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研究成果の概要（和文）：in vitroではいくつかのフラボノイドには抗がん作用があることが報告されている
が、がんの骨浸潤に重要な役割をする破骨細胞や骨芽細胞に関しては検討されていない。今回行った研究におい
て、抗がん作用を持つだけでなく、破骨細胞形成にも関与するフラボノイドをその構造から６種類に分類し解析
した。その結果、漢方薬の甘草に含まれるリクイリチゲニンが破骨細胞抑制効果を持ち、骨芽細胞分化への抑制
はなく、さらに副作用も少ない構造を持つ薬物であることが明らかとされた。

研究成果の概要（英文）：Lots of researchers reported that some flavonoids have an anti-cancer effect
 in vitro. But any effects of osteoclast and osteoblast correlated bone invasion and metastasis of 
cancer cells remain to investigate. In this research, we classified flavonoid into six gropes from 
its structure and analyzed the effect of each flavonoid in osteoclastogesesis. In result, 
Liquiritigenin, a component obtained from a Chinese herb, showed a significant inhibition effect 
during osteoclastogenesis. On the other hand, it did not inhibit osteoblast formation. 
Liquiritigenin is an aglycone of liquiritin, and it is one of the flavonoids present in Glycyrrhizae
 radix known as one of Kampo drug. Liquiritigenin has been shown to have various pharmacological 
effects, such as antioxidative, antitumor, and anti-inflammatory effects. Our data suggest that 
liquiritigenin may act as an inhibited supplement of osteoclasts in bone diseases such as 
osteoporosis.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
漢方薬の甘草に含まれるリクイリチゲニンは破骨細胞抑制効果を持ち、骨芽細胞への抑制はない薬物であること
が明らかとされた。破骨細胞形成を抑制した濃度は、構造の異なるフラボノイド、フィセチンと比較するとやや
高い濃度であったが、骨芽細胞の形成を促進した初めてのフラボノイドであった。少しだけ構造のことなるフラ
ボノイドにおいて、破骨細胞抑制効果がかなり違うことが明らかにされたことは、サプリメント開発において有
意義なものであると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

フラボノイドは、ベンゼン環２個を３個の炭素原子でつないだ構造を有するフェニル化合物の総称で、

抗菌作用や抗酸化作用だけでなく、抗炎症作用、発がん抑制作用、がん細胞の増殖抑制作用、血管

新生阻害作用、抗変異原作用、がん予防作用など、がんに関する様々な作用が報告されている。がん

の治療において原発巣を取り除くことは当然のことながら、その後の転移の有無、また骨への浸潤など

も考慮し、治療および予後を注意深く見守らなければならない。その際には薬剤の役割が大きなウェイ

トを占めてくるものと考えられる。 

ドイツの疫学調査によると、フラボノイドに属するアピゲニンとエピガロカテキンガレートの併用により、

大腸がんの切除を受けた患者の再発率が有意に低下している（World J Gastroenterol, 2008）。エピガ

ロカテキンガレートはお茶に多く含まれるカテキンというフラボノイドの一種であるため、お茶を毎日飲む

ことが大腸がんの再発予防効果を期待できる可能性を示唆している。 

一方、口腔内のがんに対するフラボノイドの研究も増えてきている。先述のエピガロカテキンガレート

が口腔扁平上皮癌の細胞増殖を extracellular signal-rerated kinase (ERK)や p38 mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)を抑えることで阻害することが報告されている（Cancer Letters, 2015）。しかしな

