンドロネートは卵巣摘出 2 カ月後以降において、血清中 TRAP5b 活性の変化率を対照群

に比べて減少させた。 

 

3-4 ONO-5334 の骨密度に対する作用（生体 DXA） 

 卵巣摘出により、対照群の腰椎、橈骨遠位部、大腿骨頚部及び脛骨近位部骨密度は、偽手

術群に比べて有意に減少した（Figure 3）。ONO-5334 は測定した全ての部位で、対照群と比

較し、有意に骨密度を増加させた。ONO-5334 による骨密度の増加は、腰椎及び脛骨近位部

では投与 2 カ月後から、大腿骨頚部及び橈骨遠位部では投与 4 カ月後から、有意であった。

ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の用量で、偽手術群以上に骨密度を増加させた。一方、アレン

ドロネートは卵巣摘出による骨密度の低下を、腰椎では投与 2 カ月後から、大腿骨頚部では

投与 8 カ月後から、脛骨近位部では投与 12 カ月後から、対照群に比べて有意に抑制し、偽手

術群と同程度に維持した。アレンドロネートは、卵巣摘出による橈骨遠位部の骨密度低下を

抑制しなかった。 
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Figure 2.  Changes in urinary NTX (A), serum CTX-I (B), BAP (C), PINP (D) and TRAP5b (E) in 

the Sham group, OVX control group, ONO-5334-treated groups, and alendronate-treated group.  

Data are presented as % of baseline (mean ± SE, n = 19-20 animals).  #: p<0.05 versus Sham group; 

*: p<0.05 versus OVX control group; $: p<0.05 versus OVX control group. 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Figure 1. 
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Figure 3.  Changes in bone mineral density as measured by DXA in the lumbar spine (L3-L5) (A), 

femoral neck (B), distal radius (C) and proximal tibia (D) of animals in the sham group, OVX control 

group, ONO-5334-treated groups, and alendronate-treated group.  Data are presented as % of 

baseline (mean ± SE, n = 19-20 animals).  #: p<0.05 versus Sham group; *: p<0.05 versus OVX 

control group; $: p<0.05 versus OVX control group. 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Figure 2. 
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Figure 4.  Changes in bone mineral density and geometry parameters as measured by pQCT in the 

proximal tibia: integral BMD (A), trabecular BMD (B), cortical BMD (C), total area (D), cortical area 

(E) marrow area (F) and cortical thickness (G) of animals in the sham group, OVX control group, 

ONO-5334-treated groups, and alendronate-treated group.  BMD and geometry parameters were 

measured at 7% and 25% of bone total length from the proximal end, respectively.  Data are 

presented as % of baseline (mean ± SE, n = 19-20 animals).  #: p<0.05 versus Sham group; *: p<0.05 

versus OVX control group; $: p<0.05 versus OVX control group. 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Figure 3. 
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3-5 ONO-5334 の骨密度に対する作用（生体 pQCT） 

 卵巣摘出により、対照群の全骨（海綿骨と皮質骨の和）密度、海綿骨骨密度及び皮質骨骨

密度は、偽手術群に比べて有意に減少した（Figure 4）。ONO-5334 は 1.2 mg/kg の用量で、卵

巣摘出による全骨密度及び皮質骨骨密度の減少を有意に抑制したが、海綿骨骨密度では同様

の作用はなかった。ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の用量で、海綿骨骨密度は偽手術群レベル

まで、全骨密度及び皮質骨骨密度は偽手術群以上に増加させた。一方、アレンドロネートは

全骨密度及び海綿骨骨密度を対照群に比べて有意に増加させたものの、皮質骨骨密度への作

用は弱かった。卵巣摘出により、皮質骨厚（Ct.Th）及び皮質骨面（Ct.Ar）は、偽手術群に比

べて有意に減少した。ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の用量で、骨髄面（Ma.Ar）を減少させ、

Ct.Th 及び Ct.Ar の低下を有意に抑制した。アレンドロネートは皮質骨の形状に有意な作用は

示さなかった。 

 

3-6 摘出骨の pQCT 解析 

3-6-1 L4 の pQCT 解析 

卵巣摘出により、全骨密度、海綿骨骨密度、皮質骨骨密度は有意に変化しなかったが、皮

質骨骨塩量及び皮質骨厚は偽手術群に比べて有意に減少した（Table 3、Figure 5a）。皮質骨

厚の菲薄化は内膜周囲長の有意な増加に基づくと考えられた。ONO-5334 は 30 mg/kg の用量

で、対照群に比べて皮質骨厚を有意に増加させた。アレンドロネートは対照群に比べて全骨

密度を有意に増加させた。またアレンドロネートは内膜周囲長の増加及び皮質骨厚の減少を

有意に抑制した。 

 

3-6-2 橈骨遠位部（遠位端より全長の 5％部位）の pQCT 解析 

卵巣摘出により、海綿骨骨密度は偽手術群に比べて有意に減少した（Table 3、Figure 5b）。

ONO-5334 は 30 mg/kg の用量で、卵巣摘出による海綿骨骨密度の減少を有意に抑制した。

ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の用量で、対照群に比べて全骨密度を有意に増加させた。

ONO-5334 は全ての用量で、対照群に比べて皮質骨骨密度を有意に増加させた。ONO-5334 の

6 及び 30 mg/kg 群では、内膜周囲長の有意な減少と皮質骨厚の有意な増加が認められた。ア

レンドロネートは全骨密度、海綿骨骨密度及び皮質骨骨密度に対して有意な作用を示さなか

った。 

 

3-6-3 橈骨骨幹部（全長の 50％部位）の pQCT 解析 

卵巣摘出により、皮質骨骨密度は偽手術群に比べて有意に減少した（Table 3）。ONO-5334

は全ての用量で、対照群に比べて皮質骨骨密度を有意に増加させた。ONO-5334 の 6 及び 30 

mg/kg 群では、皮質骨厚の有意な増加を伴っていた。アレンドロネートは皮質骨に対して有

意な作用を示さなかった。 
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3-7 橈骨遠位部の µCT 解析 

卵巣摘出により、骨量（BV/TV）、骨梁数（Tb.N）及び骨梁幅（Tb.Th）は有意に減少した

（Table 4）。ONO-5334 は 6 及び 30mg/kg の用量で、BV/TV を有意に増加させ、30 mg/kg 群

では偽手術群と同程度であった。ONO-5334 は 30 mg/kg の用量で、Tb.Th を除く全パラメー

ターで卵巣摘出による変化を有意に抑制した。アレンドロネートも Tb.Th には作用しなかっ

たが、卵巣摘出による BV/TV、Tb.N、Tb.Sp、Conn-Dens 及び SMI の悪化を有意に抑制した。

橈骨遠位部の 2 次元画像（各群の代表例として皮質骨幅が中央値に近い個体を選択）におい

て、ONO-5334 群では、皮質骨の肥厚が認められた（Figure 6a）。また、橈骨遠位部の 3 次元

構築画像（各群の代表例として骨梁幅が中央値に近い個体を選択）において、ONO-5334 群

では、骨梁の肥厚が認められた（Figure 6b）。 

 

