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研究成果の概要（和文）：　新規骨疾患治療薬を見いだすべく破骨細胞分化阻害剤の探索を行った結果、SUKU-1を見出
した。さらに、SUKU-1誘導体を用いたスクリーニングにより、SUKU-33を最も強い破骨細胞分化阻害剤として同定した
。SUKU-33の処理によりRANKLにより誘導される破骨細胞分化関連遺伝子が減少した。さらに、SUKU-33はUridineの取り
込みを阻害した。
　以上の結果よりSUKU-33はヌクレオシドトランスポーターを阻害することにより、mRNAの発現を抑制し破骨細胞分化
抑制効果を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to identify a new therapeutic drug for bone-related diseases, we 
screened for small-molecules that inhibit osteoclast differentiation. We found that a novel compound, 
SUKU-1, suppressed RANKL-induced osteoclastogenesis. We also synthesized 38 derivatives of SUKU-1 and 
identified SUKU-33 as a most potent inhibitor. We found SUKU-33 suppressed RANKL-induced expression of 
osteoclast-related genes. By measuring the uptake of [3H]-uridine, we found that SUKU-33 inhibited 
transport of nucleoside via both equilibrative nucleoside transporters and concentrative nucleoside 
transporters. These results suggest that SUKU-33 inhibits osteoclastogenesis by suppressing nucleoside 
transporters.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
 超高齢化社会を迎えた我が国において骨
粗鬆症の患者数は増加の一途を辿り、1000万
人を超える。骨粗鬆症は骨折やそれに伴い寝
たきりを引き起こすことから、患者の QOL
に大きく関わる疾患であり、その病態解明・
適切な治療が求められる。 
 骨粗鬆症の原因は破骨細胞の活性化であ
る。骨形成は骨を分解する破骨細胞と骨を作
る骨芽細胞で制御される(karsenty G., et al. 
Dev. Cell, 2: 389-406, 2002)。骨粗鬆症ではこの
バランスが崩れ、破骨細胞の働きが骨芽細胞
の働きより亢進することで骨がもろくなり
発症する。そこで、破骨細胞の活性化を抑制
する化合物は有効な骨粗鬆症治療薬となり
うるとの考えから治療薬開発が進められ、第
一選択薬としてビスホスホネート系製剤が
臨床で広く用いられている。ビスホスホネー
ト系製剤は pH の低い骨吸収場の破骨細胞
に対して選択的に取り込まれ、細胞死を誘導
する。しかし、ビスホスホネート系製剤の多
くは吸収効率が非常に低く、起床空腹時に服
用することや服用後に横たわることを禁止
されるなど、特に高齢者には服用が負担とな
る場合がある。さらに長期投与することで薬
剤が骨に蓄積し、顎骨壊死や大腿骨骨折など
の重篤な副作用を示すことが報告されてい
る(Watts, N. B., et al. J. Clin. Endocrinol. Metab. 
95: 1555–65, 2010)。このビスホスホネート系
製剤が抱える問題を解決すべく、新たな作用
機序で薬効を示す骨粗鬆症治療薬の開発が
求められている。 
 本研究課題では、破骨細胞の分化に着目し
た。破骨細胞はマクロファージ系前駆細胞か
らRANKLなどのサイトカインにより分化し
成熟する。この過程を阻害する物質は破骨細
胞の働きを抑えることができ、ビスホスホネ
ート系製剤に替わる新規骨粗鬆症治療薬と
なりうると考えられる。また、破骨細胞の活
性化は骨粗鬆症だけでなく、リウマチによる
骨破壊やがん骨転移などさまざまな骨疾患
の発症や進行を引き起こす(Rodan GA., et al. 
Science, 289: 1508-14, 2000)ことから、得られ
た化合物は多くの骨疾患に有効である可能
性が考えられる。さらに、破骨細胞の分化メ
カニズムは解明されていない点が残されて
おり、同定した化合物の分子機構を明らかに
することで、破骨細胞の新たな分化機構が明
らかになる可能性もある。 
 
２．研究の目的 
 
 上記の背景のもと、本研究課題ではビスホ
スホネート系製剤に替わる新規骨疾患治療
薬を見出すべく、破骨細胞分化を抑制する化
合物の同定、同化合物の作用機序解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 

 
8週齢 ICRマウスの大腿骨から骨髄細胞を採
取し、M-CSF 存在下で 72 時間培養し、マウ
ス骨髄細胞由来マクロファージ(BMM)を得
た。さらに RANKLを添加し 72時間培養し破
骨細胞に分化させた。破骨細胞の検出には
TRAP染色を用い、細胞毒性はMTT assayで
評価した。 また、同定した化合物がタンパ
ク質リン酸化に与える影響はウエ

