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研究成果の概要（和文）：網羅的な薬効スクリーニング法により、ランソプラゾールがRunx2プロモーター活性を上昇
させるオフラベル効能があることを突き止めた。各種骨芽細胞系細胞において、ランソプラゾールは濃度依存性にRunx
2のmRNA、タンパクの発現を促進した。また、骨形成マーカーであるアルカリフォスファターゼやオステリックスの発
現も上昇させた。さらに、ヒト骨髄細胞の培養において、ランソプラゾールはアルカリフォスファターゼおよびアリザ
リンレッドの染色性を著しく上昇させた。In vivo実験では、ラット骨折モデルにランソプラゾールを経口投与したと
ころ、ランソプラゾール投与により骨折部における類骨の形成が有意に上昇した。

研究成果の概要（英文）：We screened for drugs that activate the Runx2 promoter and identified that 
lansoprazole, a proton pump inhibitor, upregulated the Runx2 activity. Lansoprazole elevated expression 
levels of Runx2 mRNA and protein in osteoblast-lineage cells in a dose-dependent manner. Lansoprazole 
exerted an increase of ALP and Osterix activities in osteoblast-lineage cells. Lansoprazole accelerated 
the matrix calcium deposition in human bone marrow derived osteoprogenitors. Systemic administration of 
lansoprazole to a rat fracture model increased osteoblastic parameters and facilitated fracture healing. 
We propose that lansoprazole holds promise as a therapeutic agent for bone regeneration at fracture 
sites.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 

我々はさまざまな基礎研究に基づき、骨延長
術の延長部位に培養骨髄細胞と多血小板血
漿を移植することにより、骨形成を促進させ
る細胞治療を開発した。また、細胞移植によ
る骨形成能は、移植する培養骨髄細胞の骨
型アルカリフォスファターゼ（BAP）活性と
相関することを示した。そこで、本法の治
療効率をさらに向上させるためには、より
骨芽細胞に分化した培養様細胞を効率的に
獲得し得る培養条件の決定が重要であると
の発想に至った。次いで、骨芽細胞系列へ
の分化に必須な転写因子 Runx2 に着目して、
Runx2 を制御する薬剤を網羅的に検索した。
既存薬を含む 1186 種類の化合物をルシフ
ェラーゼアッセイによりスクリーニングし
たところ、プロトンポンプ阻害剤であるラ
ンソプラゾールが Rnux2 遺伝子のプロモー
ター活性を濃度依存性に上昇させることを
確認した（下図）。 
 

 
２．研究の目的 

ランソプラゾールの生体内外での骨分化能、
骨形成能を評価するとともに、Runx2 の発
現を活性化するメカニズムを分子レベルで
解明し、臨床応用への可能性を検討するこ
とを目的とする。 
 

３．研究の方法 

(1) 各種細胞におけるランソプラゾールの
骨芽細胞分化能の評価 
ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 で あ る human 
osteosarcoma（HOS）、マウス間葉系細胞株
である C3H10T1/2 に対し、あらかじめ濃度
勾配（0.5uM〜40uM）をつけてランソプラゾ
ールを添加して培養し、内因性の Runx2 の
発現を mRNA レベル（定量的 RT-PCR）、タン
パクレベル（western blotting）で評価す
る。次いで Runx2 のターゲット遺伝子であ
るアルカリフォスファターゼやオステオカ
ルシンなどの骨形成マーカーの発現も
mRNA レベル（定量的 RT-PCR）、タンパクレ
ベル（western blotting、ELISA Kit）で評
価する。さらに、ヒト骨髄間葉系幹細胞株
である human mesenchymal stem cell（hMSC）
や primary のヒト骨髄細胞をランソプラゾ

ールを添加したデキサメサゾン含有の骨芽
細胞誘導培地で培養し、薬剤による骨芽細
胞分化能の変化を経代毎に検討する。薬剤
による活性化 Runx2 タンパクの核内移行の
上昇についても、核内タンパクに対する
western blotting により確認する。 
(2) ラット骨折モデルにおけるランソプ
ラゾールによる骨形成能の評価 
ラット大腿骨骨折モデルを作製し、10〜
20uM のランソプラゾールを飲水に含ませ
て全身投与し、新生骨を経時的に X線学的
に評価する。また 12週後に micro-CT で新
生骨量を測定したのち、組織切片を作製し
て新生骨を組織学的（HE 染色、von Kossa
染色、アルシアンブルー染色など）に評価
する。 
(3) 薬剤によるRunx2活性化メカニズムの
解明 
あらかじめランソプラゾールまたは
vehicleを添加したhMSC細胞にBMP-2を投
与し、0、15、30、60、120 分後に特異抗体
を 用 い た western blotting に て
p-Smad1/5/8（BMP canonical pathway）、
p-p38 、 p-Erk1/2 （ BMP non-canonical 
pathway）を評価する。また、これら各種細
胞内伝達分子のリン酸化阻害薬を用いた阻
害実験も同様に行う。同時に Runx2 プロモ
ーターの serial deletion assay なども行
い、薬剤が働く細胞内シグナル伝達経路の
同定を試みる。 
 
４．研究成果 
HOS、C3T10T1/2、およびヒトの骨髄由来間葉
系幹細胞（BM-MSC）において、ランソプラゾ
ールは Runx2 のプロモータ−、mRNA およびタ
ンパク発現を濃度依存性に上昇させた（下
図）。また、Runx2 のターゲット遺伝子である 

アルカリフォスファターゼ、オステリック
スの発現も、ランソプラゾールの投与により
濃度依存性に上昇した（事項左上図）。また、
primary のヒト骨髄細胞を骨誘導培地にラン
ソプラゾールを添加して培養したところ、最
終骨分化の指標である基質の石灰化が薬剤
によって亢進することをアリザリンレッド
染色にて確認した（事項左中図）。さらに、
免疫蛍光化学染色により、ランソプラゾー
ルの添加により細胞質内に存在する
Runx2 タンパクの核内移行が亢進するこ



とを確認した（下図）。 
 

 

 
 

 
ラット骨折モデルにおける in vivo 実験では、
ランソプラゾールを 4週間経口投与した群に
おいて、骨折部における仮骨架橋の形成促進
を認めた（下図）。骨形態学的検討では、ラ
ンソプラゾールの投与により類骨形成が促
進され、破骨細胞数は現象した。結果的に薬
剤投与により骨癒合は促進した。 
 

     
各種阻害剤を用いた細胞内シグナル実験で
は、ランソプラゾールは BMP の canonical 経
路である Smad1/5/8 や Erk1/2 には影響を与
えなかったが、noncanonical 経路である TAK1
および p38 のリン酸化を促進した（上図、中
図）。さらにこの経路の活性化は、TRAF6 の
polyubiquitination を介していることを証
明し、canonical 経路には依存しないことを
確認した（下図）。 
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