3-8 ONO-5334 の骨強度に対する作用 

 L4 を用いて、圧迫強度を測定した（Table 5）。対照群の L4 の剛性は、偽手術群と比較し

て有意に減少したが、最大荷重及び吸収エネルギーについて有意な差は認められなかった。

ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の用量で、対照群と比較して、最大荷重を有意に増加させた。

大腿骨骨幹部については、全ての群間で有意な差は認められなかった。 

卵巣摘出により、橈骨遠位部及び骨幹部の最大荷重は有意に減少した（Figure 7）。ONO-5334

は 6 及び 30mg/kg の用量で、橈骨遠位部及び骨幹部の最大荷重を、対照群と比較して有意に

増加させた。ONO-5334 による最大荷重の増加は、剛性及び吸収エネルギーの改善を伴って

いた（Table 6）。アレンドロネートは橈骨遠位部及び骨幹部の最大荷重に対して有意な作用

を示さなかった。 
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Table 3.  Integral bone, trabecular bone and cortical bone-related parameters assessed by peripheral quantitative computed tomography. 

Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per treatment group; #p<0.05, ##p<0.01 difference from Sham group; *p<0.05, **p<0.01 difference 
from OVX control group; $p<0.05 difference from OVX control group. 

Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Table 1. 
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Table 4.  Effect of ONO-5334 on the trabecular structure of the distal radius assessed by micro-CT. 

Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per treatment group; #p<0.05, ##p<0.01 difference from Sham group; *p<0.05, **p<0.01 difference 
from OVX control group; $p<0.05, $$p<0.01 difference from OVX control group; BV/TV: bone volume per tissue volume; Tb.N: trabecular number; Tb.Th: 
trabecular thickness; Tb.Sp: trabecular separation; Conn-Dens: connectivity density; SMI: structure model index. 

Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Table 2. 
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Figure 5.  Bone mineral density assessed by peripheral quantitative computed tomography at a) the 

lumbar vertebra (L4) and b) the distal radius after 16 months of treatment with ONO-5334. Data are 

presented as mean ± SE (n = 19–20 animals). ##: p<0.01 versus Sham group; *: p<0.05, **: p<0.01 

versus OVX control group; $: p<0.05 versus OVX control group. 
Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Figure 1. 
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Figure 6.  Representative micro-CT images at the distal radius. a) two dimensional image; individuals 
having median cortical thickness in each group are shown, b) three dimensional images of trabecular 
bone; individuals having median trabecular thickness in each group are shown. 

Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Figure 2. 
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Figure 7.  Bone strength as assessed by maximum load at the distal and midshaft radius after 16 

months of treatment with ONO-5334. Data are presented as mean ± SE (n = 19–20 animals). #: p<0.05, 

##: p<0.01 versus Sham group; *: p<0.05, **: p<0.01 versus OVX control group. 
Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Figure 3. 
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Table 5.  Bone strength parameters in the lumbar vertebral body (L4) and femoral midshaft. 

Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per group; #p<0.05 difference from Sham group; *p<0.05 difference from OVX control. 
Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Table 4. 
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Table 6.  Effect of ONO-5334 on bone strength at the distal and midshaft radius. 

Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per treatment group; #p<0.05, ##p<0.01 difference from Sham group; *p<0.05, **p<0.01 difference 
from OVX control group. 

Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Table 3. 
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3-9 ONO-5334 の骨組織に対する作用 

 

3-9-1 海綿骨での解析 

 第二腰椎（L2）を用いて、骨形態計測を実施した結果、海綿骨の構造的指標は卵巣摘出に

より変化しなかった（Table 7）。同様に、ONO-5334 も構造的指標に対して、対照群と有意

な差は認められなかった。ONO-5334 は 30 mg/kg の用量で、破骨細胞数（N.Oc/BS）及び破骨

細胞面（Oc.S/BS）を対照群と比較して、有意に増加させた。逆に、アレンドロネートは対照

群と比較して、破骨細胞面を有意に減少させた。骨石灰化面（MS/BS）、骨石灰化速度（MAR）、

骨形成速度（BFR/BS 及び BFR/BV）、骨単位活性化率（Ac.f）、補正骨石灰化速度（Aj.Ar）

などの骨形成系の指標は偽手術群に比べて、対照群で有意に高かった。ONO-5334 及びアレ

ンドロネートは骨形成系の指標を対照群に比べて、有意に減少させた。 

 

3-9-2 皮質骨での解析 

 大腿骨骨幹部を用いて、骨形態計測を実施した。対照群の皮質骨多孔率は偽手術群に比べ

て、有意に増加した（Table 8）。ONO-5334 は 6 mg/kg の用量で、皮質骨多孔率を対照群と比

較して、有意に減少させたが、30 mg/kg の作用は有意ではなかった。ONO-5334 は 6 及び 30 

mg/kg の用量で、卵巣摘出によるオステオンの動的指標の増加を有意に抑制した。一方で、

ONO-5334 はいずれの用量においても、骨膜及び骨内膜の動的指標に影響を及ぼさなかった。

アレンドロネートは卵巣摘出により亢進した骨内膜の動的指標を有意に抑制したが、オステ

オン及び骨膜の動的指標には作用しなかった。 
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Table 7.  Data of trabecular histomorphometric analysis of the 2nd lumbar vertebral body (L2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per group; #p<0.05 difference from Sham group; *p<0.05 difference from OVX control group; $p<0.05 
difference from OVX control group; BV/TV: trabecular bone volume; BS/BV: bone surface to bone volume; Tb.Th: trabecular thickness; Tb.N: number; 
Tb.Sp: separation; OS/BS: osteoid surface; OV/BV: osteoid volume; O.Th: osteoid thickness; N.Oc/BS: osteoclast number/bone surface reference; Oc.S/BS: 
osteoclast surface; ES/BS: eroded surface; MS/BS: mineralizing surface; MAR: mineral apposition rate; BFR/BS and BFR/BV: bone formation rates; Ac.f: 
activation frequency; Aj.AR: adjusted apposition rate; FP: formation period; Rs.P + Rv.P: resorption period+reversal period. 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Table 2. 



 

 34 

Table 8.  Data of cortical histomorphometric analysis of the femoral midshaft. 

Data are presented as the mean ± SEM; 19-20 animals per group; #p<0.05 difference from Sham group; *p<0.05 difference from OVX control; $p<0.05 

difference from OVX control group; T.Ar: total area; Ct.Ar: cortical area; Ma.Ar: marrow area; MS/BS: mineralizing surface; MAR: mineral apposition rate; 

BFR/BS: bone formation rates. 