え

スタンブ
ロット法で、破骨細胞分化関連遺伝子の発現
量に与える影響は RT-PCRで評価した。RNA
合成阻害活性は、[3H]-Uridineを 1時間細胞内
に取り込ませ、TCA固定後の放射活性を測定
した。ヌクレオシド取り込み活性は、 
[3H]-Uridineを 5分間細胞内に取り込ませ、細
胞内放射活性を測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1)破骨細胞分化阻害活性物質の探索 
 RANKL が誘導する破骨細胞の分化を阻害す
る物質を探索した。BMM に RANKL を添加する
と同時に化合物を処理し、72 時間後に TRAP
染色により破骨細胞分化阻害活性を評価し
た。その結果、破骨細胞分化阻害物質として
SUKU-1を見出した。（図1）。そのIC50値は10.4 
M だった。 
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図１ A. SUKU-1 の構造式 B. TRAP 染色によ
る SUKU-1 の破骨細胞分化阻害活性の評価 
(赤く染色される巨大細胞が破骨細胞) 
 
(2) SUKU-1誘導体を用いた破骨細胞分化阻害
物質の探索 
SUKU-1 誘導体 38 種類(SUKU-2〜SUKU39)を用
いて、より強い破骨細胞分化阻害活性を探索
した結果、SUKU-33 を見出した (図 2A)。
SUKU-33 は IC50値 4.17 M で破骨細胞の分化
を阻害した (図 2B)。一方で SUKU-33 は細胞
毒性を示さなかった(図 2C)。 
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図 2 A. SUKU-33 の構造式 B.TRAP 染色によ
るSUKU-33の破骨細胞分化阻害活性の評価 C. 
MTT assay による SUKU-33 の細胞増殖阻害活
性評価 
 
(3)SUKU-33 が破骨細胞分化関連遺伝子の発
現に与える影響 
 RANKL 刺激により、そのレセプターである
RANK が活性化し、NFB や ERK, p38, JNK な
ど kinase が 活 性 化 し 、 NFATc1,TRAP, 
DC-STAMP などの破骨細胞分化関連遺伝子が
発現する。 
 まず、SUKU-33 がタンパク質リン酸化に与
える影響を評価した。BMM に SUKU-33 を 1 時
間前処理し RANKL 処理後 15 分後のタンパク
質のリン酸化をウエスタンブロット法で評
価した。その結果、RANKLにより p38, ERK, JNK
はリン酸化されるが、SUKU-33 は影響を与え
なかった。また、NFB シグナルに与える影響
をその阻害タンパク質 IB の 分解を指標に
評価した。その結果、RANKL 処理により IB
は分解されNFBシグナルは活性化されるが、
SUKU-33 は IkB の分解にも影響を与えないこ
とが明らかとなった。(図 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  SUKU-33 が RANKL により誘導されるタ
ンパク質リン酸化に与える影響 
 
 
 さらに、RT-PCR により NFATc1, TRAP, 
DC-STAMP の発現に与える影響を評価した。
BMM に SUKU-33 を 1 時間前処理し RANKL 処理

後 24 時間後の遺伝子発現を評価した。その
結果、SUKU-33 は破骨細胞の分化を阻害した
濃度で RANKLにより誘導された TRAP, NFATc1, 
DC-STAMP の発現を抑制することが明らかと
なった(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4  SUKU-33 が破骨細胞分化関連遺伝子の
発現に与える影響 
 
 
(4) SUKU-33 がヌクレオシド取り込みに与
える影響 
 SUKU-33 が破骨細胞分化関連遺伝子の発現
を抑制したことから、SUKU-33 が RNA 合成に
与える影響を評価した。RAW264 細胞に
[3H]-Uridine を取り込ませ、高分子画分の放
射活性を測定した結果、SUKU-33 は破骨細胞
分化を阻害した濃度でUridineの取り込みを
阻害した(図 5A)。 
 RNA 合成が阻害される原因として、転写の
過程が阻害されることと、ヌクレオシドの取
り込み自体が阻害されることが考えられる。
ヌクレオシドトランスポーターとして、
concentrative nucleoside transporter 
(CNT) と equilibrative nucleoside 
transporter (ENT)が報告されている。そこ
で、CNT, ENT ともに発現が報告されている
RAW264 細胞および BeWo 細胞において、
Uridine の取り込み活性を測定した。その結
果、SUKU-33 は Uridine の取り込みを完全に
阻害したことから、CNT と ENT をともに阻害
していることが明らかとなった(図 5B,C)。 
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図 5 A. SUKU-33 による RNA 合成阻害活性
(RAW264 細胞) B, C.SUKU-33 によるヌクレオ
シド取り込み阻害活性 (B, RAW264 細胞; C, 



BeWo 細胞) 
 
(5)結論 
 
・破骨細胞分化阻害活性物質 SUKU-33 を同定
した。 
・SUKU-33 は CNT および ENT を阻害すること
により、破骨細胞分化関連遺伝子の発現を抑
制し破骨細胞の分化を阻害した(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 SUKU-33 の作用機構 
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