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研究成果の概要（和文）：骨は破骨細胞による破壊と骨芽細胞による新生の繰返しによって絶え

ず再構築され、その構造と機能を保持しているが、そのバランスが崩れると骨粗鬆症を初め、

さまざまな骨疾患が引き起される。そこで本研究では破骨細胞の分化を制御することを目的と

して、プロテインホスファターゼ 2C（PP2C）を活性化する低分子化合物が破骨細胞分化を抑

制することを明らかにし、その作用機序を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：Bone continuously undergoes remodeling, in which bone resorption by 

osteoclasts is followed by bone formation by osteoblasts, and maintains its structure and function. An 

imbalance in the regulation of bone remodeling results in many metabolic bone diseases, such as 

osteoporosis. Here we show that a low molecular weight compound which specifically activates protein 

phosphatase 2C (PP2C) suppressed osteoclastogenesis, and how it acts on the RANKL induced 

osteoclast differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨は破骨細胞による破壊と骨芽細胞による

新生の繰返しによって絶えず再構築され、そ

の構造と機能を保持している。この骨吸収と

骨形成のバランスは、破骨細胞と骨芽細胞の

カップリングによって保たれており、その制

御にはRANKLを初め、副甲状腺ホルモンなど

のカルシウム調節ホルモン、BMPやTGF-β等

のサイトカインが関わっていることが知られ



ている（ Martin TJ. et al. Trends Mol Med. 2005. 

11:76-81.）。骨粗鬆症を初め関節リウマチや癌

の骨転移など様々な疾患でみとめられる、破

骨細胞の過剰な活性化は、骨破壊を引き起こ

し、しばしば強い痛みを伴う。このような骨

破壊を防ぐために破骨細胞を標的とする様々

な治療薬が開発されているが、ビスフォスフ

ォネートなど現在臨床の場で用いられている

骨吸収抑制剤は、副作用、効果、投与方法お

よびその期間などにおいて問題点が指摘され

（ Schindeler A. et al. J Pharm Sci. 2007. 