Yamada et al., Bone. 2016, 86, 43-52, Table 3. 
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3-10 骨量と骨強度の相関解析 

腰椎椎体における骨量及び最大荷重の関係を群毎に回帰分析した結果、ONO-5334 の 1.2 

mg/kg 群の骨密度及び最大荷重の関係を除き、全ての群で骨量と骨強度の間に有意な正の相

関関係が認められた（Table 9）。ONO-5334 の 6 及び 30 mg/kg 群の回帰直線は、対照群、

ONO-5334 の 1.2 mg/kg 群及びアレンドロネート群の回帰直線よりも、骨強度が高い方向へシ

フトした（Figure 8a、8b）。 

腰椎椎体の全骨塩量をほぼ等しくしたサブグループでの解析において、ONO-5334 群の最

大荷重はアレンドロネート群よりも有意に高かった（Figure 9a）。この時、海綿骨骨塩量は

アレンドロネート群が ONO-5334 群に比べて、皮質骨骨塩量は ONO-5334 群がアレンドロネ

ート群に比べて、有意ではないものの高い値を示した。同様に、全骨密度をほぼ等しくした

サブグループ解析においても、ONO-5334 群の最大荷重はアレンドロネート群より高かった

（Figure 9b）。海綿骨骨密度はアレンドロネート群が、皮質骨骨密度は ONO-5334 群が高く、

骨密度の低いサブグループでは、いずれの差も有意であった。 

 

Table 9.  Correlation analysis between bone mass and bone strength. 

Integral bone mineral content (BMC), Integral bone mineral density (BMD), Bone strength: Maximum load 

(ML). 

Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Table 4. 
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Figure 8.  Relationship between bone mass and strength at the lumbar vertebra (L4). Scatter plot and 

regression line were drawn by regression analysis. a) Maximum load and BMC and b) Maximum load 

and BMD. 
Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Figure 4. 
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Figure 9.  Subgroup analysis between bone mass and bone strength at the lumbar vertebra (L4). a) Subgroup analysis between maximum load and BMC and 
b) Subgroup analysis between maximum load and BMD. Subgroup (L): lower BMC or BMD group, Subgroup (H): higher BMC or BMD group. Data are 
expressed as mean ± SE (n = 10 animals). ONO-5334: 30 mg/kg *: p<0.05, Significantly different from the ALN group. 

Yamada et al., J Bone Miner Metab. 2019, 37, 636-47, Figure 5. 
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4 考察 

 

骨吸収マーカーである血清CTX-I及び尿中NTX、骨形成マーカーであるBAP及びPINPは、

卵巣摘出後 16 カ月間、高いレベルに維持されていたことから、臨床と同様に、骨吸収及び骨

形成がいずれも亢進した高代謝型の骨粗鬆症が惹起されたと考えられる。ONO-5334 は卵巣

摘出により亢進した骨吸収マーカーを偽手術群の半分程度に減少させたが、骨形成マーカー

は偽手術群以上のレベルに保っていた。これらの事象は閉経後骨粗鬆症患者に ONO-5334 を

投与した臨床試験成績と一致した結果であった[50-51]。ONO-5334 が骨形成よりも骨吸収を

より強く抑制する理由について、ONO-5334 の作用が骨の部位によって異なる可能性が考え

られた。 

 

骨形態計測の結果、海綿骨では ONO-5334 はアレンドロネートと同様に、骨形成を低下さ

せた。海綿骨では、骨リモデリングにより古い骨が吸収され、新しい骨へと置き換わる。そ

のため、骨吸収が行われた後に同じ場所で骨形成が起こると考えられる[67]。ONO-5334 とア

レンドロネートはいずれも骨吸収を抑制することから、骨吸収に続いて起こる骨形成も抑制

したと考えられる。ONO-5334 は大腿骨骨幹部において、オステオンの骨形成を減少させた

が、卵巣摘出によって亢進した皮質骨外周及び内周の骨形成には影響せず、本作用が、皮質

骨サイズの増大に寄与したと考えられる。構造の異なるカテプシン K 阻害剤である

Odanacatib[68]や Balicatib[69]でも、同様の事象が報告されている。海綿骨と異なり、皮質骨

外膜はモデリング（骨成長）サイトと考えられ、骨吸収の抑制が必ずしも骨形成の抑制に結

びつかない。骨形成マーカーは全身の骨形成活動の総和を反映しており、骨形態計測の結果

から、ONO-5334 は海綿骨では骨形成を抑制するのに対し、皮質骨外周では骨形成を高いレ

ベルに維持していたと考えられる。 

カテプシン K 阻害が骨形成に及ぼす影響として、以下のようなことが考えられる。ヒトの

骨生検サンプルでカテプシン K を免疫染色した結果、骨におけるカテプシン K の発現は破骨

細胞に限局しており、骨芽細胞など他の骨細胞や骨髄系の細胞には発現していなかった[70]。

さらに、骨芽細胞のカテプシン K を欠損させても骨形成及び骨吸収に何も影響は見られなか

ったことが報告されている[71]。また、ONO-5334 はウサギの骨髄細胞を用いた実験で、骨形

成の指標であるアルカリフォスファターゼ活性を減少させなかった（data not shown）。これ

らのことから、ONO-5334 が直接的に骨形成に影響を与えた可能性は低いと考えられる。 

 

骨形態計測の結果、ONO-5334 は海綿骨の破骨細胞数及び破骨細胞面を用量依存的に増加

させた。カテプシン K ノックアウトマウスでは破骨細胞数の指標である血清 TRAP5b 活性が



 

 39 

増加しており、海綿骨においても同様の事象が確認されている[53]。これらの結果から、

ONO-5334 は破骨細胞の生存に影響せず、骨吸収能のみを抑制することが示唆された。

ONO-5334 の破骨細胞分化に対する影響を確認するために、骨スライス上にヒト末梢血単核

細胞を培養し、ONO-5334 を day14-17（破骨細胞分化後に処置）及び day0-17（破骨細胞分化

期間も含めて処置）の異なるタイミングで処置した。いずれの処置期間においても骨スライ

スから遊離される CTX-I の量に変化はなかったことから、ONO-5334 は破骨細胞の分化に影

響しないと考えられた[72]。類薬であるカテプシン K 阻害剤 Odanacatib も破骨細胞の生存期

間は延長しなかった。カテプシン K 阻害剤による破骨細胞数の増加は、骨吸収抑制作用に対

する代償反応の可能性がある[70]。一方で、アレンドロネートは破骨細胞数の指標である破骨

細胞面及び血清中 TRAP5b 活性を減少させたことから、ONO-5334 との作用機序の違いが明

確に表れた結果と考えられる。骨吸収能を持たない破骨細胞が骨形成を促進するとの報告[73]

があることから、ONO-5334 は骨吸収が抑制された破骨細胞数を増加させることで間接的に

骨形成を刺激し、この作用により骨吸収と骨形成のアンカップリングを引き起こしている可

能性が考えられた。 

 

