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研究成果の概要（和文）：ヘリオキサンチン誘導体は抗炎症・抗アレルギー薬として知られ、ステロイド製剤に
替わる喘息治療薬である。本研究ではヘリオキサンチン誘導体（TH）による骨芽細胞に対する骨形成能をin 
vitro実験で再確認したところ、TH単独添加群は、ステロイドを含む骨誘導培地培養時よりも百分の1の濃度にお
いてALP活性上昇等の石灰化誘導が認められた。従って、効率的かつ持続的な骨形成を誘導には、成熟骨芽細胞
への分化促進因子（TH,ステロイドホルモン等）に前骨芽細胞の増殖因子を併用することが重要と考えられた。
ヘリオキサンチン誘導体はステロイド療法の減薬を促進でき、低濃度で骨形成を誘導することが出来ることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Helioxanthin derivatives are known as anti-inflammatory and anti-allergic 
drugs, and are an alternative to steroid preparations for the treatment of asthma. In this study, we
 reconfirmed the osteogenic potential of helioxanthin derivatives (TH) for osteoblasts in in vitro 
experiments, and found that TH alone induced calcification, including an increase in ALP activity, 
at one-hundredth the concentration of TH alone than when cultured in bone induction medium 
containing steroids. Therefore, the combination of factors that promote differentiation into mature 
osteoblasts (TH, steroid hormones, etc.) and growth factors for preosteoblasts was considered 
important for inducing efficient and sustained bone formation. It was suggested that helioxanthin 
derivatives can promote reduction of steroid therapy and induce bone formation at low 
concentrations.

研究分野：歯科薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘリオキサンチン誘導体は抗炎症・抗アレルギー薬として知られ、ステロイド製剤に替わる喘息治療薬である。
本研究ではヘリオキサンチン誘導体（TH）単独添加群は、ステロイドを含む骨誘導培地群が誘導する骨形成作用
と拮抗した。またヘリオキサンチン誘導体は、ステロイド製剤の減薬を促進でき、低濃度で骨形成能を誘導する
ことから、ステロイド性骨粗鬆症の治療薬として期待できることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ヘリオキサンチン誘導体（TH）は、研究協力者の OhbaらによってMC3T3E1細胞の ALP活
性を亢進するスクリーニングにより見出された低分子化合物である。BMP 様作用を持ち骨芽
細胞分化・骨形成亢進に関与することが報告されている。ところが、なぜ BMP 様の作用を持
つのか？破骨細胞分化に影響は？と言う点は未解明であった。申請者らは、TH の構造式から
NOドナーとなり得ると考え、骨代謝調節機構におけるレドックスシステムの役割から THの
持つ抗酸化作用を活かした骨粗鬆症治療薬開発の可能性を探ろうと着想した 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ヘリオキサンチン誘導体の in vivoでの骨代謝に及ぼす影響を明らかにする。THの
持つ破骨細胞分化抑制機序が、細胞分化が進むにつれて所持する薬物代謝酵素によって産生さ
れたNOにより生じること。さらに産生されたNOを介したレドックスシステムを骨粗鬆症モ
デルマウスに応用することにより、骨形成促進・骨吸収抑制を同時に果たすし、骨量減少の予
防する新規骨粗鬆症治療薬の開発に寄与することが目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 
①ヘリオキサンチン誘導体における in vitro レベルの実験 
1)TH-NO 系による破骨細胞抑制機序の解明 
まずは、細胞レベルにおける解析として、造血幹細胞を用いた破骨細胞分化誘導系に TH を添加
し、破骨細胞分化誘導阻害作用の有無を検証するとともに培地中の NO 産生量をチェックする。
代謝・産生された NO であることを証明するために NOS 阻害薬等を用いることで内在性のＮＯの
関与が無いこと及び NO により活性化するグアニルシクラーゼ阻害薬を用いることで代謝によ
る NO 産生が破骨細胞抑制機序であることを証明する。 
 
2）TH による前骨芽細胞に及ぼす影響に関して骨誘導培地を用いない実験系で検証する。 
In vitro の骨芽細胞による石灰化誘導にはステロイドホルモンを含む骨誘導培地に薬物を添加
し、骨芽細胞の分化マーカー及び石灰化量を画像解析するが、TH 単独添加による前骨芽細胞に
及ぼす影響を解析する。 
 
