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緒言

骨組織は形成 と吸収を繰 り返 し,骨 ・カル シウムの代謝を調節 しなが らダイナ ミックに リ

モデ リングを行 っている。骨 リモデ リングは,骨 芽細胞 による骨形成 と破骨細胞に よる骨

吸収のバ ランスの上に成 り立ち,骨 組織 の機能 と形態 を維持す るために重要である1)。この

相反す る性質 をもつ二つの細胞の存在 が,骨 組織 の機能 と形態 を厳密に調節 している。 し

か し,炎 症,加 齢,閉 経,ス トレスな ど様々な要因によ り破骨細胞 による骨吸収 が亢進す

る と,こ のバ ランスが崩れ,骨 密度が低下 して歯周病や骨粗鬆症 な どの代謝性骨疾患が発

症す る2β)。高齢化 に伴 って増加 しているこれ らの骨吸収が亢進す る疾患 に対応す るために

は,破 骨細胞分化の分子 メカ ニズムを明 らかに し,破 骨細胞形成 を選択的に阻害する有効

な手段 を確立す ることが望まれ る。

破骨細胞は,マ クロフ ァージ系ColonyFormingUnit(CFU-M),前 駆破骨細胞 を経て,成

熟破骨細胞 に分化誘導 される4)。成熟破骨細胞 は活性化 され ると骨を吸収 し,最 終的にアポ

トーシスによ り一生を終える5,6)0近 年,腫 瘍壊死因子(TNF)ス ーパーファ ミリーに属す

るReceptorActivatorofNF-xBLigand(RANKL)が,破 骨細胞 の各分化段階において非常に

重要な役割 を果 た してい ることが明 らかに され てきた 川)。RANKLは 滑 性型 ビタミンD3

や副 甲状腺ホルモ ン,イ ンター ロイキン(IL)-6,IL-11な どの刺激によって,骨 芽細胞,

骨髄ス トローマ細胞に発現誘導 され る膜結合型サイ トカインである12)。RANKLはTNF転

換酵素様 タンパ ク質分解酵素によって細胞膜か ら切 り離 され ることが報告 され ている13)。

したがって,RANKLは 細胞表面に発現す る膜結合型 タンパ ク質 としてのみな らず,可 溶型

タンパ ク質 として広範囲 に情報 を伝達す ることが可能で,炎 症性骨吸収な どの骨破壊に関

与 していることが示唆 されてい る。

骨髄細 胞 を可溶型 の リコンビナ ン トRANKLとMacrophageColonyStimulatingFactor

(M-CSF)の 存在 下で培養す る と破骨細胞 に分化す ることも明かに されてい る14)。 また,
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RANKLの ノ ックア ウ トマ ウス,ま た は,破 骨細 胞 表面 に発現 す る受容 体ReceptorActivator

