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研究成果の概要（和文）：抗癌作用を持つ漢方成分アルクチゲニンは、破骨細胞の分化と機能を

抑制する新規天然化合物であることを見出した。RANKL シグナルによって誘導される破骨細

胞分化において、アルクチゲニンはNFATc1の転写機能の活性化を抑制した。本研究によって、

これまで知られていた核移行の阻害による NFATc1 の機能抑制とは異なる、新しい NFATc1 転

写活性化の制御機構が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Arctigenin, an anti-tumor compound, is a plant-derived natural 

molecule. We find that arctigenin inhibits osteoclast formation and function. In 

RANKL-induced osteoclastogenesis arctigenin markedly represses the transcriptional 

activity of NFATc1. Our results suggest that a novel mechanism of NFATc1 in its 

transcriptional regulation, that is different from a known inhibitory mechanism by which 

NFATc1 is retained in the cytosol.  
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１．研究開始当初の背景 

炎症や癌による骨破壊は骨粗鬆症と並ん

で重大な骨減少疾患である。これらの骨減少

は破骨細胞の過剰な機能亢進による。骨吸収

を抑制する化合物が臨床的にも使われてい

るが、顎骨壊死を誘導するビスホスホネート

製剤、感染抵抗性を低下させる TNF 抗体製

剤、骨形成抑制も起こす免疫抑制剤サイクロ

スポリンなど、いずれも重篤な副作用とのバ

ランスの上で使用されている。骨吸収特異的

に抑制しうる抗RANKL抗体などの生物製剤

も上市されつつあるが非常に高価である。こ

れら副作用などの点から、骨吸収に対し特異

性の高い抑制効果を持つ安全性の高い化合

物が求められている。 

我々は、漢方由来成分のスクリーニングに

おいて、抗癌作用を持つアルクチゲニンが破

骨細胞の分化特に機能を抑制することを見

出した。 
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２．研究の目的 

癌細胞の増殖抑制を指標にして同定され
た漢方薬由来の低分子化合物アルクチゲニ
ンは、破骨細胞の分化や機能を抑制する新規
化合物であることを見出した。本研究では、
破骨細胞におけるアルクチゲニンの標的分
子を同定し、骨吸収に対する抑制作用機序を
明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）破骨細胞前駆細胞を用いた細胞増殖と

