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研究成果の概要（和文）：骨代謝は骨形成を担う骨芽細胞と骨破壊を担う破骨細胞のバランスでよって調節されている
。骨粗鬆症にみられるように、骨吸収が促進した状態では骨折のリスクが高くなる。我々は白鶴霊芝から単離したリナ
カンチンCに強い破骨細胞分化抑制効果を見出した。リナカンチンCはRANKLによる破骨細胞の分化と、その分化に重要
な転写因子NFATc1の発現誘導を阻害した。破骨細胞分化抑制効果は濃度依存的であり、且つ可逆的であった。リナカン
チンCはLPS（細菌内毒素）による破骨細胞形成についても阻害した。さらにリナカンチンCはRANKLやLPSによるマウス
の頭蓋骨の骨破壊を抑制し、骨破壊抑制効果を個体レベルでも確認できた。

研究成果の概要（英文）：Bone formation by osteoblasts and bone resorption by osteoclasts are balanced to 
maintain bone homeostasis. Enhanced bone resorption can lead to bone fracture seen in osteoporosis. We 
found that rhinacanthin C　isolated from R.nasutus has a strong anti-osteoclast formation effect. 
Rhinacanthin C dose-dependently and reversibly suppressed RANKL-induced osteoclast differentiation and 
expression of NFATc1, which is an essential transcription factor for osteoclast differentiation. 
Rhinacanthin C also suppressed endotoxin LPS-stimulated osteoclastogenesis from cultured bone marrow 
cells. Furthermore, rhinacanthin C protected RANKL or LPS induced mouse calvarial osteolysis in vivo.

研究分野：生化学

キーワード： 破骨細胞　骨吸収　骨粗鬆症　生薬

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

破骨細胞はマクロファージ前駆細胞の受

容体 RANK が骨芽細胞の RANKL と結合し、免

疫グロブリン様受容体(TREM-2/OSCAR)から

の共刺激シグナルとともに分化が開始され

成熟破骨細胞となる。TRAF6 を起点とした

c-Fos, JNK, NF κ B の活性化とともに

DAP12/FcRγ/Syk 複合体形成により PLCγの

活性化が促進される。PLCγにより発生した

カルシウム振動で活性化されるカルシニュ

ーリンにより核移行した転写調節因子

NFATc1 と先に活性化した NFκB, AP-1 によっ

て破骨細胞の分化マーカーである酒石酸抵

抗性酸ホスファターゼ(TRAP)やカテプシン K、

カルシトニン受容体などが誘導される。さら

に TRAP 陽性単核細胞は細胞融合によって多

核となった後、細胞内にアクチンリングを形

成し、プロトンとカテプシン Kを分泌し骨基

質を溶解する。破骨細胞形成に RANKL による

活性酸素(ROS)発生が PLCγを活性化する経

路も関与している。女性ホルモン 17βE2は核

内エストロゲン受容体ERα経由でFas-Lの発

現を促進させアポトーシスを促進する経路

と細胞膜ERαがTRAF6複合体形成を抑制する

経路が報告されている。 

ポリフェノールに骨代謝を改善する効果

（特に骨芽細胞分化促進）が多数報告されて

いるが、破骨細胞における抑制機構の詳細な

シグナル経路は明らかになっていない。例え

ば、カテキンは破骨細胞における RANKL によ

る NF-κB, c-Jun, c-Fos と NFATc1 の発現を

抑制し、レスベラトロールはRANKLによるROS

産生を抑制して破骨細胞の分化を抑制した

報告が散見される。ポリフェノールの受容体

も大部分が明らかになっていない。植物エス

トロゲンであるゲニステインやダイゼイン

が骨芽細胞のエストロゲン受容体に結合す

るという報告やエピガロカテキンガレート

が乳癌細胞のラミニン受容体に結合する報

告 が 見 ら れ る 。 Rhinacanthin は 

Rhinacanthus nasutusに多く含まれるナフト

キノン誘導体で、Rhinacanthin A,B,C,D,G, 

N,Q がある。アポトーシス誘導, 抗腫瘍作用, 

抗ウイルス作用, 抗アレルギー作用・抗炎症

作用などが報告されているが、骨代謝での報

告は見られない。我々は Rhinacanthin C が

破骨細胞の分化を抑制することを見出した。 

その分子メカニズムと有効性を検討するこ

とは、骨代謝疾患の理解と予防に有益と考え

られる。 

 

