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研究成果の概要（和文）：破骨細胞分化におけるNrf2/Keap1の役割を調べた。Keap1遺伝子欠損破骨細胞前駆細胞ではE
RK, p38MAPK, JNKのリン酸化阻害とNFATc1の発現抑制により破骨細胞分化が阻害された。一方、Nrf2遺伝子欠損破骨細
胞前駆細胞では、ERK, p38 MAPK, JNKの活性化とNFATc1とc-Fosの核移行促進による破骨細胞分化促進が認められた。
しかし大腿骨マイクロＣＴの結果や、大腿骨切片のヘマトキシリン・エオジン染色の結果からは、マウス間で顕著な差
は認められなかった。さらにカフェストールとカウェオール、サンギンH-6と分解産物エラグ酸の破骨細胞分化阻害効
果を比較した。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the role of Keap1/Nrf2 axis in the differentiation of 
osteoclast using wild-type, Keap1-deficient, and Nrf2-deficient mice. Keap1-deficient osteoclast 
precursors showed defects in osteoclastogenesis through the inhibition of phosphorylation of ERK, P38 
MAPK, and JNK. Furthermore, the protein expression of NFATc1 was significantly downregulated. In 
contrast, Nrf2-deficient osteoclast precursors underwent enhanced osteoclastogenesis through the 
activation of ERK, p38 MAPK, and JNK signaling. Moreover, nuclear translocation of NFATc1 and c-Fos was 
increased in Nrf2-deficient osteoclast precursors. However, microcomputed tomographic analyses and 
histological analyses of femurs with hematoxylin-eosin staining showed no significant defects among these 
mice. Furthermore, we compared the inhibitory effects of cafestol and kahweol, or sanguiin H-6 and its 
degradation product, ellagic acid on osteoclast differentiation.

研究分野： 歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 
酸化ストレスは細胞にダメージを与え、細胞
を死に向かわせるものとして考えられてき
た。しかし近年、弱い酸化ストレスは細胞分
化を促進することが報告され始めている。破
骨細胞においても、2005 年頃から酸化ストレ
スが分化促進的に働くことを示した論文を
目にするようになった。我々は破骨細胞分化
過程において、抗酸化酵素であるヘムオキシ
ゲナーゼ１（HO-1）の発現を上昇させると破
骨細胞分化が阻害され、逆に HO-1 の発現を
抑制すると分化が促進されることを明らか
にした。HO-1 の発現は転写因子 Nrf2 と Nrf2
の制御分子であるKeap1によって制御されて
いることから、Nrf2/Keap1 による酸化ストレ
ス制御システムが破骨細胞分化に影響を与
えるのではないかと考えた。本研究開始当初、
破骨細胞分化における Nrf2/Keap1 の役割は
まだよく明らかにされていなかった。そこで
まず Nrf2 を活性化することが知られていた
tert-Butylhydroquinone (tBHQ)を添加した
ところ、破骨細胞分化が阻害されることを明
らかにした。さらに tBHQ は Nrf2 の核移行を
促進するが、破骨細胞分化に重要な転写因子
であるNFATc1や c-Fos の核移行を阻害し破
骨細胞分化を抑制することを見出した。しか
しながら、Nrf2 が活性化することで、なぜ上
記のような破骨細胞分化の阻害が認められ
るのか、その分子メカニズムはまだ明らかで
はなかった。 
 
２．研究の目的 
Nrf2/Keap1 システムの破骨細胞分化におけ
る役割を解明する。さらに Nrf2 を活性化す
ることができる天然物リガンドを探し、その
化学構造と分化抑制効果の比較を行い、より
有効な化学構造の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 破骨細胞分化における Nrf2/Keap1 シス

テムの役割を解明する。 
①  Nrf2 遺伝子欠損マウス(Nrf2 KO)、Keap1

遺伝子欠損マウス(Keap1 KO)、野生型マ
ウス(WT)の骨髄細胞または脾臓細胞か
ら破骨細胞を形成し、分化を促進する転
写因子とMAPキナーゼの活性化の程度と、
その活性化に必要な細胞内活性酸素種
(ROS) の産生量を比較する。 

 
②  マイクロ CT から骨形態計測を行う。 
 
③  大腿骨切片のHE染色とTRAP染色を行

い、in vivo における破骨細胞分化の差を
観察する。 

 
(2) 天然物リガンドの中でも Nrf2 を活性化

することを指標に、本研究で用いる天然
物リガンドを選別し、化学構造と破骨細
胞分化抑制効果の強さを比較検討する。 

 