ofNF一 慮(RANK)の ノ ック ア ウ トマ ウス が作製 され,破 骨細 胞分 化 が著 しく障 害 され る こ

とに よって 大理石 骨 病 様 の病 態 が現れ る こ とが両 マ ウス におい て明 らか となっ た15'18) 。 こ

れ らの結果 か ら も,RANKL-RANK系 が実 際 の生 体 にお いて も破 骨細 胞 分化 に重要 な役 割 を

果 た して い る と考 え られ てい る。

..はRANKと 結 合す る こ とに よ り
,細 胞 内 へ その シグナル を伝 達 し,最 終的 にそ の

経 路 を統 合す るマ スタ ー転 写 因子NuclearFactorofActivatedTcellsc1(NFATcl)を 誘導,活

性 化 して破 骨 細胞 を分化誘 導 す る19-21)。

免疫 系 におい て,NFATはT細 胞 活性 化 に重 要 なIL-2の 発 現 を誘 導 す る転 写 因子 と して発

見 され,免 疫抑 制剤 で あるCyclosporinAやTacrolimusの 直接 の標 的 とな るタ ンパ ク質脱 リ

ン酸 化酵 素ProteinPhosphatase2B(Calcineurin)に よって ,そ の転 写活性 が調節 を受 けて い

る22-26)。NFATフ ァ ミ リー は4種 類 の遺伝 子 か ら構 成 され,そ のひ とつ で あ るNFATc1は

RANKL刺 激 に よ る破 骨 細 胞 の分 化 過程 でそ の発 現 が 上昇す る遺伝 子 と して 同定 され た。

NFATc1遺 伝子 欠 損 マ ウス のES細 胞 か らは破 骨細胞 が誘 導 で きない こ とや ,NFATc1を 強制

発 現 させ る こ とに よ りRANKL非 依 存 的 に破骨 細胞 を誘 導 で きる こ とか ら,NFATc1の 機 能

は破 骨細 胞分 化 に必 須 で あ る と考 え られ るzo,zl)。NFATc1は 最 終的 に脱 リン酸化 す る こ とに

よ り核 内へ移 行 して破 骨 細胞 分化 に必要 な複数 の遺伝 子 の転写 因子 として働 く。

以 上 の よ うに,破 骨細 胞分 化 の た めに,NFATc1の 活 性化 ま でに至 るシ グナル 分 子 の働 き

は徐 々 に解 明 され つつ ある が,未 だ不 明な 点が残 って お り,NFATcl活 性 化 以降 の分 子 メカ

ニ ズ ム も完 全 に解 明 され てい な い。

ま た近年,有 機 化 学的 な手 法 を駆使 して生 体 内分 子 の機 能や 反応 を分 子 レベル か ら扱 お う

とす るケ ミカル バ イ オ ロジー とい う概 念 が 提 唱 され,こ の概 念 は生 体物 質 の相 互作 用 とそ

の制 御 とい うメカ ニ ズ ム を解 明す る ヒン トに な る と同時 に ,創 薬 の た め の新 た な手 法 を も

た ら した り,あ るい は薬 品 が生 体 に与 え る影 響 ・効 果 の解 析 に別 の観 点 を与 え てい る。 特
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に創薬 とい う意味 では,小 さく単純 な構造 の分子を応用す ることができれば,生 体 由来の

シグナル分子 をそのまま使 うよ りも安価 で制御 しやすい薬物 となるのではないか と期待 さ

れてお り,生 体高分子 を狙 った分子標的薬 もす でに実用化 が進んできている。小分子化合

物 ライブラ リーLOPAC1280は 機能不明の生体物質群 だが,創 薬や分子メカニズム解明の ヒン

トにな りうるツール として注 目されつつある。

そこで,本 研 究においては,破 骨細胞 の分化制御 メカニズムを明 らかにす るため,NFAT

に対す る影響 の有無をスク リーニング的 に解析す るシステムを作 り,こ れ によって小分子

化合物 ライブラ リーLOPAC1280よ り破骨細胞分化に関連 のある物質を探索す るとともに,見

出された物質の作用機序 を解析 した。
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実 験 方 法

前 駆 破 骨 細 胞 お よ び 破 骨 細 胞 の 誘 導

本 研 究 で は,マ ウ ス 骨 髄 細 胞 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 細 胞(M-BMMφ)27)と マ ウ ス 単 球 系

細 胞 株RAW264.7細 胞79,28)を 前 駆 破 骨 細 胞 と し て 用 い た 。M-BMMφ は ,7週 齢 雄 性ddYマ

ウ ス(ケ ア リ ー,大 阪)の 大 腿 骨 か ら 骨 髄 細 胞 を 採 取 し,50ng/mlM-CSF(R&D
,Minneapolis)

お よ び10%FBS(ジ ャ パ ン ・バ イ オ シ ー ラ ム,広 島)を 含 むMinimumEssentialMediumEagle

AlphaModification(a-MEM;Sigma#M4526,St.Louis)培 地 に て37℃ ,5%CO2気 相 下 で

500個/mlの 濃 度 で 播 種 後,3日 間 培 養 し て 誘 導 し た 。さ ら に ,M-BMMφ を50ng!mlM-CSF,

100ng/mlsolubleRANKL(sRANKL;PeproTechECLTD ,London)お よ び10%FBSを 含 む

a-MEM培 地 に て37℃,5%CO2気 相 下 で3～6日 間 培 養 す る こ と に よ り破 骨 細 胞 を 得 た8)
。

RAW264.7細 胞 は100ng/mlsRANKLお よ び10%FBS含 有 α一MEMに て500個/mlの 濃 度 で

播 種 後 、3～6日 間 培 養 し,破 骨 細 胞 様 形 態 へ の 分 化 を 誘 導 し た 。 破 骨 細 胞 へ の 分 化 の 評 価

は,細 胞 を 酒 石 酸 耐 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ(TRAP)法 に よ り染 色 し,3核 以 上 のTRAP陽 性