２．研究の目的 

骨組織は破骨細胞による骨吸収機能と骨

芽細胞による骨形成機能の平衡関係で維持

されている。この関係が破綻すると骨粗鬆症

となり超高齢化社会を迎える日本の大きな

課題となっている。また、成人の大部分が罹

患する歯周疾患においても歯槽骨吸収の阻

止が課題であり、骨吸収抑制因子の探索が行

われてきた。白鶴霊芝は肝炎、糖尿病、高血

圧、癌、感染症などの治療薬として東南アジ

アで古くから用いられてきた。我々はこの抽

出液に破骨細胞分化抑制作用を見出し、さら

に精製を進めた結果、ナフトキノン誘導体で

ある Rhinacanthin C が破骨細胞分化抑制効

果の本体であることを初めて明らかにした。

本研究では、Rhinacanthin C が破骨細胞形成

過程を抑制するメカニズムを解明するため

に、Rhinacanthin C の抑制シグナル伝達経路

を明らかにする。さらに in vivo レベルでの

有効性について検討し、骨の老化の予防・治

療をターゲットにした創薬の基盤研究を行

うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）in vitro:培養細胞を用いた破骨細胞

分化における Rhinacanthin C の作用機序 

 マクロファージ形成能は単離したマウス

の骨髄細胞を MethoCult(メチルセルロース)

で M-CSF 存在下で７日間培養し、マクロファ



ージコロニー数をカウントした。マクロファ

ージ貪食能は蛍光標識したzymosan A の取り

込みから測定した。 

 破骨細胞の分化は単離したマウス骨髄細

胞を M-CSF で３日間培養後、さらに RANKL を

加えて培養した。Rhinacanthin C は RANKL

と同時に添加した。破骨細胞の分化と骨吸収

機能は酒石酸耐性酸ホスファターゼ(TRAP)

活性と TRAP 染色および pit アッセイ法で検

討 し た 。 細 胞 毒 性 に つ い て は cell 

proliferation assay kit (Promega)を用い

て検討した。 

 破骨細胞分化シグナリングはウエスタン

ブロット法と免疫沈降法を用いて検討した。 

 

（２）in vivo: マウス個体を用いた骨破壊

実験における Rhinacanthin C の保護効果 

 マウス頭蓋骨頂部骨膜下に RANKL または

LPS をリナカンチン共存/非共存下で連日注

射した。５日目に頭蓋骨を取り出し、TRAP 染

色とマイクロ X 線 CT を用いて骨構造につい

て解析を行った。 

 

４．研究成果 

Rhinacanthin C は単離初代培養骨髄細胞の

M-CSF によるマクロファージや破骨前駆細胞

の形成頻度を抑えないが，RANKL によるマク

ロファージ・破骨前駆細からの破骨細胞への

分化のステップを濃度依存的 (0.25-2.0μ

M)に抑えた．この抑制効果は可逆的で，

Rhinacanthin Cを培地から取り除くと分化能

は回復した．Rhinacanthin C を添加すると

RANKL による c-Fos 及び破骨細胞分化のマス

ター転写因子である NFATc1 の発現誘導が抑

制された． Rhinacanthin C は p38 を除く

ERK, JNK および NF-κB のリン酸化を抑制し，

その上流にある TRAF6-TAK1 の複合体形成を

抑えた．従って Rhinacanthin C の破骨細胞

形成抑制作用機序として RANKL による

TRAF6-TAK1 の複合体形成を抑えることによ

り，MAKP キナーゼ，NF-κB のリン酸化が起

こらず NFATc1 の発現が不十分となり破骨細

胞の分化に至らないと考えられた。さらに

Rhinacanthin C の抗破骨作用を検証するた

めに，In vivo 実験を行った．RANKL をマウ

スの頭蓋冠骨膜下に５日間投与すると頭蓋

骨吸収が観察されるが，Rhinacanthin C 同時

投与により頭蓋骨吸収および破骨細胞産生

数が低下した．また Rhinacanthin C は LPS

誘導性の上記 in vitro および in vivo の系

における破骨細胞形成，および骨吸収作用も

抑えた．以上のことから Rhinacanthin C は，

骨粗鬆症や炎症 性骨 吸収の治療薬の

リード化合物と して 応用できる可能

性が示唆された． 
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