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研究成果の概要（和文）：　骨関連疾患数はわが国でも増加しており、ビスホスホネート製剤などの薬剤が使用されて
いるが、これらの薬剤は副作用も報告されている。新規の骨疾患治療薬としてPirin阻害剤のTPh Aに着目し実験を行っ
た結果、細胞毒性が発揮されない濃度において複数のTPh A誘導体がPirin阻害とは独立してRANKLにより誘導される破
骨細胞の分化を阻害した。これら化合物は、RANKLによるMAPKsのリン酸化などは阻害せずに、c-FosやDC-STAMPの発現
を抑制したことから、新しい機構で作用する薬剤のシードの可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）： The number of bone-related disease patients is increasing in Japan. At present, 
bisphosphonates are widely used for these diseases, but their severe side effects are impossible to 
ignore.
 We focused on TPh A, a Pirin inhibitor, as a novel drug for such diseases. We assayed many derivatives 
of TPh A and found that 2 compounds inhibited RANKL-induced osteoclastgenesis on Pirin-independent manner 
without cytotoxicity. These compounds did not suppress phosphorylation of MAPKs, although its inhibited 
expression of c-Fos and DC-STAMP. Therefore, it is suggested that the compounds we found might be 
candidates for drugs of bone-related diseases.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 我が国では骨粗鬆症などの骨疾患患者が
1,000 万人以上いると推測されており、大き
な社会問題となっている。骨粗鬆症は、主に
高齢者が発症し、骨折やそれに伴う寝たきり
状態による認知症の進行を促進させること
もある。現在ではビスホスホネート系製剤が
主に使用されているが、投薬により、顎の骨
の骨折や歯の治療の制限を受けるなどの問
題もある。 
 
 
２．研究の目的 
 現在の第一選択薬であるビスホスホネー
ト系製剤は、破骨細胞にアポトーシスを誘導
することで骨粗鬆症を改善させようとした
ものである。現行の薬剤では上記のような問
題もあるため、本研究では新たな骨関連疾患
治療薬の開発を目的として実験に着手した。
報告者の実験室では、先行研究として Pirin
阻害剤の TPh A処理で、RANKLにより誘導
される破骨細胞分化が阻害されることが分
かっていた。そこで、破骨細胞分化における
Pirinの役割、および新たな骨関連疾患治療薬
の取得を目的に実験を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 マウスより初代培養の破骨細胞前駆細胞
を 摘 出 し た 。 M-CSF 存 在 下 で Bone 
marrow-derived macrophage (BMM)を得て、さ
らに報告者の研究室で作製した RANKLを処
理することにより破骨細胞へと分化させた。
またルシフェラーゼ・レポーターアッセイで
は遺伝子導入効率が BMMよりも良い培養細
胞である RAW264細胞を使用した。 
 種々の薬剤は RANKLと共に添加し、タン
パク質の発現やリン酸化状態、または各種遺
伝子の発現を RT-PCR法で確認した。 
 
 
４．研究成果 
 (1) 破骨細胞分化における Pirin の役割：
Pirin阻害剤である TPh AがRANKLで誘導さ
れる破骨細胞への分化を抑制したことから、
Pirin と分化との関連性について検討を行っ
た。しかし、Pirinに対する RNAiによりノッ
クダウンをした状態でも、細胞は RANKLに
より破骨細胞へと完全に分化した。さらに、
この状況下でもTPh Aによる分化抑制効果は
観察されたことから、Pirinは破骨細胞分化と
は独立しており、TPh Aの作用は Pirinとは異
なる分子である可能性が考えられた。 
 (2) 新規破骨細胞分化阻害剤の創製：TPh A
のよる分化抑制効果はあったものの、使用濃
度は比較的高かったため、より阻害活性の高
い新規分化誘導阻害剤の開発を試みた。化合
物の構造は TPh Aを基として約 50種の薬剤
を合成し、TPh Aの時と同じアッセイを行っ
た。その結果、2つの化合物において TPh A

よりも阻害活性の高い化合物を取得するこ
とに成功した。（下図：左が RANKL処理で破
骨細胞へと分化した様子。右が阻害剤存在処
理により巨大な成熟破骨細胞数が減少して
いる様子。） 

 
 (3) 新規分化阻害剤の作用機序：破骨細胞
への分化には、RANKL 刺激により様々な分
化必須遺伝子の発現が誘導される。新規阻害
剤を使用してこれら遺伝子の発現・活性化に
与える影響を検討した。その結果、化合物は
ERKなどのMAPKsのリン酸化には影響を及
ぼさなかったが、c-Fosや DC-STAMPの発現
を抑制した。(2)で示した図や MTT アッセイ
のデータからも化合物が細胞毒性を発揮し
た結果、分化を抑制したわけではないことが
明らかとなっている。また、標的タンパク質
を明らかにする目的で、アフィニティビーズ
を用いて結合タンパク質の解析を行ったが、
特異的に結合してくるタンパク質を充分量
得ることができなかった。さらに、ルシフェ
ラーゼ・レポーターアッセイの結果、AP-1
や NF-B 経路を阻害している可能性が考え
られたことより、今後は転写に与える影響な
どを検討していく。 
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34. Yuki Niwa, Takehiro Suzuki, Naoshi Dohmae, 
Kazuo Umezawa, Siro Simizu 
「 N-glycosylation regulates cathepsin L2 
functions」14th International Biennial Congress 
of the Metastasis Research Society (Brisbane; 
Australia) 2012/09/02-09/05 

35. 清水 史郎「がん分子標的研究の今昔」理
研セミナー（理化学研究所；埼玉県・和光
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36. 丹羽 祐貴、清水 史郎「カテプシン L2
の機能に与える N-glycosylation の役割」第
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析」日本がん分子標的治療学会 第 16回学
術集会（西日本総合展示場；福岡県・北九
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