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研究成果の概要： 

コウボク（生薬）由来 honokiol、パッションフラワー（ハーブ）由来 harmine および目薬の
木（お茶）由来 acerogenin は培養動物細胞や動物レベルにおいて骨吸収（骨破壊）の抑制また
は骨形成を含む歯周組織（歯根膜、歯根、歯槽骨）形成の促進活性を有することを明らかにし
た。これらの天然化合物或いはその含有素材は骨粗鬆症と歯周病の治療薬や予防機能性食品素
素材としての応用が可能であることが示唆された。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 8,500,000 2,550,000 11,050,000 

２００８年度 6,600,000 1,980,000 8,580,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 15,100,000 4,530,000 19,630,000 

 

 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：農芸化学・食品科学 
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１． 研究開始当初の背景 

骨の量と機能は、骨芽細胞による骨形成と
破骨細胞による骨吸収(骨破壊)とのバラン
スによって維持されている。高齢社会の中で
患者数が急速に増加している骨粗鬆症は、破
骨細胞による過剰な骨吸収によりこの量的
バランスが破綻し、骨量が減少する疾患であ
る。骨粗鬆症の病理学的特徴として骨髄にお
ける脂肪組織の顕著な増加が知られている。
この脂肪組織の増加は骨芽細胞への分化能
を有する間葉系幹細胞の脂肪細胞への分化
促進に起因する。従って、共通の前駆細胞か
ら分化する骨芽細胞の数が減少し、骨形成能
が低下すると考えられている。破骨細胞の分

化、機能および活性化を阻害する物質は骨破
壊抑制剤として、多分化能細胞の脂肪細胞へ
の分化を阻害する物質あるいは骨芽細胞へ
の分化を誘導する物質は骨形成の促進剤と
して骨粗鬆症の予防や治療にも応用できる
と考えられる。申請者らは、骨粗鬆症を予防
可能な食品成分および臨床応用可能な治療
剤を得る目的で、破骨細胞の分化及び機能発
現に作用する活性物質、前脂肪脂肪細胞の脂
肪細胞への分化を阻害する活性物質および
骨芽細胞の分化を促進する活性物質を微生
物や植物代謝産物中から探索してきた。  
こ れ ま で に 微 生 物 か ら destruxin 、

compactin(statin 類)、cyclosporin、FK506、 



reveromycin を海洋藻類から symbioimine 
を、 植物か quercetin 及び catechin を見
出し、その作用機構の解析を行い、その結果
を報告した。更に継続した探索研究で新たに、
ルイボス茶成分である luteolin、モクレン科
ホオノキに含まれているネオリグナン類
honokiol および magnolol、オモダカ科サジ
オモダカに含まるトリテルペノイドである
arisol B、パッションフラワー由来 harmine 
に破骨細胞の初期分化を阻害する活性があ
ることを見出した。また沖縄の食品素材等に
破骨細胞分化阻害活性を見出し、ギシギシの
根から nepodin、サルカケミカンから
aculeatin、月桃から cardamonin、サボテン
の一種であるユーフォルビアからインゲノ
ール誘導体を破骨細胞の分化を阻害する活
性成分として単離した。また破骨細胞分化阻
害活性を有する honokiol、harmine と、新た
に目薬の木からジアリールヘプタノイドで
ある acerogenin と aceroside が骨芽細胞の
分化を強力に促進することを見出した。 
 

２． 研究の目的 
現在までに見出されている破骨細胞分化

阻害食品成分と骨芽細胞分化促進食品成分
の細胞や骨組織における骨吸収抑制活性と
骨形成促進活性を比較し、更に動物試験にお
いて有効性検討して骨代謝疾患の治療や予
防機能性食品としての開発の可能性を検討
することを目的にする。これらの食品成分は
細胞レベルにおいて破骨細胞の分化阻害や
骨芽細胞の分化促進効果が得られており、骨
組織や動物実験において骨破壊抑制あるい
は骨形成能を発揮することが期待される。特
に honokiol、 harmine、 acerogenin 及び
aceroside は骨芽細胞促進活性が優れている
ので強力な骨形成促進効果が期待できる。ま
た、honokiol については生体レベルにおいて
も歯根伸長促進効果を確認しており応用の
可能性が高い。更に骨吸収抑制食品成分と骨
形成促進成分の両方の組合せによる相加或
いは相乗効果を検討することで効果的な代
謝性骨疾患予防機能性食品の開発に役立つ
知見を得ることができる。 

 
３． 研究の方法 
(1) 分子・細胞レベルでの有効性試験 
① 破骨細胞の分化および骨吸収抑制効果   

新たに破骨細胞の分化を阻害する効果を
示した catechol、fargesin、新規の honokiol 
類縁体、acerogenin 類縁体については、
RANKL(破骨細胞分化誘導因子)によって誘導
されるｐ38 等のシグナル分子のリン酸化や
破骨細胞分化に重要な転写因子である NFAT
の発現などを、ウェスタンブロット法で検討
する。また、ピットアッセイ法で骨吸収抑制
効果を検討する。成熟破骨細胞を試験管で調