破骨細胞分化に対するアルクチゲニンの作

用の解析 

①マウス骨髄マクロファージの増殖をアラ

マブルーアッセイ法で定量した。②マウス骨

髄マクロファージを M-CSFと RANKL で破

骨細胞分化を誘導し、TRAP 染色によって多

核破骨細胞の形成を定量化した。③マウス頭

蓋冠由来骨芽細胞とマウス骨髄細胞の共存

培養を活性型ビタミン D で破骨細胞分化を

誘導し、TRAP 染色によって多核破骨細胞の

形成を定量化した。 

（２）成熟破骨細胞を用いた骨吸収活性とア

クチンリング形成に対するアルクチゲニン

の作用の解析 

コラーゲンコートしたディッシュ上でマウ

ス頭蓋冠由来骨芽細胞とマウス骨髄細胞を

活性型ビタミン D 存在下で共存培養し破骨

細胞を調製した。調製した破骨細胞を象牙切

片上で培養し①骨吸収窩の形成を定量化、②

ローダミン結合ファロイジンでアクチン染

色を行いリング形成を定量化した。 

（３）RANKL が誘導する分化シグナルに対

するアルクチゲニンの抑制作用の解析 

①MAP キナーゼ経路に対する作用、NFkB

経路に対する作用、Akt 経路に対する作用を、

それぞれ抗リン酸化抗体を用いたウェスタ

ンブロット法で解析した。②破骨細胞マーカ

ー遺伝子の発現を経時的に定量的 RT-PCR

法で定量した。 

（４）NFATc1 シグナルにおけるアルクチゲ

ニンの作用の解析 

①骨髄マクロファージを用いたRANKL誘導

破骨細胞分化において経時的に抗NFATc1抗

体で蛋白発現量をウェスタンブロット法で

定量化した。②破骨細胞の細胞質画分と核画

分を分離して、NFATc1 の核移行をウェスタ

ンブロット法で定量化した。③クロマチン免

疫沈降法で NFATc1 の DNA 標的部位への結

合能を調べた。④骨髄マクロファージを用い

たルシフェレースアッセイ法でNFATc1の転

写活性を定量した。 

（５）動物を用いた骨吸収モデルにおけるア

ルクチゲニンの作用の解析 

①卵巣摘出による閉経後骨吸収モデルにお

ける骨減少抑制効果②活性型ビタミン D を

用いた急性骨吸収モデルにおける骨減少抑

制効果それぞれを、小動物用マイクロ CT を

用いて骨量の定量、血清カルシウム濃度の測

定を行なって調べた。 

（６）炎症応答におけるアルクチゲニンの作

用の解析 

①骨髄マクロファージにおける LPS 応答性

に対する作用をウェスタンブロット法を用

いてシグナル蛋白のリン酸化を調べた。②T

細胞の活性化における抑制作用を脾臓由来

細胞をイオノマイシンおよび TPA で刺激し

て T 細胞マーカー遺伝子の発現を定量的

RT-PCR 法で定量した。 

 

４．研究成果 

（１）①アルクチゲニン 10uM 存在下でも骨

髄マクロファージは正常に増殖した（図１）。

②1uM のアルクチゲニンは骨髄マクロファ

ージからの破骨細胞分化を強く抑制した。③

共存培養による破骨細胞分化も同様に強く

抑制した。以上より、アルクチゲニンは細胞

毒性によらずに破骨細胞分化を抑制する新

規化合物であることが明らかになった。 

 

 
図１ 骨髄マクロファージの増殖 

 

（２）①骨吸収窩の形成は 0.1uM のアルクチ

ゲニンで有意に抑制された。②アクチンリン

グ形成は 1uM のアルクチゲニン存在下でも

維持されていた。以上より、アルクチゲニン

はカルシトニンと異なり、アクチンリングの

破壊を経ずに吸収機能を抑制することが示

唆された。 

（３）①破骨細胞の分化・機能を抑制する濃



 

 

度でのアルクチゲニンは MAP キナーゼの

p38、ERK、JNK いずれのリン酸化も抑制し

なかった。また、NFkBp65 や IkB のリン酸

化や、IkBの一時的な分解も抑制しなかった。

生存や増殖に関わるAktのリン酸化も正常で

あった。以上より、RANKL 刺激による初期

の活性化経路に対するアルクチゲニンの影

響は無いことが明らかとなった。②破骨細胞

のマーカー遺伝子 TRAP、カテプシン K、カ

ルシトニン受容体、OSCAR、DC-STAMP い

ずれもアルクチゲニンにより発現が抑制さ

れた。一方、Fos、RANK の発現には影響し

なかった（図２）。以上から、破骨細胞の分

化マーカー遺伝子の発現はアルクチゲニン

により抑制されることが明らかとなった。 

 

 
図２ 破骨細胞マーカー遺伝子の発現 

 

（４）①破骨細胞分化における NFATc1 の発

現はアルクチゲニン存在下でも見られるが、

強い発現亢進が起こらなかった。②RANKL

で誘導されるNFATc1の核移行はアルクチゲ

ニン存在下でも観察されたが、アルクチゲニ

ン単独処理でも NFATc1 は核に移行した（図

３）。③RANKL 刺激によって NFAtc1 は

OSCAR のプロモータ領域に結合したが、ア

ルクチゲニンの存在下では結合が見られな

かった。④アルクチゲニンは NFAT レポータ

活性の亢進を強く抑制した。以上より、アル

クチゲニンはNFATc1の核移行を促進するが、

転写活性化機能を阻害することが分かった。 

 

 
図３ NFATc1の核移行 

 

（５）①卵巣摘出マウスに対し抗癌作用を示

したアルクチゲニン 50ug/マウスの腹腔内投

与を４週間行なったが骨量の減少を抑える

ことが出来なかった。②アルクチゲニン 1mg/

マウスの投与は活性型ビタミンアナログ２

日間投与による血清カルシウム濃度の亢進

を抑制する傾向が見られたが、骨量の変化に

は差が無かった。以上より、骨量減少に対す

るアルクチゲニンによる抑制には in vitro か

ら予想される濃度では効果的でないことが

示唆された。 

（６）①骨髄マクロファージにおける LPS

応答性の MAP キナーゼの p38、ERK、JNK

いずれのリン酸化もアルクチゲニンは抑制

しなかった。②T 細胞の活性化による IL-12

や GM-CSF の遺伝子発現はアルクチゲニン

によって抑制されなかった。以上より、アル

クチゲニンの抑制作用の破骨細胞特異性が

示唆された。 
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