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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題にて、私たちは、ビスフォスフォネートの一種リセドロネートが間葉系幹細胞の骨

芽細胞分化を抑制し、間葉系幹細胞由来骨芽細胞の RANKL の間接的な関与がないことを示唆す

る知見を得た。さらに私たちは、メバロン酸経路阻害をバイパスするゲラニルゲラニオールが

リセドロネートによるアポトーシスを強く抑制することを示した。以上の結果は、リセドロネ

ートの抗骨粗鬆作用は RANKL の発現抑制を介していないことを示し、また、間葉系幹細胞への

アポトーシス誘導能を持つことを初めて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our results indicated that bisphoshonate suppressed osteoblast differentiation and 
suggested that the anti-bone resorptive effect of bisphoshonate is not involved in RANKL 
expression of MSCs-derived osteoblast.  We also found that GGOH strongly suppressed the 
bisphoshonate-induced apoptosis in MSCs. 
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

２００９年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学 

キーワード：ビスフォスフォネート、骨粗鬆症、骨芽細胞、間葉系幹細胞 

 

１．研究開始当初の背景 

 骨髄の間葉系幹細胞は、加わる刺激によっ

て、骨芽細胞、脂肪細胞、間質細胞などの異

なった機能を持つ様々な細胞に分化できる。

そのため、間葉系幹細胞は、再生医学の分野

でも期待されており、分化の分子機構の研究

にも非常に有用である。間葉系幹細胞の骨芽

細胞への分化には、転写因子 Runx2 が関与し



ており、これが、骨代謝回転調節タンパク質

オステオカルシン（OC, 骨芽細胞分化マーカ

ー）の発現を調節することが解明されている。 

 骨粗鬆症に対して、最も有効な薬剤として、

世界的に認められているのがビスフォスフ

ォネート(BP)である（国際誌に 13000 報以上

掲載）。BP は、骨密度低下を抑制するだけで

なく、骨密度を有意に増加することが、臨床

レベルで明らかである。BPが、骨芽細胞を増

殖もしくは活性化し、造骨作用を促進した可

能性がある。 

 BP は、骨芽細胞の増殖を促進することがす

でに報告されていることから、申請者は BP

が間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を促進

している可能性を考えた。これまでに報告さ

れている BP の薬理作用は、破骨細胞の機能

障害やアポトーシス誘導による骨吸収抑制

である。近年、破骨細胞の形成、分化、生存

や骨吸収活性は、骨芽細胞より産生される

Macrophage- Colony Stimulating Factor 

（M-CSF）や骨芽細胞表面に発現している膜

結合性サイトカイン Receptor activator of 

NFκB ligand（RANKL）と破骨細胞表面にあ

るその受容体 RANK に調節されており、骨代

謝において骨芽細胞が破骨細胞を調節して

いることが明らかとなった。これらは BP が

骨芽細胞の分化とそれに伴う RANKLの発現を

抑制することで骨吸収を抑制している可能

性を示している。その一方で BP の骨芽細胞

に対する作用の解明は未だ不十分で、骨芽細

胞の分化に対する影響についてはほとんど

解明されていない。 

２．研究の目的 

そこで本研究では、窒素含有ビスフォスフォ

ネートの一種であるリセドロネート（RIS）

を用いて間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化

及び RANKLに対する影響の解明を目的とした。

また、RIS は、破骨細胞だけでなく、癌細胞

をはじめとする様々な細胞のアポトーシス

を誘導するため、RIS の間葉系幹細胞のアポ

トーシス誘導に対する影響についても調べ

た。 

３．研究の方法 

細胞培養 

 ラット胸腺由来の間葉系幹細胞 ST1BⅡbと

ヒト骨髄由来の hMSC#12 を用いた。これらの

細胞は、10% ウシ胎児血清、100μg/ml スト

レプトマイシン、100 U/ml ペニシリンを含

む D-MEM 培地中で、5% CO2 、37℃に設定した

インキュベーター内で培養した。培養には 24 

well plate には 0.5×105 cells/ml で 0.5 

ml/well ずつ、3.5 cm dish には 1.5×105 

cell/ml で 1.5mL ずつ播種し、24 時間プレイ

ンキュベート後に各処理を行い解析に用い

た。分化刺激には、10% ウシ胎児血清、100 

mg/ml ストレプトマイシン、100 U/ml ペニシ

リン、10 mM β-グリセロリン酸、50 μg/ml

アスコルビン酸、10 nM デキサメタゾンを添

加した alpha-MEM  培地を用いた。 

 