細 胞 数 を 計 測 す る こ と に よ り 行 っ た 。 な お,す べ て の 実 験 でa-MEMは2mML-Glutamine

(Sigma),100units/mlPenicillin,100ｵg/mlStreptomycin(nacalaitesque ,京 都)を あ ら か じ

め 添 加 し た 後 に 使 用 し た 。

TRAP染 色

TRAP染 色 は,細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(PBS)で2回 洗 浄 し た 後 ,10%Glutaraldehyde

を 用 い て 固 定 し,TRAP溶 液 〔0.1MSodiumAcetate ,0.1MAceticAcid,10mg/mlNaphtol

AS-MXPhosphate(Sigma),0.1%TritonX-100,0 .3MPotassiumTartrate,0.3mg/mlFastRed
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VioletLBSalt(Sigma)〕 に て37℃ で10分 間反応 させ るこ とに よ り行 った。

ル シフ ェ ラー ゼ ア ッセイ 用株 化培養 細 胞 の作成

RAW264.7細 胞 に対 してpGL4.30(Promega#E8481 ,Madison)をTransFastTransfection

Reagent(Promega)を 用 い,遺 伝 子導 入 した。3日 後,HyglomycinB(和 光 純薬 工業 ,大 阪)

を培 地 に0.1mg/ml添 加 し,約2週 間培 養 し続 け,ク ロー ン化 した。これ らの細胞 はsRANKL

投 与 後 にル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 の 上 昇 が確 認 で き た も の だ け をそ の後 の 実験 に使 用 した

(Figure1)o

LOPAC12so

破 骨 細胞 分 化 を制 御 す る化合 物 の ライ ブ ラ リー ス ク リー ニ ン グは,小 分 子 化合 物 ライ ブ

ラ リ ー-LOPACizso(Sigma-Aldrich)を 用 い て行 った。 化 合物 の ス ク リー ニ ン グに は ,後 述 す

るル シ フェ ラーゼ ア ッセ イ を行 った。ル シ フェ ラー ゼ ア ッセ イ に よ るス ク リー ニ ン グで は ,

各 薬 物化 合 物 はす べて 培地 中で最終 濃度 が10ｵMと な るよ うに添加 して使 用 した。小 分子

化 合 物 ライ ブ ラ リ ー-LOPACIZSoの 内容 をFigure2に 示す 。

薬 物

Phenserine(Sigma#PO111),Donepezil(Sigma#D6821)はDimethylsulfoxide(和 光純薬 工

業)に 対 して溶解 し,培 養 液 に対 してDimethylsulfoxideがo .1%と な る よ うに調整 した上

で使 用 した。

Butyrylcholinesterasefromequineserum(Sigma#C4290)Recombinantmouse
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acetylcholinesterase(R&DSystems#P21836),Mecamylaminehydrochloride(Sigma#M9020)
,

Scopolaminehydrobromidetrihydrate(Sigma#51875) ,Tubocurarinechloridehydrate(Sigma

#T2379),Dihydro一 β一erythroidinehydrobromide(DHE;TOCRIS#2349),Methyllycaconitinecitrate

salthydrate(MLA;Sigma#M168),Memantinehydrochloride(Sigma#M9292) ,Asoximechloride

(SANTACRUZ#sc-207304),a-bungarotoxin(calbiochem#203980)は 蒸 留 水 に て 溶 解 し ,

培 養 液 に 対 し て 蒸 留 水 が0.1%と な る よ う に 調 整 し た 上 で 使 用 し た 。

ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ

ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 恒 常 保 有RAW264 .7細 胞 を 播 種 し た 翌 日 にsRANKLお よ び オ ー

フ ァ ン リガ ン ドを 処 置 し,24時 間 後 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 系(Promega#E1501)の プ

ロ トコ ル に 従 っ て 処 理 し ,発 光 基 質 を 加 え た 後,ル ミ ノ メ ー タ ー(GloMax20/20n,Promega)

を 用 い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 検 出 した 。

偽 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定

コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ キ ッ ト ・リ キ テ ッ ク コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ(RocheDiagnosticsInc
,Japan)

を 用 い て 測 定 し た 。 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 培 養 液 に ヘ キ サ シ ア ノ 鉄(皿)酸 カ リ ウ ム を 加 え

た 後,ヨ ウ 化 ブ チ リル チ オ コ リ ン を 基 質 と し て 加 え,吸 光 度 変 化 量 を 測 定 す る こ と に よ り

偽 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。

統 計 処 理

実 験 結 果 は,平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 表 し,ANOVAに て 分 散 分 析 後Tukey-Kramertestを 用

一7.



