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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規に合成したトリプトファン誘導体と合成副腎皮質ホ

ルモンの１つであるデキサメサゾン（Dex）の骨芽細胞分化に対する影響とその分子機構につ

いて解析を行った。研究の結果、トリプトファン誘導体および Dex は、骨芽細胞分化を促進す

るものの、その作用効果は作用させる細胞の分化レベルに大きく依存することが明らかになっ

た。さらに、この骨芽細胞促進効果には転写因子 Osterix が重要な役割を担うことが示唆され

た。また、その一方で、これらの化合物を、骨芽細胞と未分化間葉系幹細胞（MSC）の共培養

系へ作用させると、MSC において骨芽細胞マーカーである BSP や ALP の発現が著しく増加

することが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effect of newly synthesized 

tryptophan derivatives and dexamethasone (Dex), a synthetic glucocorticoid, on osteoblast 
differentiation. The tryptophan derivatives and Dex enhanced terminal osteoblast 
differentiation, as indicated by mineralization. However, no inductive effect was 
observed on commitment of mesenchymal stem cells (MSC) into osteoblast 
differentiation was observed. Furthermore, it was suggested that a transcription factor, 
Osterix, played an important role in the mechanism by which tryptophan derivatives 

and dexamethasone induced terminal osteoblast differentiation. In addition, we 
demonstrated that these agents significantly induced mRNA expression levels of the 
osteogenic marker genes bone sialoprotein (BSP) and Alkaline Phosphatase (ALP) in 
MSCs co-cultured with osteoblasts. 
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１．研究開始当初の背景 

骨芽細胞は骨形成において中心的な役割を
担う細胞である。したがって、骨芽細胞の分
化を誘導・促進する因子は骨粗鬆症の治療薬
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としての応用が期待される。骨芽細胞分化を
促進する因子として、デキサメサゾンが知ら
れるがその作用機序については不明な点が
残されている。また、我々は、新規に化学合
成したトリプトファン誘導体にも骨芽細胞
分化促進効果があることを世界に先駆けて
報告した。しかし、このトリプトファン誘導
体の骨芽細胞分化に対する作用機序につい
ては明らかにされていなない。 

 

２．研究の目的 

 

骨粗鬆症は高齢者人口の増加が進行するな
かで罹患者が増加しており、その予防と治療
の重要性が増している。しかしながら、現在
の医療では、薬物を使用しても骨量の維持が
精一杯であり、青壮年期に骨量を増加させる
ことは困難な状況である。そこで、本研究で
は、骨粗鬆症や骨形成不全症などの治療およ
び予防への応用を目的とし、トリプトファン
誘導体（VEDI）および合成副腎皮質ホルモ
ン(Dex)を用いた骨芽細胞分化促進方法の確
立とその作用機構の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

 
トリプトファン誘導体および Dex を様々な条
件で培養細胞に作用させ、最も効果的に骨芽
細胞分化が亢進される条件を同定した。さら
に、同定された条件において、網羅的な遺伝
子発現解析を行い、関連因子の同定を行った。 
骨芽細胞分化の指標として次の 3点について
解析を行った。 
 
(1) 石灰化物の形成（方法：Alizarin 染色,

沈着カルシウムの定量） 
(2) Alkaline phosphatase (ALP) 活性（方

法：p-nitrophenyl phosphate を基質と
した定量） 

(3) 骨基質タンパク,関連転写因子の発現量
（方法：real time RT-PCR, Western 
blotting）。 

 
また、骨芽細胞分化誘導因子の作用効果は作
用濃度や時間の他に、作用させる細胞の分化
レベルに依存することが知られている。 
ラット頭蓋冠から樹立された未分化間葉系
幹細胞（ROB-C26）は，サイトカインである
BMP-2 を作用させると骨芽細胞へ分化する。
そこで、細胞分化レベルに依存した、Dex お
よびトリプトファン誘導体の作用効果の違
いを検討するために、サイトカイン（BMP-2）
を用いて未分化間葉系幹細胞を骨芽細胞へ
分化誘導しながら、さまざまなタイミングで
DexあるいはVEDIを作用させその影響を解析
した。 
 