アリザリンレッド染色法 

 細胞を PBS で洗浄した後、100 % エタノー

ルを加え氷上で 1 h 固定し、95 %, 90 %, 80 %, 

70 % エタノール,ミリ Q水の順番で 5 min ず

つ振とうした。その後、アリザリンレッド染

色液で 10 min 振とうし、染色液をミリ Q水, 

95 % エタノール, 100 % エタノールで wash

し,100 % エタノールを加え、顕微鏡下で観

察した。PBS でディッシュを 15 min 洗浄し、

10 % セチルピリジニウムクロライドで抽出

した。マイクロプレートリーダー(570 nm)で

吸光度を測定し、検量線を用いて濃度を測定

した。 

 

RNA 抽出法 

 培地を除去した後 PBSを加えて細胞を培養



ディッシュから剥離し、1.5 ml チューブに

回収した。これを 1500×g、5分間、4℃ で

遠心し、アスピレーターで上清を除いたペレ

ットに TRIzol (Invitrogen) 1 ml を加え、

超音波で破砕した。室温で 5分間インキュベ

ートした後、クロロホルム 200 μl を加え、

15 秒間振った。室温で 3分間インキュベート

した後、12,000×g、15 分間、4℃で遠心した。

新しい 1.5 ml チューブに上層である水層を

移し、100%イソプロピルアルコールを 500 μ

l 加えて４回ほど転倒混和し、室温で 10 分間

インキュベートした後、12,000×g、10 分間、

4℃で遠心した。この上清をデカンテーショ

ンで除去したペレットに 80% EtOH DEPCwater 

1 ml を加え、12,000×g、10 分間、4℃で遠

心した。上清を除去し残ったペレットを 10

分間空気乾燥させた後 DEPCwater 50 μl で

溶解した。 

 

RT-PCR 

 SuperScript First-Strand Synthesis for 

RT-PCR (Invitrogen)を用いて、抽出し濃度

を調整した RNA 8 μl にオリゴ dT プライマ

ー12~18 1 μl、dNTP 1 μl を加えて混合し

た。65℃、5分間インキュベートした後、氷

上で１分間以上放置した。この RNA混合液に、

9 μlの反応液(10×RT1 Buffer 2 ml、25 mM 

MgCl 2 4 μl、0.1 M DTT 2 μl、RNase OUT 

1 μl)を加え、42℃、2分間インキュベート

した。それに Super Script Ⅱ RT 1 μl を

加えて 42℃、50 分間インキュベートし、さ

らに 70℃、15 分間インキュベートして反応

を停止させた後、氷上で RNase H 1 μl加え、

37℃、20 分間インキュベートした。 

 これにより精製された cDNA を Platinum 

Blue PCR Super Mix (Invitrogen)を用いて

PCR を行った。プライマーは hBSP 

(AATGAAAACGAAGAAAGCGAAG)，hALP 

(ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC)，hCol 

(GGACACAATGGATTGCAAGG)，h36B4 

(TGCCAGTGTCTGTCTGCAGA) を使用した。PCR 反

応はホットスタートで行い、95℃,30 秒 → 

52℃,1 分 → 72℃,1 分 を 35 サイクル行っ

た。 

 

電気泳動法 

 1.5%アガロースゲル(アガロース、1×TAE、

0.01% Ethidium Bromide)を作成し、ゲル穴

に PCR 産物を 10 μl 加え、100V で 23 分間泳

動した。 

 

タンパク定量 

スタンダードとして、それぞれ試験管に 0.4 

mg/ml BSA，0.8 mg/ml BSA を 20μlずつ加え、

反応液(Bio-Rad Protein Assay) 5 ml を H2O

で 25 ml にメスアップした溶液を 1 ml ずつ

加えた。また、サンプルは 3 μl ずつ加え、

色調を見ながら濃度がスタンダードの範囲

内になるように希釈した反応液を加え、5 min

反応させた。96 well プレートにブランク

(Bio-Rad Protein Assay の希釈液)，スタン

ダード，サンプルをそれぞれ 200 μl ずつ加

え、マイクロプレートリーダー(590 nm)で吸

光度を測定し、検量線を用いてタンパク濃度

を測定した。 

 