いて比較 し,危 険率5%以 下を有意差 あ りと判定 した。
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結 果

一

M-BMMφ 細 胞 をsRANKLの 存 在 下 で3～6日 間培養 す る と,TRAP陽 性 の多核 巨大細 胞

で あ る破 骨 細胞 へ の分 化 が誘導 され た(Figure3)。

NFAT活 性 を指標 と した小 分子 化合 物 ライブ ラ リー-LOPAC12soの スク リーニ ン グ

NFATc1を 指標 に,小 分子 化合物 ライ ブ ラ リーLOPAC1280を 用 い て ,破 骨 細胞 分 化 に影 響

を与 え る物 質 を ス ク リー ニ ング した。まず,Figure]に 示 す プ ロ トコル に よ りル シ フェ ラー

ゼ遺 伝 子 恒 常保 有株 を作 製 した30)。 この細胞 株 はsRANKLお よびTacrolimus処 置 に応答 し

てル シ フ ェラー ゼ活性 が 変化 し,NFATcl活 性 に影 響 を与 え る薬 物 のス ク リー ニ ング に適 し

てい る こ とを確 認 した。 この スク リー ニ ン グの結 果 はFigure4に 示 した。NFATを 活性 化 さ

せ るい くつ か の物 質 につい てTRAPassayを 行 った。TRAP陽 性 多核 破 骨細胞 数 は ,control

と比較 してRiluzoleで は約05倍,Phenamilで は約0 .8倍,Roscovitineで は約1.0倍,Harmine

で は約05倍,Phenserineで は約3倍 で あっ た(datenotshown)。 特 に破 骨 細胞 分化 の促 進 を

認 めたPhenserineに 着 目して,更 な る検 討 を加 える こ とに した。

Phenserineの 破 骨 細胞分 化 に対 す る髟郷

Phenserineは アセチ ル コ リンエ ステ ラーゼ 阻害 薬(Figure5)で,ア ル ツハ イ マー病 の治療

薬 と して臨 床応 用 され て い る31)。

NFATclは 破 骨細 胞 分化 にお けるマ ス ター転 写 因子 で あるた め19-21),Phenserineが 破 骨 細
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胞 分 化 を亢進 させ る こ とが予測 され る。 実 際,RAW264.7細 胞 をsRANKL存 在 下で5日 間

