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研究成果の概要：亜鉛製剤(β-alanyl-L-histidinato zinc：AHZ)の骨吸収抑制作用について検

討した。骨芽細胞に代表的な炎症性サイトカインである TNF-αを添加したところ，M-CSF お

よび RANKL 発現は上昇したが，AHZ の同時添加によってコントロールレベルまで減少した。

また AHZ は，TNF-αによる IκB のリン酸化を抑制した。一方，AHZ 添加によって，TRAP 陽

性の成熟破骨細胞数は顕著に減少した。また AHZ は，RANKL 刺激によって上昇した IκB の

リン酸化を抑制した。 
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１．研究開始当初の背景 
加齢や炎症に伴う骨吸収の亢進は，骨の脆

弱化と昜骨折化を招くことから，高齢者の
QOL は著しく低下する。 
 骨吸収の主役である破骨細胞の形成は，骨
芽細胞の細胞膜に発現する破骨細胞分化因子
(RANKL)と破骨細胞前駆細胞(単球)の
RANKL受容体(RANK)との細胞間相互作用
(RANK-RANKL signaling system)によって
行われる。骨芽細胞が種々の炎症性サイトカ
インの刺激を受け，RANKLやマクロファー
ジコロニー刺激因子(M-CSF)を発現，提示あ
るいは分泌する機構には，Rel/NF-κBファミ
リーと呼ばれる転写因子の関与が知られてい
る。また，RANKとRANKLとの細胞間結合

のシグナル伝達には，Rel/NF-κBファミリー
が関与することも報告されている。このよう
に，Rel/NF-κBファミリーは，骨芽細胞と破
骨細胞のいずれにおいても，破骨細胞形成に
深く関わっている。 一方，胃潰瘍治療薬の
一つである亜鉛製剤(β-ananyl-L-histidinato 
zinc:AHZ)が，胃粘膜細胞のRel/NF-κBファミ
リーの活性化を抑制することから，抗炎症薬
として注目されている。 
 これらの背景から，申請者らは，AHZ が
Rel/NF-κB ファミリーの活性化抑制を介し
て破骨細胞の分化を抑制するのではないか，
さらに，失われた骨組織の再生を AHZ が促
進するのではないかと考えた。 
 



２．研究の目的 
(1) 炎症性刺激を受けた骨芽細胞の M-CSF，
RANKL あるいはプロスタグランジンや腫瘍
壊死因子(TNF-α)などの発現に及ぼす AHZ
の影響について検討する。 
(2) RANK-RANKL signaling system による
破骨細胞の分化に及ぼす AHZ の影響をにつ
いて，破骨細胞分化マーカー発現や IκB のリ
ン酸化を指標に検討する。 
これらのことから，骨リモデリングのバラ

ンス，とくに骨吸収に与える AHZ の影響に
ついて明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 骨芽細胞に及ぼす AHZ の影響の検討 
① 骨芽細胞の培養 
 本研究には，骨芽細胞としての細胞特性を
保持することが知られているヒト骨肉腫由来
骨芽細胞様細胞(Saos-2)，マウス頭蓋冠由来
骨芽細胞細胞(MC3T3-E1)あるいはラット骨
肉腫由来骨芽細胞様細胞(ROS17/2.8)を用い
る。 
② 試料の調製 
 骨芽細胞を培養プレートに播種し，種々の
濃度のインターロイキン1(IL)-1やプロスタグ
ランジンE2(PGE2)で一定時間刺激し，細胞か
らmRNA，細胞内タンパク質(核および細胞質
成分)を抽出するとともに，培養上清を回収す
る。また，同条件で種々の濃度のAHZを添加
した試料を作製する。 
③ 骨芽細胞の破骨細胞分化因子発現に及ぼ
すAHZの影響 
a)遺伝子発現 
前述②で回収したmRNAをもとに，real-time 
PCR法を用いて，RANKL，M-CSF，TNF-α
あるいはIL等の遺伝子発現を定量的に分析す
る。 
 b)タンパク発現 
前述②で回収した細胞抽出液あるいは培養上
清を試料として，RANKL，M-CSFあるいは
ILのタンパクレベルでの発現をWestern法あ
るいはELISA法を用いて調べる。 
④Rel/NF-κBファミリーの活性化に及ぼす
AHZの影響 
前述②で回収した細胞抽出液を試料とし，