DXA を用いて、ONO-5334 とアレンドロネートの、様々な骨に対する骨量増加作用を経時

的に確認した。ONO-5334 は 1.2 mg/kg の用量において、測定した全ての部位で卵巣摘出によ

る骨密度の低下を抑制し、6 mg/kg 以上の用量では、測定した全ての部位で骨密度を増加させ

た。アレンドロネートは腰椎、大腿骨頚部、脛骨近位部の骨密度低下を抑制したが、橈骨遠

位部では無効であった。また、摘出骨を用いて、海綿骨及び皮質骨を分けて解析したところ、

ONO-5334 は海綿骨骨密度だけでなく皮質骨骨密度も増加させ、その程度は海綿骨よりも皮

質骨で大きいことが明らかとなった。一方、アレンドロネートは、卵巣摘出による腰椎の骨

密度減少は抑制したが、橈骨では作用が見られなかった。これらの結果は、アレンドロネー

トの非椎体骨への効果は椎体骨への効果よりも弱いという臨床成績と一致する[74-76]。

ONO-5334 とアレンドロネートの骨量増加作用が骨の部位によって異なった理由の 1 つとし

て、両剤の分布特性の違いにより骨吸収抑制作用に違いが出た可能性が考えられた。

ONO-5334 は血流を介して、海綿骨及び皮質骨の両方に分布する。放射性同位体で標識した

ONO-5334を用いたサルの分布試験において、椎体骨中のONO-5334濃度を 100％とした場合、

皮質骨中の ONO-5334 濃度は 70％以上であった[77]。一方、アレンドロネートはラットの海

綿骨に蓄積することが報告されている[78]。サルにおいても、イバンドロネートの非椎体骨中

の濃度は椎体骨中の濃度に比べて 30％以下と報告されている[79]。ビスホスホネートが皮質

骨に分布し難い原因として、ビスホスホネートは骨代謝（骨吸収・骨形成）を介して骨に取

り込まれるという化合物特性が考えられる。ビスホスホネートは、骨代謝が活発な海綿骨で

は化合物濃度が高くなるが、骨代謝回転が低い皮質骨には取り込まれにくい。これらのデー
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タは、ONO-5334 の非椎体骨に対する作用がアレンドロネートと比較して優れているという

結果を支持すると考えられた。 

 

我々は、ビスホスホネート製剤の一つであるミノドロン酸（ONO-5920/YM529）の卵巣摘

出カニクイザルを用いた有効性試験[80]において、海綿骨の微細構造は 2 次元の骨形態計測よ

りも、µCT を用いた 3 次元解析の方が正確であることを経験している。そのため、µCT を用

いて、海綿骨構造パラメーターにおける ONO-5334 とアレンドロネートの作用の違いを解析

した。ONO-5334 とアレンドロネートは、卵巣摘出による BV/TV、Tb.N、Tb.Sp、Conn-Dens

及び SMI の悪化を抑制したが、海綿骨の微細構造に対しては、両化合物の作用に明確な違い

はなかった。これらの知見は、構造の異なる Odanacatib で見られた事象と一致している[81]。 

 

ONO-5334 は 6 及び 30 mg/kg の用量で腰椎の最大荷重を有意に増加させた。ONO-5334 の

骨強度、骨密度、骨代謝マーカーに対する作用は 6 mg/kg でほぼ最大に達したことから、

ONO-5334 の骨強度に対する有効性は骨代謝マーカーの抑制作用及び骨密度増加作用と連動

していると考えられた。そこで、ONO-5334 による骨量増加は骨強度の増加に繋がるのか、

より詳細に解析するとともに、骨量と骨強度の関係性について、作用機序の異なるアレンド

ロネートと比較した。骨塩量と骨強度、骨密度と骨強度の相関解析を行ったところ、正の相

関がみられたことから、ONO-5334 は骨量の増加に伴い、骨強度も増加させることが明らか

となった。さらに、ONO-5334 群の回帰直線は、アレンドロネート群よりも骨強度が高い方

向へシフトする傾向が見られた。全骨塩量や全骨密度の改善が、ONO-5334 とアレンドロネ

ートで同程度であったとしても、骨強度は ONO-5334 の方が高くなることを示唆している。

本事象をさらに解析するために、海綿骨と皮質骨の比率が骨強度に及ぼす影響について検討

した。効果の程度を調整して比較するため、腰椎骨塩量が同等となるように両群から抽出し、

サブグループ解析を実施したところ、骨強度及び皮質骨骨塩量はアレンドロネート群よりも

ONO-5334 群で高い傾向があり、逆に海綿骨骨塩量は ONO-5334 群よりもアレンドロネート

群で高い傾向があった。骨密度を用いた解析でも同様の傾向であった。これらのことから、

骨強度への寄与度は海綿骨よりも皮質骨の方が高い可能性が示唆された。 

 

ONO-5334 の閉経後骨粗鬆症患者を対象とした臨床第 II 相試験において、投与 24 カ月後の

DXA 法による骨密度測定結果では、ONO-5334 とアレンドロネートのいずれも骨密度を増加

させたが、両剤の効果に明確な違いは認められなかった[51]。臨床成績とサルの結果が異なっ

た点に関して、いくつかの仮説が考えられる。DXA 法は広く普及した骨密度測定方法であり、

臨床第 III 相試験などでも用いられているが、骨の形状に対する解析や、海綿骨と皮質骨を分

けた解析ができないといった課題がある。本課題を踏まえ、我々は臨床第 II 相試験で pQCT

による解析を実施した。ONO-5334 を 2 年間投与することで、腰椎及び大腿骨頚部の全骨密
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度及び海綿骨骨密度は継続的に、かつ有意に増加した。皮質骨骨密度も増加したが、その速

度は緩やかであった[82]。サルの骨リモデリング期間はヒトの 1/3 であり、サルにおける 16

カ月はヒトの 4 年に相当する[56]。新生骨は石灰化するまでに時間を要することから、短期間

では骨密度増加作用を過小評価する可能性があり、両化合物の違いを明らかにするには、よ

り長期間の臨床評価が必要かもしれない。Odanacatib の閉経後骨粗鬆症患者に対する臨床試

験では、8 年に渡り、腰椎骨密度が増加することが示されている[83-85]。Odanacatib を投与し

たサルでは皮質骨外膜で骨形成が促進されていたことから[86]、Odanacatib のヒトでの継続的

な骨密度増加は、皮質骨への作用による可能性がある。皮質骨外周などのモデリングサイト

での骨形成の維持は、Denosumab を処置したサルでも見られており、継続的な骨密度増加に

繋がる可能性があると考察されている[87]。 

 

