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研究成果の概要（和文）：研究代表者は酸化ストレスを減らすNrf2の活性化が破骨細胞分化を著しく抑制するだ
けでなく、骨芽細胞分化も阻害することを明らかにした。しかしながら予想に反して、骨格の顕著な異常は認め
られなかった。さらに、Keap1/Nrf2ダブルノックアウトマウスを作製し、Nrf2の恒常的な活性化がNFATc1抑制分
子であるMafBの発現を上昇し、破骨細胞分化を負に制御していることを明らかにした。一方、1360種類の合成化
合物および海洋微生物由来成分のうち、非常に低濃度で破骨細胞分化抑制効果を持つものや、あるいはNrf2を活
性化するものを見出した。病態モデルマウスへの候補化合物の投与と病態の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We revealed that Nrf2 activation, which reduces oxidative stress, not only 
suppresses osteoclast differentiation, but also inhibits osteoblast differentiation. However, 
contrary to expectation, no remarkable abnormality of the skeleton was observed.Furthermore, we 
constructed Keap1/Nrf2 double knockout mice to determine whether the cause of marked suppression of 
osteoclast differentiation in Keap1 deficiency is due to constitutive activation of Nrf2.
As a result, it was revealed that the constitutive activation of Nrf2 raises the expression of MafB,
 a NFATc1 inhibitor molecule, and negatively regulates osteoclast differentiation.On the other hand,
 among 1360 kinds of synthetic compounds and marine microorganism-derived components, those having 
an osteoclast differentiation inhibitory effect at very low concentrations, or those activating Nrf2
 were found.Administration of candidate compounds to pathological model mice and analysis of 
pathological conditions were conducted.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレスを減らすことは体にとって良いイメージがあるが、本研究によって、Nrf2の恒常的な活性化は、破
骨細胞や骨芽細胞の分化を阻害し、必ずしも骨にとって有益なことばかりではないことが明らかになった。しか
しNrf2をマイルドに活性化する化合物は、骨芽細胞分化を促進することも見出した。高齢化社会を迎え、日本の
総人口の10％ 弱が骨粗鬆症といわれている。骨粗鬆症の第１選択薬であるビスフォスフォネート製剤に顎骨壊
死の副作用が報告されてから、より安全な薬の開発が望まれている。本研究は新薬開発を目指した基礎的研究で
ある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者は抗酸化酵素である HO-1 の発現を増加させると破骨細胞分化が阻害されるこ
とを見出し（Sakai E. et al.: J Cell Biochem., 2012）、HO-1 の転写因子である Nrf2 を活性
化させると破骨細胞分化を阻害できるのではないかと考えた。 
 
(2) そこで研究代表者は、Nrf2 を活性化すると言われていた化合物を用いて破骨細胞への分化
阻害効果を解析した。その結果、食品添加物である tert-Buthylhydroquinone (tBHQ) 
(Yamaguchi Y. et al.: J Appl Toxicol., 2012)、イチゴポリフェノールであるフィセチン(Sakai 
E. et al.: J Pharmacol Sci., 2013)、コーヒー豆ジテルペン化合物であるカウェオール
(Fumimoto R. et al.: J Pharmacol Sci., 2012) に破骨細胞分化抑制効果があることを明らか
にした。 
 
(3) Nrf2 の活性化は Keap1 という分子によって制御されていて、活性酸素や求電子性化合物な
どは Keap1 と結合し、Keap1 が Nrf2 から離れることによって Nrf2 は活性化し核内へ移行する
ことがわかっていた。コーヒージテルペン化合物であるカウェオールとカフェストールは化学
構造が極めて類似していて 2重結合が１つ多いカウェオールの方が Keap1 に強く結合すると報
告されていた。研究代表者らは両化合物を比較し、カフェストールの方が破骨細胞分化抑制が
マイルドで骨芽細胞分化を促進する効果もあることを見出した(Fukuma et al.:BioFactor, 
2015)。これらのことは Keap1 に結合し Nrf2 を活性化する化合物は、効果的に破骨細胞分化を
抑制する可能性を示唆しているが、研究開始当初、Keap1 がどのように破骨細胞分化に関与し
ているか明らかになっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
Keap1/Nrf2 を介したレドックスシステムが、骨代謝に如何に関わっているかを解明し、Keap1
に結合する化合物の in silico による探索およびスクリーニングシステムの開発と骨破壊疾患
に対する治療効果を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) Keap1 および Nrf2 遺伝子欠損マウスと野生型マウスから調整した細胞を用い、どの分化シ
グナルに関与するのか細胞レベルで解析する。 
 
(2) Keap1 および Nrf2 遺伝子欠損マウスと野生型マウスの透明骨格標本による軟骨形成・硬骨
形成の解析と、マイクロ CT による骨形態計測、および骨組織標本を作製し骨代謝における
Keap1/Nrf2 の役割を個体レベルで解析する。 
 
(3) Keap1 と結合し Nrf2 を活性化する化合物をスクリーニングし候補化合物を絞る。 
 
(4) 病態モデルマウスを用いて候補化合物の効果を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) Keap1 および Nrf2 遺伝子欠損マウス由来破骨細胞を用いて in vitro で解析した結果、
Keap1/Nrf2 を介した酸化ストレス制御系が破骨細胞分化シグナル系と複数の経路で関与し、破
骨細胞分化を制御していることを明らかにした。また、Keap1/Nrf2 を介した酸化ストレス制御
系は破骨細胞分化に非常に影響を与えるだけでなく、骨芽細胞分化にも影響することが明らか
になった。さらに、Keap1 遺伝子欠損マウス由来細胞において破骨細胞分化が著しく抑制して
いる原因が、Keap1 欠損による Nrf2 の恒常的活性化に起因するものかを明らかにする目的で、
Keap1/Nrf2 ダブルノックアウトマウスを作出し、骨髄細胞および脾臓細胞を用いた破骨細胞分
化実験を行った。その結果、Nrf2 の恒常的な活性化が NFATc1 抑制分子である MafB の発現を上
昇し、破骨細胞分化を負に制御していることを明らかにした。 
 
(2) 細胞レベルでは Keap1/Nrf2 によって破骨細胞分化も骨芽細胞分化も制御されていること
が明らかであったが、予想に反して、個体レベルでの顕著な骨格の異常を認めることができな
かった。そこで軟骨細胞も含めた骨の超微細構造を観察することを目的に、マウス大腿骨・脛
骨の大気圧下での走査電顕水中観察の方法の開発を行った。 
(3) 一方、天然物由来化合物であるルテカルピンとジヒドロアルテミシニンに破骨細胞分化抑
制作用があることを明らかにしたが、これらの化合物は NFATc1 の発現を抑制したものの、Nrf2
の活性化を誘導するものではなかった。また、Nrf2 活性化作用を持つことが知られている既知
の化合物の破骨細胞分化抑制効果が、Nrf2 に依存したものであることを、Nrf2 ノックアウトマ
ウス由来細胞で証明した。さらに、長崎大学創薬研究センターより提供していただいた 1360
種類の合成化合物および海洋微生物由来成分のうち、非常に低濃度で破骨細胞分化抑制効果を
持つものや、Nrf2 を活性化するものが見つかった。 
 



(4) 病態モデルマウスへの候補化合物の投与と病態の解析を行った。 
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