96:1872-8.）、新規薬剤の開発が望まれている。 

 破骨細胞分化因子（RANKL）は、骨芽細胞

やT細胞等に発現される膜貫通型タンパク質

であり、遺伝子欠損マウスによる解析から破

骨細胞分化の必須因子であることが明らか

にされている。RANKLが受容体であるRANK

に結合すると、図１のようにTRAF6 から

TAK1 を介して、下流のMAPKであるp38 およ

びJNKや、転写因子であるNF-κBが活性化さ

れ、最終的には破骨細胞分化のマスター転写

因子であるNFATc1 による転写が促進される

ことがわかってきた（Huang H. et al. Cell 

Death Differ. 2006 13:1879-91.）。また最近では

このRANKLによるシグナル伝達に加え、免疫

グロブリン様受容体を介したシグナル伝達

がNFATc1 の活性化に必要であることが報告

されるなど、精力的に破骨細胞分化機構の解

析が進められている（Takayanagi H. Nat Rev 

Immunol. 2007. 7:292-304.） 

 
２．研究の目的 

 健康な骨は、リモデリングと呼ばれる骨吸

収と骨形成の繰り返しによる新陳代謝によ

って維持されている。骨のリモデリングでは

破骨細胞による骨吸収期の後、活性化破骨細

胞が消失する細胞逆転期を経て骨芽細胞に

よる骨形成期に移行する。骨粗鬆症を初め

様々な代謝性骨疾患の治療法の開発には骨

代謝の制御機構の解明が必要不可欠である

が、破骨細胞分化の抑制機構に関してはほと

んど研究が進んでいない。 

 これまで申請者らは、プロテインホスファ

ターゼ 2C（PP2C）が破骨細胞分化因子

（RANKL）によって誘導されるシグナル伝達

系を負に制御し、破骨細胞の分化を抑制する

ことを明らかにしてきた。またその研究過程

で、PP2Cβおよび PP2Cε遺伝子の発現が

RANKL によって誘導されることを見出した。

そこで本研究では、PP2Cβおよび PP2Cεに

よる破骨細胞分化の制御メカニズムを明ら

かにするため、RANKL による PP2Cβおよび

ε遺伝子の発現誘導機構を解明し、さらに申

請者らが見出した PP2Cを活性化する低分子

化合物の破骨細胞分化に対する作用を検討

し、PP2C の機能に基づく破骨細胞分化の制

御を試みる。 

 
３．研究の方法 
（１）PP2Cβ遺伝子の転写調節領域における

RANKL 応答配列の同定 

 申請者らは、以前 PP2Cβの２種類のプロ

モーターを含むゲノム DNA をクローニング

し、それぞれのプロモーターの下流にルシフ

ェラーゼ遺伝子を挿入したレポータープラ

スミドを作製した。これをマウスマクロファ

ージ・単球由来で、溶解性 RANKL（sRANKL）

により破骨細胞様多核細胞に分化すること

が知られている RAW264 細胞株に一過性に

導入し、sRANKL 添加後のルシフェラーゼ活

性を測定することにより検討した。 

 また、同様に RANKL によって誘導される

PP2Cε遺伝子の 5'近接領域をクローニング

し、プロモーター領域の同定と発現誘導機構

の解析を試みた。 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=16498455&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum


（２）破骨細胞分化に対する PP2C 活性化物

質の影響 

 PP2C の活性調節物質を探索した結果、申

請者らはヒノキ科のサワラ抽出物から PP2C

の活性化物質としてピシフェルジオールと

ピシフェリン酸を精製、同定した（特開

2008-21425 号）。マウス PP2Cα、PP2Cβ、

PP2Cεおよび PP2Cδの組換えタンパク質を

それぞれ発現、精製し、α-カゼインを基質と

してこれらの活性を測定することにより、

PP2C の各アイソフォームに対するピシフェ

ルジオールおよびピシフェリン酸の効果を

検討した。 

 さらに RAW264 細胞およびマウス骨髄細

胞に、PP2C 活性化物質を加えて培養し、破

骨細胞分化に対する効果を調べた。分化に対

する影響は、破骨細胞分化マーカーである酒

石酸耐性酸性ホスファターゼ（TRAP）の活

性と、４核以上の多核細胞数の計測により行

った。 

 

（３）破骨細胞分化に対する PP2C 活性化物

質の作用機序の解析 

 破骨細胞分化因子によって活性化される

シグナル伝達系の構成因子に対する、ピシフ

ェルジオールの効果をウエスタンブロット

法により検討した。 

 