 一方、Odanacatib の骨粗鬆症を対象とした医薬品開発は中止された。16,000 例以上の閉経

後骨粗鬆症患者を組み入れた Odanacatib の臨床第 III 相試験において、Odanacatib は骨折リス

ク低下作用は示したものの、脳梗塞のリスクを増加させたことが理由である[46, 88]。なお、

Odanacatib が脳梗塞のリスクを増加させたメカニズムについては不明である[88]。 

カテプシン K を創薬標的とすることの妥当性は、濃化異骨症（Pycnodysostosis）患者の情

報によっても支持されると考えられる。濃化異骨症はカテプシン K の先天的欠損により発症

する常染色体劣性の疾患であり、高骨密度でありながら、生命を脅かすような疾患ではない

とされている[89]。 

 2019 年 5 月現在、MEDIVIR 社のカテプシン K 阻害剤 MIV-711 が変形性関節症を対象に開

発されている。カテプシン K による骨吸収と軟骨分解の両方を抑制することにより、変形性

関節症への効果が期待されている[90]。 
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5 小括 

 

 ONO-5334 は卵巣摘出により亢進した骨吸収マーカーを偽手術群以下に減少させたが、

骨形成マーカーは偽手術群以下には減少させなかった。 

 ONO-5334 が骨形成よりも骨吸収をより強く抑制する理由として、ONO-5334 の骨形成

に対する作用が骨の部位によって異なる点が挙げられる。また、ONO-5334 は破骨細胞

の骨吸収能のみを抑制することで、骨形成を促進していた可能性も考えられた。 

 ONO-5334 は椎体骨（腰椎）だけでなく、非椎体骨（大腿骨頚部、脛骨及び橈骨）に

おいても骨密度を増加させた。ONO-5334 は、特に皮質骨に対して優れた作用を発揮し

た。ONO-5334 とアレンドロネートの作用の違いは、化合物の骨への分布特性の違いに

起因する可能性が考えられた。 

 骨量と骨強度に正の相関が認められたことから、ONO-5334 は骨量の増加に伴って、

骨強度を増加させることが確認された。 

 全骨塩量及び全骨密度がほぼ同等となる条件で比較すると、ONO-5334 は海綿骨より

も皮質骨への効果が強い傾向があり、アレンドロネートでは逆の傾向が見られた。

ONO-5334 は、骨強度への寄与度が高い皮質骨を増加させることで、非椎体骨で優れた

作用を発揮する可能性が示唆された。 

 既存の骨粗鬆症治療薬は非椎体骨での骨折リスク低下作用が限定的であることから、

ONO-5334 は、閉経後骨粗鬆症の新たな治療オプションになる可能性が示唆された。 
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第 2 章 サルコラーゲン誘発関節炎モデルにおけるカテプシン K 阻害剤

ONO-5334 の予防及びメトトレキサートとの併用効果 

 

1 緒言 

 

RA の治療においては、関節破壊を予防し、関節の生理的機能を保持することが重要である。

カテプシン K は破骨細胞に高発現し、骨吸収に重要な役割を果たしている[28, 30, 36-37]。さ

らに、カテプシン K は RA 患者の滑膜組織にも発現し、関節破壊に関与している可能性があ

る[91-92]。 

関節炎の発症率は男性よりも女性で高いことから、本試験では雌性カニクイザルを用いた

[47]。序論でも述べた通り、サルは系統学的にも生理学的にもヒトに近く、サル CIA モデル

は、RA 患者での臨床効果を予測する上で、ラット CIA モデルよりも適している可能性があ

る[47-48]。そこで、本章では、カテプシン K 阻害剤の RA 治療薬としての可能性を検証する

目的で、サル CIA モデルを用いて、関節破壊に対する ONO-5334 の予防効果と MTX との併

用効果について検討した。なお、我々の知る限り、本試験はカテプシン K 阻害剤の有効性を

サル CIA モデルで初めて検討した試験である。 

 

2 実験材料と方法 

 
2-1 被験物質 

ONO-5334は、小野薬品工業株式会社にて合成された。MTXはWako Pure Chemical Industries, 

Ltd., Osaka, Japan より購入した。 

 

2-2 動物 

本試験は、株式会社新日本科学 安全性研究所の動物実験倫理委員会により承認され（承

認番号 D015-092）、動物実験倫理指針に従って実施された。36 頭の雌性カニクイザル（3～6

歳、2.25～3.00 kg）を繁殖業者（Gaoyao Kangda Laboratory Animals Science and Technology Co., 

LTD., Guangdong, China、Guangzhou Kesen Imports and Exports Co., Ltd., Guangzhou, China、

Guangxi Grandforest Scientific Primate Co., Ltd., Guangxi, China 及び Guangdong Scientific 



 

 44 

Instruments and Material Import / Export Corporation, Guangzhou, China）より入手し、12 時間毎

の明暗サイクル、24.2～26.4℃、湿度 46～65％の条件で個別に飼育した。約 108 g の固型飼料

（HF Primate 5K91 12G 5K9J、Purina Mills, LLC, MO, USA）を 1 日 1 回与えた。水道水を自動

給水装置を用いて自由に摂取させた。体重の層別無作為化により 4 群（対照群、ONO-5334

群、MTX 群、ONO-5334+MTX 群）に分けた。 

 

2-3 コラーゲン関節炎の惹起 

ウシ II型コラーゲンを Freund完全アジュバントと共に免疫することによって関節炎を誘発

した[93]。すなわち、冷却したウシ II 型コラーゲン溶液（4 mg/mL、コラーゲン技術研修会, 

Tokyo, Japan）及び Freund 完全アジュバント（Becton Dickinson, Grayson, GA, USA）を等量混

合し、冷却したシリンジを用いて懸濁してエマルジョンを作製した。エマルジョン（2 mL/

個体）を各個体の背部皮内（19 カ所）及び尾根部（1 カ所）に皮内投与し、1 回目の感作と

した。感作 1 回目（投与 1 日目）の 3 週間後（投与 22 日目）に 2 回目の感作を同様に行った。 

 

2-4 被験物質の投与 

ONO-5334 は 0.5％メチルセルロース（MC）に懸濁した。MTX は 10 mg をゼラチンカプセ

ル（サイズ#2、有限会社ノイチ, Japan）に充填した。対照群には 0.5％MC を 1 日 1 回、空カ

プセルを週に 2 回、経口投与した。ONO-5334 群と併用群には ONO-5334 を 30 mg/kg の用量

で 1 日 1 回、経口投与した。MTX 群と併用群には、10 mg の MTX を含有したカプセルを週

に 2 回、経口投与した。ONO-5334 群と MTX 群には、それぞれ、空カプセルを週に 2 回、0.5％

MC を 1 日 1 回、経口投与した。被験物質は感作 1 回目から 9 週間投与した。ONO-5334 の用

量は卵巣摘出サル骨粗鬆症モデルを参考に設定した[94]。ONO-5334 は 30 mg/kg の用量で、卵

巣摘出による骨量及び骨強度の減少を抑制した。サル CIA モデル構築の予備試験において、

MTX は 10 mg の週 2 回投与で、指関節の腫脹を抑制した[95]。 
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Table 10.  実験群の構成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*：動物番号 7 及び 26 は途中死亡例のため、評価対象としなかった。 