製し骨片上で培養すると、培養 12 時間以後
に破骨細胞は骨吸収窩（ピット）を形成する。
骨吸収は形成されたピットをトルイジンブ
ルーで染色し、その数や面積を測ることによ
って評価する。 
 

② 骨芽細胞の分化促進及び骨形成促進効果 
本実験にはマウス頭骸骨由来の前骨芽細胞
株である MC3T3-E1 細胞を用いる。MC3T3-E1 
細胞を各濃度の試料存在下で 7 日間培養し、
骨芽細胞の初期分化のマーカー酵素として
知られるアルカリホスファターゼ(ALP)活性
を測定し、その活性を利用した染色を行うこ
とで評価する。また、細胞毒性については同
様の条件で MC3T3-E1 細胞を培養して MTT 法
を用いて検討する。 
③骨芽細胞の分化促進活性の見られた
honokiol、harmine、acerogenin、aceroside 
についてはオステオカルシンなどの骨芽細
胞分化の後期マーカー分子の発現に対する
作用を RT-PCR 法や ELISA 法などによって検
討する。また、骨芽細胞による石灰化に対す
る作用をアリザリン染色法、またはvon Kossa
染色法にて解析する 
 
（2）動物における有効性検討 
① 歯根伸長作用 
歯の発生過程において歯根が形成される

直前の 5 日齢マウスから歯胚を摘出する。こ
の歯胚に骨芽細胞分化促進作用の見られた
化合物を吸着したアガロースビーズを埋入
する。この歯胚を腎被膜下に移植して 3 週間
培養後、歯根伸長を観察する。また、構造の
詳細についてはマイクロ X 線 CT を用いて解
析するとともに組織切片を作製して活性を
評価する。 
② 骨吸収抑制作用 
卵巣摘出後１ヶ月を経過すると破骨細胞

数の上昇や活性化によって骨吸収が促進さ
れ、各骨の骨密度の著しい低下が見られる。
この骨吸収の促進に対する機能性食品成分
の効果を大腿骨の乾燥重量およびカルシウ
ムやコラーゲン量を測る方法で検討する。現
有の軟Ｘ線写真撮影装置を用いて骨密度を
測定し、各化合物の全身の骨への影響を検討
する。さらに、組織学的手法を用いて骨表面
における破骨細胞の数をカウントするとと
もに形態を観察する。 
 
４．研究成果 
（1） 細胞レベルでの有効性検討と作用機構

解析 

破骨細胞の分化を阻害するluteolin、

honokiol、harmineおよび核酸誘導体の作用機

構を検討した結果、luteolinとharmineは破骨

細胞分化の初期シグナル分子の活性化には影

響を与えず、転写因子NFATc1の発現を抑制し



た。またhonokiolは破骨細胞分化の初期シグ

ナル分子p38のリン酸化とNFATc1の発現を、核

酸誘導体はI・ Bのリン酸化とNFATc1の発現

を抑制した。harmineは骨芽細胞に作用して破

骨細胞分化誘導因子RANKLのデコイ受容体で

あるオステオプロテジェリンの発現を抑制し

た。 

また、骨芽細胞株（MC3T3-E1）において、骨

芽細胞分化に重要な転写因子や増殖因子への

影響を検討した結果、harmineはRunx2および

Osterixの遺伝子発現を、acerogenin の骨芽

細胞分化誘導は、BMP-2のアンタゴニストによ

って阻害され、その活性にはBMP産生を介する

ことが示唆された。Honokiolはシグナルを介

しその分化を促進した。歯周組織形成促進効

果を示したハルミンは、歯根形成に重要なハ

ース細胞の増殖を強力に促進した。Harmine

とhonokiolは骨髄由来の前脂肪細胞株（ST-2）

と胚性繊維芽細胞株においても、骨芽細胞へ

の分化を誘導した。 

 

（2）動物試験における有効性検討 

マウスの歯周組織形成促進効果を検討した

結果、harmineとacerogeninの、honokiolと

harmineが歯胚の移植試験において歯根、歯根

膜及び歯槽骨を促進することを見出した。し

かし、acerogenin は歯周組織の内、歯根や歯

根膜に影響を与えず、歯槽骨のみを促進し、

honokiolやharmineとは異なる活性を示した。

これらの結果から honokiol と harmine や

acerogeninも歯周病の予防や改善への応用が

可能であると考えられる。 

卵巣摘出マウスに3ヶ月間ハルミンとアセ

ロゲニンを腹腔投与した後、大腿骨又は脛骨

を摘出し、骨密度をpQCT解析で評価した結果、

両化合物は卵巣摘出による骨密度の減少を抑

制する傾向を示した。 

 

(3)新たな骨代謝調節物質の探索 

食品や生薬素材、海洋生物素材から新たな

化合物の探索研究で新たに破骨細胞分化を阻

害する天然化合物として生薬シンイからファ

ルゲシン、シークァーサーからカテコール類、

海洋シアノバクテリア由来の新規マクロライ

ド化合物、チコリ酒粕抽出物からコーヒー酸

類縁体見出した。 
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