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研究成果の概要（和文）：骨吸収性疾患の治療において破骨細胞分化を調節する小分子化合物は

非常に有望な創薬候補として期待される。破骨細胞分化を調節するあらたな小分子化合物を見出

すためcell-basedのスクリーニングシステムを開発し、harmineという非常に興味深い小分子化

合物を発見した。harmineは破骨細胞分化に対し正負に働くシグナル(カルシニューリン-NFATお

よびid2)を同時に活性化させるという興味深い性質をもつことが明らかになった。 

研究成果の概要（英文）：Small molecular compounds that potently affect osteoclastogenesis could be 
useful as a chemical probe for elucidating the mechanism of biological phenomena and form the basis 
for effective therapeutic strategies against bone resorption. To establish a high-throughput screening 
system for identifying osteoclastogenesis-related compounds using a cell-based sensor, and to identify 
novel chemical entities regulating signaling pathways in osteoclasts. Harmine activates NFATc1 
expression independent of RANKL stimulation, as well as enhanced Id2 expression in osteoclast 
precursor cells.  These multimodal actions of harmine may overall suppress osteoclastogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

骨組織は決して静的な組織ではなく、骨芽細
胞と破骨細胞によりダイナミックなリモデ

リングを受けている。破骨細胞の機能を制御
することにより骨吸収性疾患の治療が可能
になることが期待される。特に破骨細胞の分
化の理解に関してはその分子メカニズムに 
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関して近年著しい進展があった。すなわち、
ｃ分化のマスター遺伝子であるNFATc1が同
定された。しかしながら破骨細胞分化のマス
ター遺伝子であるNFATc1の調節メカニズム
に関しては不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

破骨細胞分化を調節する小分子化合物をス
クリーニングする。特に破骨細胞分化のマス
ター遺伝子であるNFATc1をターゲットにし
た小分子化合物のスクリーニングを行う。 

 

３．研究の方法 

カルシニューリン-NFAT を簡便に測定するル
シフェラーゼベクターを導入した破骨細胞
前駆細胞 RAW264 株を用いた小分子化合物の
スクリーニングを行った。スクリーニングに
は BioMol 社の Orphan Ligand ライブラリー
および Sigma 社の LOPAC を用いた。NFAT 活性
を変化させた薬物について mRNA および蛋白
レベルでの NFAT への影響を確認した。ポジ
ティブな結果がでた薬物について破骨細胞
分化への影響を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)カルシニューリン-NFATを簡便に測定する

ルシフェラーゼベクターを導入した破骨細胞

前駆細胞RAW264株を用いた小分子化合物のス

クリーニングを進めた結果、小分子化合物の

ライブラリーからharmineを見出した。 

(2)harmineはNFATのルシフェラーゼ活性を上

昇させた。また親株のRAW264細胞においても

mRNAおよび蛋白レベルでNFATc1を上昇させた

。しかしながら予想に反し、harmineはRANKL

によって誘導される破骨細胞分化を抑制した

。他のグループがharmineによってid2が上昇

すること、またid2が破骨細胞分化を負に制御

することからid2のノックアウトマウスを用

いた実験を行ったところ、harmineが破骨細胞

分化を促進した。以上の結果からは小分子化

合物として非常に興味深い性質を持つことが

判明したすなわち、harmineはカルシニューリ

ン-NFAT活性を著明に活性化させるのみなら

ず、id2の発現を上昇させることを見出した。

したがってharmineは破骨細胞分化に対し正

負に働くシグナル(カルシニューリン-NFATお 

 

よびid2)を同時に活性化させるという興味深

い性質をもつことが明らかになった。 

(3)harmineのNFATc1活性化メカニズムとして

NFATc1を負に制御するリン酸化酵素dyrk1aを

harmineが抑制することを見出した。 

(4)さらなるスクリーニングを行いあらたな

創薬候補小分子化合物を多数発見した。また

カルシニューリン-NFATを活性化させる化合

物がかならずしも破骨細胞の分化を促進しな

いことを見出した。したがってスクリーニン

グにおいて新たな評価系を導入することが有

用であることが考えられたことから、破骨細

胞の分化において重要であることが報告され

ているNF-kB活性を簡便に測定できるルシフ

ェラーゼベクターを導入した破骨細胞前駆細

胞RAW264株を新たに樹立した。 

 (4) 総括と応用性 

 以上の結果から、小分子化合物 harmine が
破骨細胞分化のマスター遺伝子である
NFATc1 を活性化するメカニズムが明らかに
なった。これらの結果から、harmine が破骨
細胞をターゲットとする骨吸収性疾患治療
薬の候補となることが期待される。 
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