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研究成果の概要（和文）：骨の分解を行う破骨細胞の成熟過程には、ヘムオキシゲナーゼ１（HO-１）の発現減少が必
須である。そのためにHO-１を発現誘導する抗酸化物を投与すると、破骨細胞の成熟・活性化を抑制できる事が考えら
れる。効率的にHO-1を誘導できる抗酸化物として、食物に含まれるポリフェノールが知られているが、未同定の物質が
多く残されている。本研究では、破骨細胞を抑制できるポリフェノールを迅速かつ簡便に検出できるシステムを構築し
た。今後は同定されたポリフェノールに関して、骨吸収抑制メカニズムをさらに詳細に解明する。これらの結果を応用
して、骨吸収を抑制するサプリメントや天然で副作用の少ない薬物の開発を試みる。

研究成果の概要（英文）：Control of decreased expression levels of hemeoxygenase-1 (HO-1) is essential for 
the development of osteoclast formation. Addition of oxidants inducing HO-1 is thought to inhibit the 
osteoclast formation. One of the candidates is polyphenols in foods. However, numerous polyphenols remain 
to be identified. In this study, we constructed rapid and simple systems for detecting polyphenols that 
inhibit osteoclast formation. By the methods, we will analyze the identified polyphenols. Consequently, 
the drugs or supplements that prevent bone absorption by osteoclasts will be developed in future.

研究分野： 歯科薬理学
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１． 研究開始当初の背景 
骨は造骨を担う骨芽細胞と溶骨を担う破骨
細胞のバランスで成り立っている。このバラ
ンスの崩れが、骨代謝疾患である。代表的骨
代謝疾患である骨粗鬆症は、現在の日本では
高齢者の人口増加に伴い、急増している。厚
生労働省の調査では、国内の骨粗鬆症患者は
推計で 1100 万人を超すと推定されている。
骨粗鬆症の予防や治療には、破骨細胞の成熟
化・活性化を抑制するのが最も効率的である。 

我々は独自の研究で、破骨細胞の成熟過
程でヘムオキシゲナーゼ１（HO-１）の発現
減少が必須であることを見出した。つまり、
HO-１発現誘導できる抗酸化物を投与すると、
破骨細胞の成熟・活性化を抑制できると考え
られる。事実、HO-1 を発現誘導できる抗酸化
物質は、破骨細胞分化抑制できた。具体的に
は、ポリフェノールであるクルクミン、カウ
ェオール、フィセチン、抗酸化薬物のデルタ
メトリン、酸化防止剤のブチルヒドロキノン
は、すべて HO-１の発現を増大する抗酸化物
であり、破骨細胞形成の阻害作用が認められ
た。 
 
２．研究の目的 
骨の分解を行う破骨細胞の成熟過程には、
HO-１の発現減少が必須であることを我々は
見出した。すなわち、HO-１を発現誘導する
抗酸化物を投与すると、破骨細胞の成熟・活
性化を抑制できる事が考えられる。効率的に
HO-1 を誘導できる抗酸化物として、食物に含
まれるポリフェノールが知られているが、未
同定の物質が多く残されている。本研究では、
破骨細胞を抑制できるポリフェノールを迅
速かつ簡便に検出できるシステムを構築し
た。同定されたポリフェノールに関して、骨
吸収抑制メカニズムをさらに詳細に解明す
る予定である。これらの結果を応用して、骨
吸収を抑制するサプリメントや天然で副作
用の少ない薬物の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
まず、①HO-1のプロモーター領域を含むHO-1
遺伝子に蛍光タンパク質のGFPを融合させた
ハイブリド遺伝子をプラスミドとして構築
した。②これを RAW-D 細胞に発現させ、RANKL
刺激を行い、破骨細胞に分化させた。③この
細胞に各種ポリフェノールを 0、5, 50μMず
つ加えて培養した。④蛍光プレートリーダー
にて“光る”細胞とそのポリフェノールを同
定した。 
 
４．研究成果 
（１） 蛍光プラスミドの構築 
 
マウス由来 HO-1 遺伝子のプロモーター領域
を含む HO-1 遺伝子に蛍光タンパク質の GFP
を融合させたハイブリッド遺伝子プラスミ
ドとして構築した。HO-1 のプロモーターには、
抗酸化剤応答配列が存在している。この領域

は酸化ストレスが起こると誘導される転写
因子 NF-E2-related factor 2 (Nrf2)がこの
部位に直接結合して HO-1 遺伝子の発現を調
節している。すなわち、HO-1 は酸化ストレス
が起きると誘導されてくる。誘導された HO-1
遺伝子の C 末端に発光タンパク質である GFP
を融合させた遺伝子として構築すれば、HO-1
遺伝子が誘導されれば、発光する HO-1 タン
パク質として産生されると考えた。 
 
（２） プラスミド発現破骨細胞の樹立 
これをマウス・マクロファージ由来の RAW-D
細胞に発現させた。この細胞に破骨細胞分化
に必要不可欠なサイトカインであるRANKLお
よび M-CSF による刺激を行い、破骨細胞に分
化させた。 
 
（３） 蛍光プレートリーダーにて“光る”

細胞の検出 
HO-1 誘導効果により、GFP により緑色蛍光を
発するため、“光る細胞として”が同定でき
た。光る細胞を蛍光プレートリーダーで発現
レベルを検出したところ、予想よりも弱い光
しか発光しないことが分かった。GFP の発光
強度は酸化還元条件に依存されるため、予想
よりも弱い光になったと推定されている。そ
こで GFP よりも発光度が高い３XEGFP を融合
させたハイブリド遺伝子をプラスミドとし
て構築する実験を行った。現在この細胞に関
して詳細な解析を行っている。この細胞が充
分は発光強度が得られた場合には、フラボノ
イド系 42 種（カテキン 7 種、アントシアニ
ン 8 種、タンニン 10 種、ルチン 9 種、イソ
フラボン 8種）、クロロゲン酸系 14 種、フェ
ニルカルボン酸系 10 種、エラグ酸系 12 種、
リグナン系 6種、クルクミン系 8種、クマリ
ン系 8種に関して解析を行う予定である。 
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