ウエスタンブロット法 

 細胞を処理後、培地を除去した後 PBS を加

えスクレーパーで細胞を培養ディッシュか

ら剥離し、1.5 ml チューブに回収した。こ

れを 1500×g、5分間、4℃で遠心し、アスピ

レーターで上清を除いたペレットに、

Protease inhibitor を RIPA Buffer 1ml に加

えた溶液を 40 μl ずつ加え、10 秒間の超音

波を３回繰り返して破砕した。これを氷中で

30分間放置した後、21,000×gで 10分間、4℃



で遠心し、上清を回収しタンパク定量を行っ

た。同じタンパク量になるようにRIPA Buffer

溶液で調整し、同量の Sample Buffer を加え

た後、タッピングして遠沈し、100℃で５分

間ボイルし、これをサンプルとした。 

 12.5 %の分離ゲル(30 % アクリルアミド 

4.2 ml、分離ゲル Buffer 2.5 ml、H2O 3.3 ml、

25 % APS 40 μl、TEMED 7 μl を混合) を作

成し、その上から濃縮ゲル(30 % アクリルア

ミド 0.75 ml、濃縮ゲル Buffer 1.25 ml、H2O 

3 ml、25 % APS 20 μl、TEMED 7 μl を混合) 

を作成した。タンパク量が 10 ～50 μg/well

になるように加え、ゲル 1枚あたり 30 mA で

60 分間泳動し、続いて 2 mA/cm2 で 90 分間

ブロッティングを行った。その後、メンブラ

ンをスキムミルク中で 45 分間振とうし、続

いて TBS-T 中に移して 5分間の振とうを３回

繰り返した。1次抗体に抗 RANKL 抗体と抗

Actin 抗体を用いて、4℃、オーバーナイトで

反応させ、TBS-T で 5 分間の振とうを３回行

った。その後、2次抗体に anti-mouse IgG を

用いて、37℃、90 分間インキュベートし、

TBS-T で 5 分間の振とうを３回行った。RANKL

は ECL Plus Western Blotting Detection 

System、Actin は ECL Western Blotting 

Detection System で 5分間反応させ検出した。 

 

クロマチン凝集測定法 

細胞を暗所、室温にて 15 分間、1 μM 

Hoechst33342 で染色し、蛍光顕微鏡下で観察

した。同じ領域で全細胞とクロマチン凝集細

胞をカウントし、クロマチン凝集細胞の割合

を百分率で求めた。 

 

 

４．研究成果 

骨芽細胞分化刺激による間葉系幹細胞の骨

石灰化能および骨芽細胞分化マーカーの発

現 

 はじめに、間葉系幹細胞が骨芽細胞に分化

するか明らかにするために、間葉系幹細胞に

分化誘導刺激を行った。分化の指標として骨

石灰化能をアリザリン染色によって検出し

た。その結果、ラット胸腺由来の間葉系幹細

胞である ST1BⅡbとヒト骨髄由来の間葉系幹

細胞である hMSC#12のどちらも分化刺激によ

って時間依存的にアリザリン染色で検出さ

れた石灰化を誘導した。ST1BⅡb に対して

hMSC#12 は、石灰化小塊の形成が早期から観

察された。同じく骨芽細胞へ分化の指標とし

て RT-PCR 法により分化マーカーの発現を調

べた。その結果、ST1BⅡbでは骨芽細胞分化

マーカーである BSP は、分化誘導後７日目か

ら発現が観察され、その後 14 日目まで時間

依存的に発現した。一方、Col-1 と ALP は分

化誘導初日から発現が観察され、その後も発

現に変化は見られなかった。また、OC は分化

誘導後 14 日間の観察で発現は見られなかっ

た。 hMSC♯12 では、OC が分化誘導後３日目

から発現し、その後７日目まで発現した。 

 

骨芽細胞分化刺激した間葉系幹細胞の石灰

化及び骨芽細胞分化マーカー発現に対する

リセドロネートの影響 

 次に、間葉系幹細胞が骨芽細胞に分化する

ことが分かったため、骨芽細胞分化に対する

RIS の影響について調べた。その結果、RIS

は濃度依存的に石灰化を抑制した。ST1BⅡb

では、1 μM RIS で約 50 % 石灰化が抑制さ

れ、10 μM では約 100 % 石灰化が抑制され

た。hMSC#12 では、3 μM RIS で約 80% 石灰

化が抑制され, 10 μM では約 90%石灰化が抑

制された。同じく分化の指標として分化マー

カーの発現を調べた。その結果、ST1BⅡb で

は RIS を添加した濃度の上昇にしたがって

BSP の発現が抑制され、10 μM RIS では約



100 % BSP の発現が抑制された。ALP も同様

に発現が抑制されたが濃度依存性は見られ

なかった。Col-1 の発現に対しては RIS の影

響は見られなかった。hMSC#12 でも RIS の添

加濃度の上昇にしたがって OC の発現が抑制

され、10 μM RIS ではおよそ 50 %の OC の発

現が抑制された。 

 