②ヘリオキサンチン誘導体における in vivo レベルの実験 
In vitro 実験の結果を踏まえ、骨形成促進し、骨吸収抑制を行える至適濃度の範囲の TH を生
体内に投与する。頭蓋骨欠損モデルに徐放製剤化した TH を投与して、μCT による骨量測定を
行い骨再生の有無を検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
①ヘリオキサンチン誘導体における in vitro レベルの実験 
1)TH-NO 系による破骨細胞抑制機序 
ｄｄY 系マウスの大腿骨、脛骨から調整した造血幹細胞に、培養開始時よりヘリオキサンチン
誘導体を 2または 5μM添加したものと，非添加の対照群とに分け 37℃ 5%CO2, 95% air 気相下
にて培養した。CSF—1 と RANKL を共添加し６日間培養後、破骨細胞を同定した。ヘリオキサン
チン誘導体添加群において TRAP 陽性多核細胞及び F アクチンリングを有する細胞の大きさ、
数ともに濃度依存的に減少した。また、培養上清中の NO 濃度が濃度依存的かつ時間依存的に上
昇した。NO のシグナル伝達経路を阻害するグアニル酸シクラーゼ作用阻害剤の ODQ[1H‐
[1,2,4]oxadiazolo-[4，3‐a]quinoxalin-1-one]を添加したところ、破骨細胞分化抑制が解除
された。ヘリオキサンチン誘導体による破骨細胞分化阻害に NO が関与している可能性が示唆さ
れた。また cGMP を基質とする PDE 活性は TH 添加により濃度依存的に抑制され、10μM TH は 40
μM IBMX の阻害効果と同等であった。ヘリオキサンチン誘導体による破骨細胞分化阻害に NO
と PDE 活性阻害が関与している可能性が示唆された。参考文献 1） 
 
2）TH による前骨芽細胞に及ぼす影響 
前骨芽細胞株MC3T3E1細胞を用いてαMEM培地にて37℃ 5%CO2, 95% air気相下にて培養した。
TH は、低濃度でも細胞増殖を停止させるばかりでなく、経時的に濃度依存的に低下させる。一
方、骨芽細胞への分化指標である ALPase 活性を従来知られているよりも濃度依存的に亢進させ



た。また in vitro の石灰化を検証するために培養後 21 日目に von kossa 染色による石灰化
した面積を画像解析したところ、濃度依存的に石灰化面積は亢進した。従来報告されている石
灰化誘導培地に TH を添加した場合よりも 100 倍低濃度でこの現象は起きていた。骨誘導培地に
はステロイドホルモンが含まれており、TH はその作用に拮抗しつつ非常に強力な骨芽細胞分化
因子であることが判明した。 
 
②ヘリオキサンチン誘導体における in vivo レベルの実験 
 In vitro における骨形成促進作用は、骨芽細胞の分化因子であることがわかったので、5週令
B6 マウスの頭蓋骨に骨欠損部を作成し、足場材料であるゼラチンハイドロゲルに TH を染み込
ませ欠損部に埋入する骨再生モデルマウスを用いた in vivo 実験を行った。欠損部に埋め込め
る足場材料に浸漬できる薬用量に限界があり、低濃度で分化作用がある TH でもポジティブコン
トロールとして投与した BMP2 と同様の骨形成は認められなかった。また TH の持つ細胞増殖能
の抑制作用が生体内での骨再生を抑制している可能性が示唆された。そこで TH は徐放製剤化し
て持続的に骨芽細胞分化させると骨形成は亢進した。しかしながら、持続的な大量の骨形成促
進には、前骨芽細胞の増殖を主に骨形成促進をする PTH との協力作用が必要ではないかと示唆
された。 
 
参考文献 
1）Amano H, Iwaki F, Oki M, Aoki K, Ohba S. An osteogenic helioxanthin derivative 
suppresses the formation of bone-resorbing osteoclasts. Regen Thera 11; 290-296,2019 
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