培 養 して破 骨細 胞 に 分化 誘導 した際 にPhenserineを 添加 した場合,破 骨細 胞 分化 を促 進す る

結果 が得 られ た(Figure6)。RAW264.7細 胞(破 骨前 駆細 胞)の 分化 誘 導培 地 中 に,Phenserine

をOnM(コ ン トロール),250nM,500nM,1μM又 は2ｵMと な るよ う添加 し,破 骨 前駆

細 胞 の破骨 細胞 へ の 分化(TRAP陽 性多核 破 骨細 胞数)を 調 べ た。Phenserineの 効 果 は500nM

で ピー クに達 し,さ らに高濃 度 では その効 果 は減少 した。

Doneezilの 破 呂 細胞 分 化 に対 す る影r

Donepezilも,Phenserineと 同様 にアセ チル コ リンエ ステ ラー ゼ阻 害薬(Figure5)と して ,

アル ツハ イマ ー病 の治療 薬 として 臨床 応用 され てい る32-34)。

そ のた め,Donepezi]がPhenserineと 同様 に破 骨細 胞分 化 を亢進 させ る こ とが予 測 され る。

RAW264。7細 胞 をsRANKL存 在 下で5日 間培養 して破骨 細胞 に分化 誘 導 した 際 に ドネ ペ ジ

ル を添加 した場合,破 骨 細 胞分 化 を促進す る結 果が得 られ た(Figure7) 。RAW264.7細 胞(破

骨 前駆 細胞)の 分 化誘 導 培 地 中に,DonepezilをOnM(コ ン トロール),250nM,500nM ,

1ｵM又 は10ｵMと な る よ う添加 し,破 骨前 駆 細胞 の破骨 細胞 へ の分化 を調 べ た。Donepezil

は1ｵMの 濃度 で最 も破 骨 細胞 を分 化誘導 した。

血 清 中 の偽 コ リンエ ステ ラーゼ の破骨 細胞 分化 に対 す る影 響

本 実 験 に用 いた培 養 液 に 添加 した血 清 中 には,偽 コ リンエ ステ ラーゼ潜 性が存 在す るため ,

そ の破 骨 細 胞 分化 に及 ぼす 影 響 を検 討 した 。 ブチ リルチ オ コ リン を基 質 と して コ リンエ ス

テ ラー ゼ を測 定 した とこ ろ,血 清Aは125mU/ml ,血 清Bは625mU/m畳 と,両 者 の 間 には

500mU/mlの 差 が認 め られ た(Figure8)。 以 下,本 研 究 で は ,125mU/mlの 血清 を使用 した。
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血清Aを 使用 した場合 は,血 清Bの 約3倍 の成熟破 骨細胞が形成 された。

偽 コリンエステラーゼお よびアセチル コリンエ ステ ラーゼの破骨細胞分化 に対す る影

アセチル コリンエステラーゼ阻害剤 であるPhenserineとDonepezilに よって破 骨細胞分化

が促進 された ことよ り,破 骨細胞分化 にアセチル コリンが関与 している可能性が示唆 され

たため,偽 コリンエステ ラーゼまたは リコンビナン トアセチル コ リンエステ ラーゼを使 用

して,ア セチル コ リン類を枯渇 させ て,破 骨細胞分化への影響を検討 した。破骨前駆細胞

(M-BMMφ 由来破骨前駆細胞 またはRAW264.7細 胞)を,sRANKL存 在下で5ま たは6

日間培養 して破骨細胞に分化誘導す る際 に,偽 コリンエステ ラーゼ(500mU/ml) ,ま たは

リコンビナ ン トアセチル コリンエステラーゼ(2.5ng/ml)を 培養液 中に添加 した。これ らの

添加 によ り破骨細胞分化 は抑制され た(Figure9,10)。 次に,M-BMMφ 細胞 をsRANKL

存在 下で6日 問培養 して分化誘導 したe.r.の培地 中に,リ コンビナ ン トアセチル コ リンエス

テラーゼ(2.5ng/ml又 は25ng/mDを 添加 し,破 骨前駆細胞の破骨細胞への分化 を調べた

(Figurell)。 アセチル コリンエステラーゼの添加 により,TRAP陽 性破骨細胞数は有意に

減少 した。

アセチル コ リン受容体阻害薬 の破骨細胞分化 に対す る影響

アセチル コ リン受容体は,ニ コチ ン性アセチル コリン受容体 とムスカ リン性アセチル コリ

ン受容体に分類 され る。破骨細胞分化に関与 している受容体を検討す るために,RAW264.7

細胞お よびM-BMMφ 細胞 にニコチン性 アセチルコ リン受容体 の阻害薬 を処置 して破骨細

胞分化へ の影響 を調べた。ニコチン牲 アセチル コリン受容体の阻害薬であるMecamylamine

35)を処置 した ところ
,RAW264.7細 胞 およびM-BMMφ 細胞の どちらの細胞 においても破骨
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細胞 分 化 を有意 に抑制 す る結 果 が得 られ た(Figure12)。RAW264.7細 胞 にム スカ リン性 ア

