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研究成果の概要（和文）：ヘム分解酵素であるヘムオキシゲナーゼ１(HO-1) の発現低下がカス

パーゼ３の活性化と HMGB1 の遊離を促進し破骨細胞分化を促進することを明らかにした。また

HO-1 の発現誘導作用のある Kahweol や Fisetin などのポリフェノールや tBHQ が破骨細胞分化

を抑制することを明らかにした。HO-1 の発現は転写因子 Nrf2により調節されていることから、

Nrf2ノックアウトマウスの骨髄細胞を用いて破骨細胞を形成させたところ、野生型マウスに比

べ顕著な破骨細胞形成促進が見られた。 

研究成果の概要（英文）：We reported that RANKL-induced suppression of heme oxygenase-1 

(HO-1), a heme-degrading enzyme, promoted caspase3 activation and HMGB1 release during 

osteoclastogenesis. Induction of HO-1 by tBHQ or polyphenol such as kahweol and fisetin 

inhibited osteoclastogenesis respectively. Since transcriptional induction of HO-1 is 

up-regulated by Nrf2, we studied the effect of Nrf2 on osteoclastogenesis. Studies with 

Nrf2 KO mice bone marrow macrophages showed enhanced formation of osteoclasts compared 

with wild type mice bone marrow macrophages.  
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１．研究開始当初の背景 
閉経後の女性や卵巣摘出ラットの骨で高

いレベルの遊離鉄が検出されることや、遺伝

性ヘモクロマトーシス（鉄過剰症）に骨粗鬆

症が多くみられることは臨床研究やケース

レポートに多数報告されていた。これらの報

告は鉄過剰が骨粗鬆症のリスクを高める可

能性を十分示唆するものの、これを示した基

礎研究は殆どなされていなかった。我々は鉄

キレート剤である desfferioxamineが破骨細

胞分化を抑制することを見出していた。同様

の結果を Ishii K.らも報告しており(Nature 
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Med. 2009)、鉄が破骨細胞分化にとって重要

な役割を持つと考えられた。我々はさらに破

骨細胞分化誘導因子である RANKLが分化初期

段階に、２価鉄を細胞外に放出するフェロポ

ルチンとヘムオキシゲナーゼ(HO)-1 の発現

を抑制することを見出した。このことは細胞

内鉄レベルが高まる可能性を示唆しており、

鉄過剰状態になった細胞において活性酸素

種 (ROS)の産生が促進される可能性も示唆

している。これまでに ROSが破骨細胞分化を

促進することが報告されていることから、鉄

代謝機構による細胞内 ROSレベルの増減が骨

代謝に及ぼす影響は大きいと考えられた。 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでに、破骨細胞分化初期段階

において RANKL依存的な鉄代謝蛋白の発現減

少と細胞内酸化ストレスの上昇が破骨細胞

分化を促進する可能性があることを示す実

験結果を得ている。これらの結果から、生体

内で鉄過剰状態が生じた場合、ミトコンドリ

アストレスが誘発され、破骨細胞分化がさら

に亢進し、骨粗鬆症の発症を促進するのでは

ないかと我々は考えている。この仮説を検証

するため、本申請研究では鉄を介した破骨細

胞分化調節機構のメカニズムを解明するこ

とを目指している。 

 

３．研究の方法 

(1) 鉄代謝酵素である HO-1 が破骨細胞分化

にどのように関わっているか解析を行

った。 

① マウス HO-1 遺伝子発現ベクターを構築

し RAWD 細胞で一過性に発現誘導させて

破骨細胞形成を TRAP染色でみた 

② RAWD 細胞において siRNA で HO-1 の発現

を抑制した場合の破骨細胞形成を TRAP

染色で、カスパーゼ３の活性化と細胞外

HMGB1 の遊離をウェスタンブロッティン

グで調べた 

③ 活 性 酸 素 消 去 剤 で あ る N-acetyl 

cystein (NAC)を添加した場合の破骨細

胞形成を TRAP 染色で、カスパーゼ３の

活性化と細胞外 HMGB1の遊離をウェスタ

ンブロッティングで調べた 

(2) HO-1の発現を誘導する数種の化合物を用

いて破骨細胞形成と細胞内酸化ストレ

スレベルを調べた 

 

４． 研究成果 

(1)破骨細胞分化に対する HO-1の関与 

① マウス HO-1 遺伝子領域を pcDNA-DEST47

と pcDNA-DEST53 に組み換えた発現ベク

ターを構築した。マクロファージ系細胞

株 RAWD へ一過性に発現誘導するとカス

パーゼ３の活性化は抑えられ HMGB1の細

胞外遊離や破骨細胞形成が阻害された。 

② HO-1 誘導作用をもつ生薬クルクミンが

破骨細胞で HO-1 の発現を誘導し破骨細

胞分化を抑制、細胞外への HMGB1 の遊離

を抑制することを明らかにした。逆にク

ルクミンで HO-1 の発現を上昇させた時

に siRNA で HO-1 の発現を抑制すると細

胞外への HMGB1 の遊離が促進し、破骨細

胞分化も促進することを明らかにした。 

③ NAC はカスパーゼ３の活性化を抑え、

HMGB1 の細胞外への遊離と破骨細胞分化

を抑制した。 

以上の結果をまとめて Sakai E. Journal of 
Cellular Biochemistry 113(2), 486-498 

(2012) に発表した。 

(2) HO-1の発現を誘導する化合物の破骨細胞

分化に対する効果 

① コーヒーに含まれるジテルペン化合物

である Kahweolは RANKLによる Erkの活

性 化 を 強 く 抑 制 し NFATc1 、 Src 、

Cathepsin K の発現と細胞外への HMGB1



 

 

の遊離を抑制し、破骨細胞形成と骨吸収

を抑制した。Fumimoto R. J Pharmacol 

Sci., 2012, 118(4), 479-486 に発表。 

② 殺虫剤に含まれる Deltamethrin は Erk

の活性化と NFATc1 の発現を抑制し、破

骨細胞形成と骨吸収を抑制した。

Sakamoto H. Toxicology in Vitro, 2012, 

26, 817-822 に発表。 

③ 脂質の抗酸化作用をもつ食品添加物で

ある tBHQは HO-1の発現を誘導する一方

で、NFATc1の発現は抑制した。細胞外へ

の HMGB1の遊離を抑制し破骨細胞形成と

骨吸収は抑制された。Yamaguchi Y. J 

Appl Toxicol., 2013. in press. Doi: 

10.1002/jat.2827に発表。 

④ いちごポリフェノールであるフィセチ

ンは HO-1 の発現を促進し、細胞内 ROS

産生を抑え、NFATc1の産生も抑えて破骨

細胞形成と骨吸収を抑制した。Sakai E. 

J. Pharmacol. Sci., 2013.  in press. 

Doi: 10.1254/jphs.12243FP に発表 

   以上の結果は、HO-1の発現を誘導する化合

物が非常に効果的に破骨細胞形成と骨吸収

を抑制することを示している。また細胞内シ

グナルのうちでも Erkの活性化抑制が顕著に

見受けられ、破骨細胞分化に重要な転写因子

である NFATc1 の発現抑制が認められた。細

胞内 ROSの発生が抑えられ、細胞外への HMGB1

の遊離が抑えられた。 

 本研究によって鉄代謝酵素である HO-1 の

発現レベルが破骨細胞の分化を調節できる

ことを示す多くの知見を得ることができ、鉄

代謝と骨代謝との密接な関係を明らかにす

ることができた。 
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