骨芽細胞分化刺激した ST1BⅡb の石灰化能

に対するリセドロネートとゲラニルゲラニ

オールの影響 

RIS は、破骨細胞ではファルネシルピロリン

酸シンターゼを抑制することにより、ゲラニ

ルゲラニルピロリン酸の合成阻害を介して

細胞内情報伝達系を阻害することで、破骨細

胞の機能障害やアポトーシス誘導し、骨吸収

機能を抑制することがわかっ。そこで、間葉

系幹細胞から骨芽細胞への分化抑制に対し

てもファルネシルピロリン酸シンターゼの

阻害が関与しているか、メバロン酸経路をバ

イパスする GGOH を用いて調べた。3 μM，10 

μM GGOH 存在下で ST1BⅡb に 1 μM RIS を

添加し 14 日間分化誘導を行い、アリザリン

染色によっての石灰化の変化を調べた。 

ST1BⅡb の分化誘導時に RIS 処理したものに

比べて、GGOH 処理はほぼ影響しなかった。 

 

骨芽細胞分化刺激した hMSC の RANKL発現に

対するリセドロネートの影響 

 破骨細胞の分化や活性化に骨芽細胞表面

に発現する RANKL が関与していることから、

骨芽細胞分化刺激による RANKL 発現に RIS が

影響するかどうかを hMSC#12において調べた。

hMSC#12 を 10 nM 1,25(OH2)D3 を含む分化誘

導培地で 0 μM，1 μM，10 μM RIS 存在下

で３日間分化誘導をし、ウエスタンブロット

法によって RANKLの発現を調べた。その結果、

分化刺激時間に依存して RANKL発現は増加し

たが、RIS 処理による RANKL の発現には影響

がなかった。 

 

間葉系幹細胞のアポトーシス誘導に対する

リセドロネートの影響 

 癌細胞や破骨細胞に対して 100 μM RIS は

アポトーシスを誘導するので、RIS が間葉系

幹細胞のアポトーシスを誘導するかどうか

を核の凝集を指標に調べた。まず、間葉系幹

細胞の核の凝集を誘導する RISの濃度を調べ

た。播種後 24h インキュベートした hMSC#12

に 0~1000 μM RIS を加えて 48h 培養後観察

した。100 μM RIS ではアポトーシスは誘導

されなかったが、300 μM RIS では 30%程度

の核の凝集を誘導し、1000 μM RIS では、50%

以上の細胞の核の凝集を誘導した。次に播種

後24hインキュベートしたhMSC#12に300 μ

M RIS を加え、核の凝集を誘導する時間変化

を観察した。間葉系幹細胞の核の凝集は、RIS

処理後 30 時間以降で時間依存的に誘導され

た。 

 

リセドロネートによる間葉系幹細胞のアポ

トーシス誘導に対するイソプレノイド合成

基質及びカスパーゼインヒビターの影響 

 RIS による間葉系幹細胞のアポトーシス誘

導について、ゲラニルゲラニルピロリン酸と

ファルネシルピロリン酸の膜透過型アナロ

グである GGOH や farnesol（FOH）とカスパー

ゼインヒビターである Z-VADの影響を調べた。

播種後 24h インキュベートした hMSC#12 に、

それぞれ 10 μM GGOH，20 μM FOH，100 μM 

Z-VADを添加し1hプレインキュベートした後、

300 μM RIS を加えて 48h 培養後観察した。

GGOH の併用は、RIS によるアポトーシス誘導

を約 30 % 阻害し、Z-VAD は約 50 % 程度阻害

した。 

 以上の結果は、リセドロネートの抗骨粗鬆



作用は RANKLの発現抑制を介していないこと

を示し、また、間葉系幹細胞へカスパーゼ依

存性で FPP合成酵素阻害が関連したアポトー

シス誘導能を持つことを初めて明らかにし

た。この知見は、骨粗鬆症治療薬 RIS の作用

機序の一部の解明に貢献した。 
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