がら、in vivo での解析においては、口腔内のがんに対する研究は遅れているのが現状であった。口腔

内のがんに関しては、頸部へのリンパ節転移だけでなく、顎骨との距離が近いため、がんの顎骨への浸

潤が避けられないことも多く、顎骨の切除は口腔機能の喪失へと直結する。そこで我々は、口腔がんの

切除後に、再発予防や取り残したがんの抑制、あるいは顎骨の温存療法の治療薬としてフラボノイドを

活用できるのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 

我々は以前より、抗酸化作用をもつ化合物の破骨細胞に対する影響を解析してきた。破骨細胞前駆

細胞で発生する Reactive Oxygen Synthetase (ROS)を第２層抗酸化酵素である Heme Oxygenase-1 

(HO-1)が ROS の産生を抑制すること、またこの酵素の発現を上昇させると破骨細胞形成を抑制するこ

とを明らかとしてきた。そこで、抗酸化作用をもつ化合物は破骨細胞を抑制するのではないかという仮説

のもと、ポリフェノールを含む様々な天然物の破骨細胞形成および活性化の影響を調べ、イチゴ等に多

く含まれているフィセチンを見つけ出した(Sakai et al., J Pharmacol Sci., 2013)。また、抗炎症薬という観

点から選んできた漢方薬・甘草の主成分であるリクイリチゲニンにも破骨細胞形成抑制効果があることを

報告した(Uchino et al., Phytother Res. 2015)。リクイリチゲニンは化学構造からフラバノン類に属してい

る。このように、漢方薬に使用されている生薬にも多くのフラボノイドが含まれており、薬効との関連が研

究されている。漢方薬の抗がん作用もフラボノイドの関与が大きいと考えられている。 

各フラボノイドは、基本骨格に、C 環４位にカルボニル基が付加するかしないかと、各炭素原子に水

酸基が付加するか、あるいはいくつ付加するかによっておおよそ決まる。そこで今回の研究においては、

様々な種類のフラボノイドの抗がん作用を調べ、これを基にした抗がん作用およびがん切除後の予後

薬の開発の基礎的研究にしたいと考えた。 

 
３．研究の方法 

各フラボノイドの代表として、アピゲニン（フラボン類）、フィセチン（フラボノール類）、リクイリチゲニン

（フラバノン類）、シアニジン（アントシアニジン類）、を用いた。 

＃１ フラボノイドの骨関連細胞への影響の解析 

生後４～８週のマウス（C57BL/6J）の大腿骨と腓骨から骨髄細胞を採取し、Macrophage-colony 

stimulating factor (M-CSF)と receptor activator of nuclear factor kappa-B (RANK) ligand (RANKL)によ

って破骨細胞を誘導する。破骨細胞は Tartrate-positive acid phosphatase (TRAP)活性染色で確認す



る。この系にフラボノイドを作用させ、破骨細胞形成および活性化の影響を調べた。また同時に、骨芽

細胞への影響も解析した。骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞を用い、アスコルビン酸とβグリセロホス

フェートを添加し骨芽細胞へと分化させた。その際にリクイリチゲニンを様々な濃度で添加し、骨芽細胞

分化の影響を解析した。 

 
４．研究成果 

フラボノイドは、フラボン類、フラボノール類、イソフラボン類、フラバノン類、フラバノール類、アントシ

アニジン類、の６種類に分類される。それぞれの代表として、アピゲニン、フィセチン、ダイゼイン、リクイリ

チゲニン、カテキン、シアニジン、を用いた。細胞は、破骨細胞前駆細胞株 RAW-D（RAW264.7 細胞の

破骨細胞高分化型細胞株）とマウス初代培養細胞を用いて、破骨細胞形成および活性化におよぼす

影響を調べた。すでに解析の行われている、イソフラボン類のフィセチンでは、１〜20 μM の濃度で、

濃度依存的に破骨細胞形成の抑制が認められた。しかしながら、20 μM では細胞毒性も生じ、細胞数

の低下を認めていた。そこで、本実験系では、初めに１〜10 μM の濃度での解析を行った。 

 

 (1) アピゲニン（フラボン類） 

フラボン類のアピゲニンを１〜10 μM の濃度で作用させた。アピゲニンは１〜10 μM の濃度の濃

度では破骨細胞形成抑制効果を示さなかった。そこで、同じくフラボン類のクリシンを同濃度で作

用させた。しかしながら、多核破骨細胞形成抑制ではなく、細胞数が増加する結果となった。 

 

 (2)シアニジン（アントシアニジン類） 

次に、アントシアニジン類のシアニジンを同濃度で作用させたところ、濃度依存的に多核破骨細胞

数に減少傾向が認められた。そこで、さらに濃度を上げて解析を行ったところ、50-100 μM の濃

度で、多核破骨細胞抑制効果が認められた。 

 

 (3) リクイリチゲニン（フラバノン類） 

次に、以前行ったフラバノン類のリクイリチゲニンを再度１〜10 μM の濃度で作用させた。他の２

つのフラボノイドと比較して、明らかに有意に多核破骨細胞数の減少が認められた。 

以前の結果では、マウス大腿骨、腓骨から採取した骨髄細胞においては、10 μM までは多核破

骨細胞数の減少傾向は認めるものの、その抑制効果は弱かった。しかしながら、 100 μM ではほ

とんど多核の破骨細胞は認められなかった。そこで、再度破骨細胞前駆細胞株 RAW-D 細胞で調

べたところ、骨髄細胞より強く、50, 100 μM では全く旗骨破骨細胞の形成は認められなかった。 

これらの結果は、培養細胞と初代培養細胞との違いによるものだと考えられた。 

次に、マウス骨髄細胞における細胞毒性を調べたところ、100 μM 濃度のリクイリチゲニンでも毒

性は認められなかった。 

 

 (4)結論 

今回の申請では、骨粗鬆症や口腔内がんにおける予防および治療後のサプリメントの開発のため

の基礎的研究として、６種類のフラボノイドの破骨細胞における影響を検討した。イソフラボン類の

ダイセンとフラバノール類のカテキンの破骨細胞形成に対する影響はすでに報告されており、比

較的高濃度においても多核破骨細胞形成の抑制効果は少ないようである。今回の申請において

行った、アピゲニン（フラボン類）とシアニジン（アントシアニジン類）に関しても、やや減少傾向を認

めるものの、明確な有意差は認められなかった。以前行ったフィセチンとリクイリチゲニンに関して



は破骨細胞前駆培養細胞株、初代培養細胞において破骨細胞抑制能を認めた。しかしながら、

細胞毒性と骨芽細胞（リクイリチゲニンは骨芽細胞分化促進）への作用を考えると、フィセチンより、

リクイリチゲニンをベースにした構造の探究が必要であると考えられる。また、リクイリチゲニンには、

光学異性体があるので、この解析も重要であるものと考えられる。 
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