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研究成果の概要（和文）：骨吸収抑制作用と骨形成促進作用を併せ持つ天然化合物の作用を解明することを目的
として、細胞および個体レベルにおける以下の研究を行った。ホノキオールはレチノイドX受容体及びソニック
ヘッジホッグ経路を介して骨芽細胞分化を促進する可能性が明らかになった。また、卵巣摘出およびRANKL誘導
骨粗鬆症モデルマウスにおいて、ホノキオールの投与が骨量の減少を有意に抑制することを確認した。また、南
米原産植物Pterogynine Nitensに含まれるNitensidine Aと、生薬シンイに含まれることが知られるEpimagnolin
 AがABCB1と相互作用することを見出した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the effect and mechanism of natural compounds which have both 
anti-resorptive action and anabolic action in bone metabolism, the following studies in vitro and in
 vivo were performed. It is demonstrated that honokiol might promote osteoblast differentiation 
throgh retinoid X receptor and sonic hedgehog pathway. The in vivo study revealed that honokiol 
suppresses bone loss in ovariectomized and RANKL-treated osteoporosis model mice. We also found that
 Nitensidine A from Pterogynine  Nitens and Epimagnolin A from Magnolia Flower interact with ABCB1.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 骨においては破骨細胞による骨吸収と骨
芽細胞による骨形成が絶えず繰り返されて
おり、この骨リモデリングのバランスにより
骨の恒常性が維持されている。骨粗鬆症や歯
周病においてはこのバランスが崩れて、骨吸
収が過剰となることで、骨量が減少しており、
骨折や抜歯の要因となる。したがって、骨量
の管理は高齢社会における QOL 維持に重要
な課題である。骨の減少を抑制するだけでな
く、積極的に骨量を増加させるような化合物
は、骨粗鬆症や歯周病等の骨減少性疾患に対
する効率的な予防・治療薬として有用である。 
 
２．研究の目的 
 
これまでの研究によって、破骨細胞の分化
を抑制する活性を持ち、かつ、骨芽細胞の分
化を促進するような次世代型骨減少性疾患
予防・治療薬候補となりうるような天然化合
物として、リグナン化合物のホノキオールや
βカルボリンアルカロイド化合物のハルミ
ンなどを見出しているが、その詳細なメカニ
ズムと個体レベルにおける作用は完全に解
明できていない。そこで、本課題においては、
この骨吸収抑制と骨形成促進の両活性を保
有する次世代型骨代謝調節化合物の作用を
分子、細胞、個体レベルで解明することを目
的として、メカニズムの解析と動物モデルを
用いた解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）細胞を用いた解析 
骨芽細胞のモデルとしてマウス頭頂骨由
来前骨芽細胞株である MC3T3-E1 細胞を、
ホノキオール、および、各種阻害剤等ととも
に培養後、骨芽細胞分化の指標としてアルカ
リフォスファターゼ(ALP)の活性と石灰化を
測定して解析した。また、細胞を各時間培養
後にタンパク質溶液を調製して、高速・高精
度 2次元電気泳動法にて、発現タンパク質の
解析を行った。歯根形成に深く関わるヘルト
ビッヒ上皮鞘由来細胞(HERS 細胞)において
も、ホノキオールで培養後に各種分化マーカ
ーの検出と遺伝子発現解析等を行った。 
 
（２）動物を用いた解析 
 骨量減少に対するホノキオール投与の効
果を検討するために、卵巣摘出、および、
RANKL投与による骨粗鬆症モデルマウスを
作製した。ホノキオールを一定期間腹腔投与
したのち、骨を採取した。採取した骨は µCT
または pQCTによって骨形態計測を行った。 
 
（３）インシリコ解析 
ホノキオールとハルミンに共通する標的
分子の一つとして知られる ABCB1に着目し、
Molegro Virtual dockerを用いたドッキング

シミュレーションによって相互作用する化
合物の探索を行った。化合物の構造は Chem 
3D Proにて半経験的分子軌道法に基づいて
最適化した。マウス Abcb1の X線結晶構造
情 報  (PDB code: 3G60) を 基 に し 、
MODELLER 9.11 および Swiss-MODEL の
Alignment Mode を利用してヒト ABCB1 の
立体構造を作出した。ABCB1の基質である
verapamil の相互作用領域を含む直径 50 Å
の空間を対象にして、ヒト ABCB1とのドッ
キングシミュレーションを各化合物ごとに
10000回実施した。 
 
４．研究成果 
 
 MC3T3-E1前骨芽細胞試験において、ホノ
キオールによる ALP活性促進作用が RXR受容
体アンタゴニストによって部分的に抑制さ
れたことから、ホノキオールの骨形成促進作
用にRXRとの相互作用が関与している可能性
が示唆された。2 次元電気泳動においては、
ホノキオールの刺激によって発現に変動が
みられる蛋白質の候補を複数見出すことが
でき、さらなる同定作業を進めている。 
 また、ホノキオールは、HERS 細胞試験にお
いて、Shh シグナル下流で活性化される Gli1
の発現を誘導すること、また、その発現誘導
がShhシグナル阻害剤によって抑制されるこ
とから、ホノキオールの作用には、Shh 経路
も関与していることが示唆された。 
 動物レベルにおける作用検証においては、
卵巣摘出骨粗鬆症モデルマウス、および、
RANKL 投与による骨減少モデルのどちらにお
いても、ホノキオールの腹腔投与によって骨
量や骨密度などのパラメーターが改善した
ことから、ホノキオールは個体レベルにおい
ても、骨代謝を改善して骨量を維持する作用
があることを確認した。 
 ABCB1 と相互作用する天然化合物を探索
した結果、南米原産植物 Pterogynine Nitens
から単離された Nitensidine A が ABCB1 と相
互作用することを確認し、その作用にはイソ
プレニル基の重合度やグアニジン骨格の重
要性を見出した。また、生薬シンイから精製
された Epimagnolin A が ABCB1 と相互作用す
ることを見出し、シミュレーションから
ABCB1 との結合に関わるアミノ酸残基の推定
も行った。 
 以上の結果から、効果的な骨量維持/増加
作用が期待できるホノキオールの作用メカ
ニズムに関する新知見を得るとともに、個体
レベルにおける有用性も明らかにすること
ができた。 
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