 

2-5 全身状態の評価 

感作 1 回目の前、3、5、7 及び 9 週後に動物の全身状態を評価した。全身状態スコアの判

定基準は以下の通り。 

スコア 0： 異常なし 

スコア 1： ケージ内を移動する際、指を使った移動が困難な状態 

スコア 2： ケージ内で指を使った移動ができない状態 

スコア 3： 前肢または後肢のみによる移動がみられる状態 

スコア 4： うずくまり状態 

 

2-6 関節腫脹の評価 

感作 1 回目の前、3、5、7 及び 9 週後に関節腫脹を評価した。塩酸ケタミン（50 mg/mL、

0.2 mL/kg、Kamud Drugs Pvt. Ltd., Maharashtra, India）の筋肉内投与による麻酔下で、前肢及び

後肢の遠位指節間（DIP）関節、近位指節間（PIP）関節及び中手指節間（MP）関節（第 1 指

は IP 及び MP 関節）並びに手首、足首、肘及び膝の関節腫脹（計 64 関節/個体）について、

以下の判定基準に従いブラインドで評価した[95]。個体ごとに各部位のスコアの合計を算出し

て関節腫脹スコアとした（arthritic score: 0–4、total 64 joints/body、maximum score: 256）。 

 

スコア 0： 異常なし 

スコア 1： 触診によって腫脹が確認できる 

スコア 2： 肉眼的な観察で腫脹が疑われ、触診して腫脹が確認できる 
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スコア 3： 肉眼的な観察のみで腫脹が確認できる 

スコア 4： 固縮 

 

2-7 関節破壊の評価 

感作 1 回目の前及び 9 週後に塩酸ケタミンで 2-6 と同様に動物を麻酔し、据置型デジタル

式汎用 X 線透視診断装置（DREX-WIN64、株式会社東芝メディカルシステムズ, Japan）を用

いて、指関節のレントゲン写真を撮影した。前肢及び後肢の第 2、3、4 及び 5 指の DIP、PIP

及び MP 関節（計 48 関節/個体）について、ブラインドで、以下の所見を観察し、関節破壊の

重症度を評価した[95]。なお、骨びらんあるいは関節破壊が観察された場合、関節裂隙狭小化

や骨萎縮の所見はとらなかった。異常を認めた関節数をレントゲン検査スコアとした

（maximum score: 48）。また、以下の所見が観察された割合を、全関節（DIP+PIP+MP）及び

各関節毎に集計した。 

異常なし：   0 点  No abnormality 

関節裂隙狭小化：  1 点 

骨萎縮：   1 点  Mild 

関節裂隙狭小化及び骨萎縮： 1 点 

骨びらん：   1 点 

       Severe 

関節破壊：   1 点 

 

2-8 骨及び軟骨代謝マーカーの評価 

感作 1 回目の前、3、5、7 及び 9 週後に 24 時間畜尿し、採尿を行った。尿検体は採取後遠

心し、上清を-70℃で保管した。 

2-8-1 尿中 CTX-I 及び CTX-II 濃度の測定 

尿中 CTX-I 及び CTX-II 濃度は、それぞれ Urine CrossLaps ELISA（Immunodiagnostic Systems 

Ltd., Boldon, UK）及び Pre-clinical CartiLaps ELISA（Immunodiagnostic Systems Ltd., Boldon, UK）

を用いて測定した。尿中 CTX-I 及び CTX-II は尿中クレアチニン濃度で補正した。 

 

2-9 統計学的解析 

データ集計、平均値及び標準誤差の算出、並びに図の作成は、Microsoft Excel 2002（マイク

ロソフト株式会社）を使用した。中央値及び第 1、3 四分位点の算出、並びに統計解析は SAS 

9.1（SAS Institute Japan 株式会社）を用いて行った。全身状態スコア及び関節腫脹スコアにつ

いて、対照群、ONO-5334 群、メトトレキサート群及び併用群の間で Steel-Dwass 検定を行っ

た。レントゲン検査スコア、尿中 CTX-I 及び CTX-II 濃度について、対照群、ONO-5334 群、

メトトレキサート群及び併用群の間で Tukey 検定を行った。有意水準は両側 5％とした。関
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節腫脹スコアとレントゲン検査スコアの関係について、Spearman の相関検定を行った。投与

期間中に死亡した 2 例（対照群：1 例、MTX 群：1 例）はデータ解析から除外した。 

 

3 結果 

 
3-1 全身状態スコア 

対照群の全身状態スコアは、病態惹起後、時間の経過と共に増加した（Table 11）。投与期

間中、対照群の 1 例、ONO-5334 群の 4 例、MTX 群の 6 例、併用群の 4 例に、異常所見は認

められなかった。ONO-5334 群、MTX 群及び併用群の全身状態スコアの平均値は、対照群に

比べてやや低く推移したものの、有意差は認められなかった。 

 

Table 11.  General condition score in collagen-induced arthritis monkeys. 

Data are presented as mean ± SE; Control (n=8), ONO-5334 (n=9), Methotrexate (n=8), Combination 

(n=9).  The general condition of animals was evaluated in accordance with the following criteria: 

Score 0 - no abnormality; Score 1 - difficulty in hanging from the bars of the home cage by the 

fingers; Score 2 - inability to hang from the bars of the home cage by the fingers (using wrist); Score 3 

- movement only by using forelimbs or hindlimbs; Score 4 - crouching. 

Yamada et al., Int J Rheumatol. 2019, Article ID 5710340, 9 pages, Table 1. 

 

3-2 関節腫脹スコア 

対照群の関節腫脹スコアは感作 7 週後まで増加した（Figure 10）。ONO-5334 は関節腫脹を

軽減しなかったが、MTX 群及び併用群では、同程度に関節腫脹が抑制された。感作 7 及び 9

週後の MTX 群と併用群の関節腫脹スコアの中央値は対照群の 50％以下であったが、有意な

差は認められなかった。 
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Figure 10.  Joint swelling score in collagen induced arthritis monkeys.  The swelling levels of DIP, 

PIP and MP joints in 5 digits of the fore and hind limbs as well as wrist, ankle, elbow, and knee joints 

in individual animals were evaluated in a blinded manner in accordance with the following criteria: 

Score 0 - no abnormality; Score 1 - swelling not visible but can be determined by touch; Score 2 - 

swelling slightly visible and can be confirmed by touch; Score 3 - swelling clearly visible; Score 4 - 

rigidity of the joints.  The maximum score is 256 (total 64 joints/body and arthritic score 0–4).  Data 

are expressed as median (Quantile 3-1); Control (n=8), ONO-5334 (n=9), Methotrexate (n=8), 

Combination (n=9). 