AHZ の Rel/NF-κB ファミリーの活性化への
影響を IκB のリン酸化を指標にして，
Western blot 法によって検討する。 
 (2) 破骨細胞分化に及ぼす AHZ の影響の検
討 
① 破骨細胞の培養 
 本研究には，破骨細胞への分化能を有する
マウス由来株化単球(RAW264.7)を用いる。な
お，破骨細胞への分化には，リコンビナンン
トRANKLおよびM-CSFを用いる。 
② 破骨細胞分化に及ぼすAHZの影響 
 単球を①の条件で破骨細胞へと分化させる

際に，種々の濃度のAHZを添加して培養する。
破骨細胞への分化は，1)TRAP染色，2)炭酸脱
水素酵素(II型)発現,3)カテプシンK発現を指
標に調べる。 
③Rel/NF-κBファミリーの活性化に及ぼす
AHZの影響 
  前述①および②の条件で培養した細胞から，
細胞質成分を抽出し，IκBのリン化を抗IκBお
よび抗phospho-IκB抗体を用いたWestern 
blot法で検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 骨芽細胞に及ぼす AHZ の影響の検討 
①TNF-α の添加によって M-CSF 遺伝子発
現は上昇した(第 1 図)が，AHZ の同時添加に
よってその発現量は減少した。一方，RANKL
発現には TNF-α および AHZ 添加の影響は
ほとんど認められなかった(第 2 図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
第 1 図 TNF-α および AHZ の単独あるいは
同時添加が M-CSF 遺伝子発現に 及ぼす影
響，**p<0.01 
 

2 図 TNF-α および AHZ の単独あるいは

TNF-α の添加によって M-CSF タンパク

 
 
第
同時添加が RANKL 遺伝子発現に 及ぼす影
響，**p<0.01 
 
②
発現は上昇したが，AHZ の同時添加によって
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その発現量は有意に減少した(第 3 図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
第 3 図 TNF-α および AHZ の単独あるいは

TNF-α 添加によって増加した IkB のリン

 
第3 図 IkBのリン酸化に及ぼすAHZの影響

芽細胞に及ぼす AHZ の影響をまとめると， 

 
第 4 図 骨芽細胞に及ぼす AHZ の影響のま

)破骨細胞分化に及ぼす AHZ の影響の検討 

 
 

5 図 破骨細胞分化及ぼす AHZ の影響 
，

RANKL 添加によって増加した IkB のリ

 
 

6 図 IkBのリン酸化に及ぼすAHZの影響 

骨細胞分化に及ぼす AHZの影響をまとめる

 
 
 
 

同時添加が M-CSF タンパク発現に及ぼす影
響，**p<0.01 
 
③
酸化は，AHZ の添加によって減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
上段：TNF-a 単独添加，下段：TNF-αと AHZ
の同時添加 
 
骨
AHZ は，細胞の IkB のリン酸化を抑制する
ことで M-CSF 発現を減少させていることが
示唆された(第 4 図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

とめ 

 
 
(2
①AHZ の添加によって TRAP 陽性の成熟破
骨細胞の形成は減少した(第 5 図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第
上段：位相差顕微鏡像，矢印：成熟破骨細胞
下段：TRAP 陽性細胞数，**p<0.01 
 
②
ン酸化は，AHZ の添加によって減少した(第
6 図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第
上段：RANKL 単独添加，下段：RANKL と
AHZ の同時添加 
 
破
と，AHZ は，RANKL 刺激によって上昇する 
IkB のリン酸化を抑制することで，幼若な破
骨細胞前駆細胞から TRAP 陽性の成熟破骨
細胞への分化を抑制していることが示唆さ
れた(第 7 図)。 
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7 図 破骨細胞分化に及ぼす AHZ の影響
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