（４）骨芽細胞に対する PP2C 活性化物質の

影響 

 マウス骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1細胞培

養系およびマウス骨髄細胞と UAMS-32 細胞

の共存培養系を用いて、骨芽細胞の分化およ

び生存に対する PP2C 活性化物質の効果を検

討した。分化に対する影響は、骨芽細胞分化

マーカーであるアルカリフォスファターゼ

活性の測定により行い、細胞生存率は MTT

アッセイにより測定した。 

 
４．研究成果 
（１）PP2Cβおよびε遺伝子の転写調節領域

における RANKL 応答配列の同定 

これまで申請者らは、RANKL により PP2Cβ

の mRNA の発現が一過性に誘導されること

を報告してきた。そこで sRANKL による

PP2Cβ発現誘導機構を解析するため、ルシフ

ェラーゼアッセイによる PP2Cβ遺伝子のプ

ロモーター活性の解析を試みた。PP2Cβのプ

ロモーターとして、申請者は以前 P1 および

P2 の２つの領域を同定しているが、今回それ

らを挿入したルシフェラーゼ発現プラスミ

ドを RAW264 細胞に導入し、活性を測定した

ところ、P1 にプロモーター活性があることが

わかった（図）。しかしながら、sRANKL 添

加 30 分後から 3 時間後までルシフェラーゼ

活性は時間経過とともに上昇したが、この活

性の上昇は RANKL を添加しない場合にも認

められ、RANKL によって特異的に誘導され

る活性は検出できなかった。その原因の１つ

として、PP2Cβとルシフェラーゼの安定性の

違いから、ルシフェラーゼが PP2Cβに比べ

て、RANKL によって誘導されるものを凌い

で、時間経過とともに細胞内に蓄積される可

能性が考えられた。 

 また、RAW264 細胞から調製したゲノム

DNA を用いて、マウス PP2Cε遺伝子 5’近接

領域 2124b を含む約 3.4kb の領域をクローニ

ングし、ルシフェラーゼレポータープラスミ

ドを作製した。その結果、RAW264 細胞にお

いて弱いプロモーター活性を確認したもの

の、sRANKL 添加後２４時間後までルシフェ

ラーゼ活性は、ほとんど上昇しなかった。 

 以上の結果から、RANKL による PP2Cβお

よびε遺伝子の誘導機構を解析するために

は、今回レポータープラスミドに含まれなか

ったゲノム DNA の領域についても、RANKL

に応答する配列が無いかどうか調べる必要



がある。 

 
（２）破骨細胞分化に対する PP2C 活性化物

質の影響 

 申請者が PP2C 活性化物質として見出した

ピシフェルジオールの、PP2Cα、β、εおよ

びδの各アイソフォームに対する効果を検

討した結果、150μM のピシフェルジオール

はPP2CαおよびPP2Cβの活性を約40％増加

したものの、PP2Cεの活性にはほとんど影響

しなかった。またこれらの結果と異なり、

PP2Cδの活性は約 20％阻害した。このこと

から、ピシフェルジオールは PP2C のアイソ

フォームの中でも、αとβを特異的に活性化

する可能性が高いと考えられる。またピシフ

ェルジオールが、癌遺伝子として知られてい

る PP2Cδを活性化しないことから、PP2C の

機能を解析するためのバイオプローブとし

てのみならず、将来的に治療薬の開発等に活

用できる可能性があると考えられる。 

 これまで申請者らは PP2Cβが TAK1 下流

のシグナル伝達経路を抑制することにより、

破骨細胞分化を負に制御する可能性を示し

てきた。そこで、PP2Cβ活性化物質であるピ

シフェルジオールが、破骨細胞の分化を抑制

するのではないかと考え、RAW264 細胞を用

いて、破骨細胞分化に対する影響を検討した。

その結果、ピシフェルジオール、ピシフェリ

ン酸または PP2C の活性化効果を持つ多価不

飽和脂肪酸のリノレン酸のいずれを加えて

培養しても、sRANKL によって誘導される破

骨細胞分化が阻害された。またその際、リノ

レン酸は細胞生存率をも抑制したものの、ピ

シフェルジオールおよびピシフェリン酸は

細胞生存率を抑制せず、これらの化合物の作

用が異なることが示唆された。さらにピシフ

ェルジオールおよびピシフェリン酸は、マウ

ス大腿骨から採取した骨髄細胞に対しても、

細胞生存率には影響せず、破骨細胞分化を抑

制することが明らかとなった。 
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（３）破骨細胞分化に対する PP2C 活性化物

質の作用機序の解析 

 ピシフェルジオールが破骨細胞分化を抑

制する作用機序について検討するため、

sRANKL によって活性化されるシグナル伝

達系に対するピシフェルジオールの影響を

検討した。その結果、sRANKL による ERK

の活性化には影響を与えないものの、JNK お

よび p38 の活性化を濃度依存的に抑制するこ

とがわかった。さらに Iκ-B のリン酸化も抑

制され、NFκB の活性化が抑制されることが

示唆された。またピシフェルジオールは、

sRANKL によって誘導される破骨細胞分化

のマスター転写因子として知られる NFATc1

の発現を抑制した。 

 一方 PP2Cβは、TAK1 のリン酸化を抑制し

て活性化を阻害し、その下流の p38 および

JNK のリン酸化を抑制する。そこでピシフェ

ルジオールの TAK1 に対する影響を検討した

ところ、濃度依存的に TAK1 のリン酸化を阻

害することが明らかとなった。以上の結果か

ら、ピシフェルジオールの破骨細胞分化抑制

作用の一部は、PP2Cβの活性を高めることに

より、sRANKL によって活性化される TAK1

下流のシグナル伝達経路を抑制することに

よる可能性が示唆された。 

 

（４）骨芽細胞に対する PP2C 活性化物質の



影響 

 骨代謝は、骨吸収と骨形成のバランスによ

って維持されており、骨芽細胞上の RANKL

が破骨前駆細胞上の受容体 RANK に結合す

ると、破骨細胞分化が促進される。そこでマ

ウス骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1細胞および

UAMS-32 細胞とマウス骨髄細胞との共存培

養系を用いて pisiferdiol の骨芽細胞に対する

検討を行なった。その結果、pisiferdiol は破骨

細胞分化を抑制する濃度では、アルカリホス

ファターゼ活性を指標とした骨芽細胞の分

化や細胞生存率には影響しないことが明ら

かになった。 
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