４．研究成果 
 
(1) 骨芽細胞分化誘導作用を有する新規合

成トリプトファン誘導体の同定 
 
トリプトファンはセレトニンやメラトニな
どの基になる物質であり，その基本骨格は
様々な生理活性物質の母骨格となっている。
そこで，トリプトファンを基に様々な新規化
合物を合成し，生理活性を有する物質の網羅
的なスクリーニングを行った。その結果，骨
芽細胞のアポトーシスを抑制し，石灰化を促
進する効果がある 2種類の化合物を同定する
ことに成功した。これらの化合物は，
SST-VEDI-1およびSSH-BMIと名付けられた化
合物で，どちらもトリプトファンから脱炭酸
して得られる構造を基本骨格として持つ（図
1）。これらの化合物を培養骨芽細胞に作用さ
せ た 実 験 で は ， 培 養 液 中 の 濃 度 が
10-10M~10-11M という低濃度でも効果が認め
られた（図 1）。さらに，マウスを用いた毒性
試験においては，生体に対する安全性が示さ
れた (LD50（半数致死量）：80 mg/kg 以上)。 
 

 
 
(2) 作用させる細胞の分化レベルに依存し

た作用条件の同定 
  
細胞の分化レベルに依存した Dex およびトリ
プトファン誘導体の作用効果を検討した結
果、ROB-C26 を BMP-2 添加培地で培養した場
合，Dex あるいはトリプトファン誘導体を培
養の初期（培養 6日目以前）に作用させると
骨芽細胞への分化は亢進せず、培養後期（培
養 9日目以降）に作用させると，骨芽細胞へ
の分化が亢進することが明らかになった（図
2）。また，ROB-C26 細胞に BMP-2 を作用させ
ると骨芽細胞分化誘導転写である Osterix の
発現が誘導され、ROB-C26 細胞は骨芽細胞へ
と分化し、石灰化した骨様結節を形成する。
しかし、Dex あるいはトリプトファン誘導体



を培養の初期（培養 0 日目～6 日目）に作用
させた場合には、Osterix の発現が抑制され、
石灰化物の形成も抑制された。一方、培養後
期（培養 9 日目～12 日目）に作用させた場合
には、Osterix の発現は抑制されず、BMP-2
を単独で作用させたときよりも顕著にいく
つかの骨基質タンパク質の発現量が増加し
た。これらの結果から、Dex あるいはトリプ
トファン誘導の骨芽細胞分化に対する作用
効果の相違には転写因子 Osterix が重要な役
割を担っていると考えられる。 
 
 

 

 
(3) 骨芽細胞との共培養系における MSC の

分化誘導効果(論文投稿中) 
 
培養細胞 MLO－A5は成熟骨芽細胞様の表現型
をもつ。この MLO-A５と MSC を共培養すると

MSC は骨芽細胞へと分化誘導される。そこで、
この共培養系に Dex あるいはトリプトファン
誘導体を作用させ、MSC の骨芽細胞分化に対
する影響を解析した。その結果、MLO-A5 と共
培養した MSC では、単独で培養した MSC と比
較して、Runx2, Osterix, Dlx5 といった骨芽
細胞分化関連転写因子の発現量レベルに差
は見られなかった。Dex およびトリプトファ
ン誘導体を添加した場合においても同様の
結果であった。一方、ALP および BSP の発現
量の発現量は Dexあるいはトリプトファン誘
導体を作用させた共培養群において、非添加
の共培養群と比較して顕著な増加が認めら
れた。さらに、共培養群では、単独培養群と
比較して、ヒストンタンパク質のアセチル化
レベルが亢進していた。これらの結果から、
MLO-A5がMSCのクロマチンをリモデリングす
ることで、Dex やトリプトファン誘導体によ
る ALP や BSP の発現誘導を亢進している可能
性が示唆された。 
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