４．研究成果 
(1) Nrf2 KO では、破骨細胞分化を促進する

転写因子 NFATc1 と c-FOS の核移行の促
進と、Erk、p38 MAPK、JNK などの MAP キ
ナーゼの活性化がおこり、顕著に破骨細
胞形成が亢進したのに対し、Keap1 KO で
はこれらの転写因子の核移行もMAPキナ
ーゼの活性化もおこらず、破骨細胞が殆
ど形成されないことを見出した。細胞内
ROS は Nrf2 KO＞野生型＞Keap1 KO の順
で高く、酸化ストレスのレベルの違いが
認められた。ROS はホスファターゼの活
性を阻害してMAPキナーゼの活性化を維
持することが知られている。そこで、ROS
消去剤である N-アセチルシステインを
添加すると、Nrf2 KO で見られた MAP キ
ナーゼの活性化は野生型レベルにまで
減弱した。このことから、Nrf2 KO にお
いては、細胞内 ROS が MAP キナーゼの活
性化を促進し、その結果、破骨細胞分化
が促進が促進したと考えられる。逆に、
Keap1 KO の場合は、常に Nrf2 が活性化
されているため、細胞内酸化ストレスは
低く保たれており、MAP キナーゼの活性
化が殆どおこらず、その結果、破骨細胞
が形成されないことが明らかになった。 

 
上記のように、in vitroにおいては Nrf2 
KO で、顕著な破骨細胞分化の促進がおこ
り、Keap1 KO では破骨細胞が殆ど形成さ
れなかったのに対し、各マウスの大腿骨
のマイクロＣＴ像を比較し、骨形態計測
を行ったところ、特に目立った大きな差
は認められなかった。 
 
大腿骨切片を TRAP 染色し、組織中の破
骨細胞数を計測したが、野生型と Nrf2 
KO では、著しい差は認められなかった。
Keap1 KO では、破骨細胞数の減少が認め
られたが、in vitro で見られたような
著しい破骨細胞分化の抑制は見られな
かった。 
 

(2) 天然物リガンドの中でも、HO-1 の発現上
昇を指標にして、Nrf2 を活性化する化合
物を選び破骨細胞分化への影響を調べ
た。 

① リクイリチゲニンは甘草フラボノイド
由来のアグリコンである。大豆イソフラ
ボンもアグリコンに糖が結合した配糖
体であるが、体内では腸内細菌で分解さ
れてアグリコンの形で腸管から吸収さ
れる。大豆イソフラボンのアグリコン部
分は女性ホルモンであるエストロゲン
に良く似た化学構造をしている。甘草由
来のリクイリチゲニンも、大豆イソフラ
ボンのアグリコンと非常に類似の構造
で、従ってエストロゲンとも良く似てい
る。本研究によって、リクイリチゲニン
が、破骨細胞分化を抑制する濃度で、骨



芽細胞の分化を促進することが明らか
になった。 

 
② 以前、我々はコーヒー豆に含まれるジテ

ルペン化合物であるカウェオールに強
い破骨細胞分化抑制効果があることを
報告していたが、本研究ではカウェオー
ルの化学構造に非常に類似したカフェ
ストールの破骨細胞分化抑制効果を明
らかにすることができた。即ち、カウェ
オールとカフェストールは化学構造的
には１本の２重結合が有るか無いかの
違いなだけであるが、以前、Keap1 との
結合能がカウェオールの方が強いと報
告されているように、本研究の結果でも 
カウェオールの方が、HO-1 や NQO1 など
の第２相抗酸化酵素群の発現を上昇さ
せる能力が強く、カウェオールは Keap1
との結合がより強く、Nrf2 の活性化を強
く促進するものと思われた。破骨細胞分
化抑制効果もカウェオールの方が強く、 
それに比べるとカフェストールはマイ
ルドに破骨細胞分化を抑制した。しかし
ながら、カフェストールは骨芽細胞分化
を促進したので、カフェストールの方が、
骨粗鬆症治療薬として期待できる。 
 

③ 苗代いちご抽出液主成分の サンギン
H-6 は加水分解タンニンに属し、本研究
によって強い破骨細胞分化抑制効果が
あることが明らかになった。前述のリク
イリチゲニンやカウェオール、カフェス
トールが 10 micro M 前後で阻害効果が
見られるのに対し、サンギン H-6 は 1.5 
micro M でほぼ完全に破骨細胞分化を抑
制した。IC50 は 0.42 micro M と非常に
強い分化抑制効果を示した。また、炎症
性サイトカインであるTNF-alphaをマウ
ス頭部皮下に投与して破骨細胞を形成
させる実験系で、サンギン H-6 を投与す
ることで、in vivo における破骨細胞形
成を有意に抑制することができた。これ
より、サンギン H-6 には炎症性骨破壊の
抑制効果が期待できる。またサンギン
H-6 は水溶液中でエラグ酸に分解される。
本研究によりエラグ酸にも破骨細胞分
化抑制効果があることが明らかになっ
た。エラグ酸の IC50が 1.43 micro M で
あったことから、サンギン H-6 はエラグ
酸に分解されて破骨細胞分化抑制効果
を示したものと考えられる。 
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