Yamada et al., Int J Rheumatol. 2019, Article ID 5710340, 9 pages, Figure 1. 

 

3-3 関節破壊スコア 

感作 1 回目の前に実施したレントゲン検査では、いずれの個体にも異常所見は認められな

かった。感作 1 回目の 9 週間後、ONO-5334 は対照群と比較して、関節破壊スコアを 64％減

少させた（p<0.05）（Figure 11）。MTX は 46％関節破壊スコアを減少させたが、有意差は認

められなかった。ONO-5334 と MTX の併用により、対照群と比較して、関節破壊スコアは 74％

まで減少した（p<0.01）。 
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Figure 11.  X ray examination of total affected joint number (DIP, PIP and MP joints in the second, 

third, fourth and fifth digits of the forelimbs and hindlimbs: total 48 joints/monkey) in collagen 

induced arthritis monkeys.  Data are expressed as mean ± SE of Control (n=8), ONO-5334 (n=9), 

Methotrexate (n=8) and Combination (n=9) groups.  *: p<0.05, **: p<0.01 versus control group 

(Tukey test).   

Yamada et al., Int J Rheumatol. 2019, Article ID 5710340, 9 pages, Figure 2. 

 

次に、指関節の関節破壊の程度を群間で比較した。全関節を合計して解析した結果（Figure 

12a）、ONO-5334群では対照群と比較して異常所見のない関節数の割合が高く（79％ vs 40％）、

併用群においても MTX 単独群より高かった（84％ vs 68％）。逆に、重篤な関節破壊が起こ

った関節数の割合は ONO-5334 群で対照群より低く（11％ vs 32％）、併用群においても MTX

単独群より低かった（5％ vs 20％）。DIP、PIP及びMP関節を個別に解析した結果（Figure 12b-d）、

関節破壊の程度は部位によって異なっていた。対照群で重篤な関節破壊が起こった関節数の

割合は MP 関節に比べ、DIP 及び PIP 関節で高かった。ONO-5334 はいずれの関節においても、

重篤な関節破壊が起こった関節数の割合を、対照群と比較して減少させ、併用群においても

MTX 単独群より減少させた。 
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Figure 12.  Severity of joint destruction at (a) all, (b) DIP, (c) PIP and (d) MP joints in 

collagen-induced arthritis monkeys.  The number of all joints (DIP + PIP + MP) was 384 (48 

joints/monkey, n=8) in the control and MTX group and 432 (48 joints/monkey, n=9) in the ONO-5334 

and ONO-5334/MTX groups. 

Yamada et al., Int J Rheumatol. 2019, Article ID 5710340, 9 pages, Figure 3. 
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3-4 関節腫脹スコアと関節破壊スコアの関連性 

ピーク時の関節腫脹スコアと感作 1 回目の 9 週後における関節破壊スコアは有意に相関し

た（相関係数、p 値）；対照群（0.89、p<0.01）、ONO-5334 群（0.87、p<0.01）、MTX 群（0.94、

p<0.01）、併用群（0.87、p<0.01）。関節腫脹スコアと関節破壊スコアは直線的な相関関係に

あったが、各個体の分布は群によって異なっていた。ONO-5334 群は対照群に比べて、関節

破壊スコアが低いゾーンに分布したが、関節腫脹スコアでは大きな差はなかった。MTX 群で

は対照群に比べて、関節腫脹及び関節破壊スコアは共に低くなった。併用群では、MTX 群に

比べて関節破壊スコアのみ低いゾーンに分布した（Figure 13）。 

Figure 13.  Relation between joint swelling score at peak and X-ray score at day 63 for (a) individual 

animals and (b) treatment groups in collagen-induced arthritis monkeys.  Data are expressed as mean 

± SE; Control (n=8), ONO-5334 (n=9), Methotrexate (n=8), Combination (n=9).   

Yamada et al., Int J Rheumatol. 2019, Article ID 5710340, 9 pages, Figure 4. 

 

3-5 骨及び軟骨代謝マーカー 

骨吸収マーカーである尿中 CTX-I は感作により著しく増加し、感作 1 回目の 7 週後には、

中央値で感作前の 10 倍まで増加した。その後緩やかに減少し、試験終了時点では 6 倍の増加

となった（Figure 14a）。ONO-5334 及び併用群では、尿中 CTX-I 濃度は感作前と同程度に維

持されており、感作 1 回目の 3、5 及び 7 週後では、対照群と比較して有意な差が認められた。

MTX は、感作 1 回目の 3 週後に、対照群に比べて CTX-I を有意に抑制したが、感作 1 回目の
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5 週後以降は対照群と同様に推移した。軟骨代謝マーカーである尿中 CTX-II は、感作 1 回目

の 3 週後には、感作前の 7 倍まで増加した。その後緩やかに減少し、試験終了時点では 3 倍

の増加となった（Figure 14b）。ONO-5334 群、MTX 群及び併用群では、CTX-II の増加は抑

制されたが、有意差はなかった。 

 

Figure 14.  Percent changes in urinary CTX-I (a) and CTX-II (b) in collagen-induced arthritis 

monkeys.  Data are expressed as median (Quantile 3-1); Control (n=8), ONO-5334 (n=9), 

Methotrexate (n=8), Combination (n=9).  *: p<0.05, **: p<0.01 versus control group (Tukey test).   

Yamada et al., Int J Rheumatol. 2019, Article ID 5710340, 9 pages, Figure 5. 
 

4 考察 

 

本試験の結果、ONO-5334 は関節腫脹を抑制しなかった。これまでにカテプシン K 阻害剤

がアジュバンド関節炎（AIA）ラット[96]や CIA マウス[42]において、炎症を部分的に抑制し

たとの報告がある。カテプシン K 阻害剤がげっ歯類で抗炎症作用を発揮する理由は明らかで

はないが、カテプシン K 阻害剤である NC-2300 が TLR-9 経路を介して IL-12 産生を抑制する
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ことが一機序として考察されている[96]。我々は ONO-5334 にも NC-2300 と同様の作用があ

るのか、ヒト及びマウス樹状細胞を用いて検討した。マウス樹状細胞において、TLR-9 のリ

ガンドであるCpG刺激による IL-12産生を、ONO-5334が有意に抑制することを確認した[97]。

しかしながら、ヒト樹状細胞では、TLR-9 経路は ONO-5334 によって阻害されなかった[98]。

これら一連の結果から、カテプシン K はサル CIA モデルの炎症に重要な役割を果たしておら

ず、げっ歯類で認められたカテプシン K 阻害剤による抗炎症作用は、サルへの外挿性に乏し

い可能性が示唆された。 

 

レントゲン検査の結果、ONO-5334 群と併用群では、関節裂隙狭小化、骨萎縮、骨びらん、

関節破壊の程度が対照群に比べて軽減されていた。また、ONO-5334 群と併用群では、CTX-I

及び CTX-II がベースラインレベルあるいは以下に維持されていた。本モデルでは、ONO-5334

の抗炎症作用が認められなかったことを踏まえると、ONO-5334 は直接、骨及び軟骨破壊を

抑制することで、関節破壊の進行を予防した可能性が考えられた。 

 

ONO-5334 と MTX を併用することで、関節腫脹スコアは ONO-5334 単独に比べ低下した。

MTX 群と併用群の関節腫脹スコアが同程度であったことから、併用による関節腫脹スコアの

低下は MTX に寄与するものと考えられた。同様に、併用群の関節破壊スコアは MTX 群より

も低かったことから、ONO-5334はMTXの関節破壊抑制効果を増強する可能性が考えられた。

ONO-5334 と MTX が関節破壊に及ぼす影響を考察するため、関節腫脹スコアと関節破壊スコ

アの散布図から、相関解析を行った。対照群では関節腫脹スコアと関節破壊スコアが直線的

な相関関係にあったことから、炎症の程度に応じて、関節破壊が進行することが示唆された。

MTX 群の分布は、程度の差はあるものの、対照群と同軸方向であったことから、MTX は関

節腫脹を抑制することで、関節破壊を抑制したと考えられる。一方、ONO-5334 は抗炎症作

用を示さず関節破壊を抑制した。ONO-5334 群の分布は MTX 群と異なっており、この違いは

ONO-5334 と MTX の作用機序の違いによるものと考えられた。 

 

抗 RANKL 抗体である Denosumab は、RA 患者の骨びらん及び CTX-I をプラセボ群と比較

して有意に抑制したとの報告がある[99]。本結果は、RA 患者において、骨吸収の抑制は関節

破壊の抑制につながることを示唆するエビデンスである。しかしながら、軟骨破壊の指標で

ある関節裂隙狭小化は Denosumab により改善しなかった。その理由として、Denosumab が

CTX-II を抑制しなかったことが挙げられる。II 型コラーゲンは軟骨の主要な構成成分の 1 つ

であり、カテプシン K によって分解されることが知られている[31, 35]。従って、カテプシン

K は関節軟骨の破壊にも関与すると考えられる。興味深いことに、ONO-5334 は閉経後女性に

おいて尿中の CTX-II を有意に減少させた[50]ことから、ONO-5334 は RA 患者の軟骨破壊を

抑制できる可能性がある。ONO-5334 の骨粗鬆症を対象とした臨床第 II 相試験において、治
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療上問題となる安全性の懸念はなかった[51]。ONO-5334 は生物製剤と比較し、安全性及び利

便性に優れ、RA による関節破壊を予防する薬剤になる可能性がある。 

 

本試験の限界として、個々の動物における関節炎のバラツキが大きく、関節破壊スコア及

び尿中 CTX-I を除く他の測定項目に関して、統計学的有意差が得られなかったことが挙げら

れる。関節炎の発症率が、げっ歯類の CIA モデルでは 100％であるのに対し、サル CIA では

60％であることが報告されている[47]。もう一つの研究の限界として、本病態モデルの関節炎

の程度が、RA 患者に比べてかなり重篤であった可能性が挙げられる。本モデルでは、ピーク

時の尿中 CTX-I及び CTX-IIは、ベースラインに比べてそれぞれ 10 倍及び 7 倍まで増加した。

RA患者では健康成人に比べて尿中CTX-IIが約2倍に増加するとの報告がある[100]。さらに、

本試験では、9 週間で関節破壊が認められており、臨床に比べてはるかに短い期間で病態が

進行していると考えられた。 

 

5 小括 

 

 ONO-5334 は、サル CIA モデルにおいて、関節裂隙の狭小化、骨萎縮、骨びらん及び

関節破壊を抑制した。 

 ONO-5334 の関節腫脹に対する有効性は認められなかった。 

 ONO-5334 と MTX を併用することで、関節破壊や骨吸収マーカーである CTX-I が、

MTX 単独群に比べて減少することが明らかとなった。 

 ONO-5334 を MTX に併用することで、関節腫脹への上乗せ効果はなかったが、関節破

壊は、MTX 単独群に比べて軽減された。 
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総括 

 

 本研究では、カテプシン K 阻害剤である ONO-5334 の骨粗鬆症及び関節リウマチにおける

有効性を、ヒトに近いサルを用いて検証した。 

 

第 1 章では、サル卵巣摘出（OVX）骨粗鬆症モデルにおける骨代謝マーカー、骨密度、骨

強度及び骨形態計測に対する ONO-5334 の作用について、アレンドロネートと比較検討した。

ONO-5334 は OVX により増加した骨吸収マーカーを偽手術群の半分程度まで減少させたが、

骨形成マーカーは偽手術群と同等以上に維持していた。一方、アレンドロネートは骨吸収及

び骨形成マーカーのいずれも同程度減少させた。骨形態計測の結果、アレンドロネートは破

骨細胞数を減少させたが、ONO-5334 は破骨細胞数を増加させた。ONO-5334 は腰椎だけでな

く、大腿骨、脛骨及び橈骨においても、骨密度を偽手術群以上に増加させた。アレンドロネ

ートは、腰椎の骨密度は増加させたが、橈骨では無効であった。ONO-5334 は腰椎及び橈骨

の骨強度を増加させた。腰椎の骨量及び骨強度の相関を解析したところ、正の相関が認めら

れたことから、ONO-5334 は骨量の増加に伴い骨強度を増加させることが確認された。 

 

 第 2 章では、雌性カニクイザルを用いたコラーゲン誘発関節炎（CIA）モデルにおいて、

ONO-5334 の関節破壊に対する予防及び MTX との併用効果について検討した。ONO-5334 は

関節腫脹に対して作用を示さなかったが、MTX 及び ONO-5334 と MTX の併用群では、関節

腫脹が抑制された。X 線スコアは ONO-5334 及び併用群で減少した。指関節の関節破壊の程

度を比較したところ、ONO-5334 群及び併用群では、関節裂隙狭小化、骨萎縮、骨びらん、

関節破壊の程度が対照群に比べて軽減された。CIA により、骨代謝マーカーである CTX-I 及

び軟骨代謝マーカーである CTX-II は、ベースラインのそれぞれ 10 倍及び 7 倍まで増加した

が、ONO-5334 群及び併用群では、いずれのマーカーもベースライン付近を維持していた。 

 

 以上、骨粗鬆症において、ONO-5334 はビスホスホネート製剤の効果が十分ではない非椎

体骨に対して、優れた作用を有する薬剤となる可能性が示された。また、関節リウマチでは、

ONO-5334 は関節炎を抑制しなかったものの、関節破壊は抑制した。ONO-5334 は MTX と併

用することで、MTX の関節破壊抑制作用を高める可能性が示唆された。 
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