セ チル コ リン受 容 体 の阻害 薬 で あ るScopolamine36)を 処 置 した ところ,破 骨細 胞 分化 へ の影

響 は認 め られ なか った(Figure13)。

ニ コチ ン性 アセ チル コ リン受 容体 サ ブ タイ プ の検 討

ニ コ チ ン性 アセ チル コ リン受容 体 は ,イ オ ンチ ャネル ー 体型 受容 体 で あ り,主 に筋 肉型

受 容 体 と神 経 型 受 容 体 に 分 類 され る。RAW264.7細 胞 に筋 肉 型 受 容 体 の 阻 害 薬 で あ る

Tubocurarine37)を 処置 して破 骨細 胞分 化へ の影 響 を調 べ た とこ ろ,コ ン トロール と比較 して

破 骨 細胞 数 の差 は認 め られ なか っ た。 っ ま り,Tubocurarineを 添加 して も,破 骨 細胞 へ の分

化 に は影響 が な か った(Figure14)。

マ ク ロフ ァー ジにお けるニ コチ ン性 アセ チル コ リン受容 体 の分子構 造 として ,a7ホ モ五

量体 と,a4R2ヘ テ ロ五 量体 が存在 す る ことが 報告 され てい る38,39)。

RAW264.7細 胞 ま た はM-BMMφ 細 胞 にa7ホ モ 五 量 体 の 特 異 的 阻 害 薬 で あ る

Methyllycaconitine(MLA)(Figure15)を 処置 して破 骨 細胞 分化 へ の影響 を調 べ た ところ,

どち らの細胞 におい て も破 骨 細胞 分化 を強力 に抑 制 す る結 果 が得 られ た(Figurel6)。

ま た,RAW264.7細 胞 にa7ホ モ五 量体 の非 特異 的 阻害薬 で あ るMemantine,Asoxime,

α一bungarotoxinを 処 置 して破 骨 細胞 分化 へ の影 響 を調 べ た ところ,そ れ ぞれ の阻害薬 におい

て程 度 は低 い が,破 骨 細胞 の分 化 が有意 に抑 制 され た(Figure17)。

次 に,RAW264.7細 胞 にa4R2ヘ テ ロ五 量体 の 阻害薬 で あ るDihydro-(3-erythroidine(DHE)

40)を処 置 して破 骨 細 胞分化 へ の影 響 を調べ た(FigureI8) 。RAW264.7細 胞 をsRANKL存 在

下 で5日 間培 養 して 分化誘 導 した際 の培地 中にDHEを10nM,100nM又 は1ｵMと な るよ

うに添加 した。a4R2ヘ テ ロ五 量体 の特 異 的阻害薬 で あ るDHEを 添加 して も,コ ン トロール

と比 較 して,分 化誘 導 され た破 骨 細胞数 に差 が認 め られ な かっ た。
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考察

破 骨 細胞 分化 機 構 にお い てRANKLが 同 定 され7'lo),さ らにRANKLとM-CSFに よ る骨 髄

細 胞 単独 で のinvitro破 骨細 胞分 化 系が確 立 し14),RANKLに よる破 骨 細 胞分化 を制御 す る

シ グナル 伝達 の研 究 は飛 躍 的 に進歩 した。RANKLあ るい はRANKノ ック ア ウ トマ ウスは

破 骨 細 胞 分 化 の著 しい 障 害 に よ り大 理石 骨 病 様 の病 態 を示 す こ とが 明 らか に され て きた

15-18)
。 さ らに は,RANKL-RANKシ グナル伝 達 経 路 を最終 的 に統合 す るNFATclの 誘 導,活

性 化 が破 骨 細胞 を分化誘 導 す るこ とが明 らか に され た19-21)。一方,NFATc1は 脱 リン酸化 さ

れ る こ とに よ り核 内へ移 行 し,転 写 を活 性 化す る。NFATclを 強制 発 現 させ る こ とに よ り

RANKL非 依存 的 に破 骨細 胞分 化 を誘導 す る こ とが で き る こ と,あ るい はCyclosporinAや

Tacrolimusに よっ てNFATclの 脱 リン酸化 を阻 害す る こ とに よって破 骨細 胞分 化 を抑 制 で き

る こ とが報 告 され て い る24-26)。

そ こで本 研 究 で は,NFATc1の 転 写 因子 活性 を指標 と して用い,機 能 不 明 の生体 物質 群 で

あ る小 分 子化 合 物 ライ ブ ラ リー-LOPACIZSoか ら破 骨 細 胞 分 化 に影 響 を与 える物 質 を検 討 し

た。 まず,ス ク リーニ ング テ ス トと して,な るべ く簡 便 で迅 速 に結 果 を知 る こ とので き る

ル シフ ェ ラー ゼ ア ッセ イ系 を選択 したが,破 骨細 胞 分 化 のモ デル として主 に 用 い られ てい

るM-BMMφ 細胞,RAW264.7細 胞 は遺伝 子 導入 の効率 が低 い細 胞 で あ るた め,RAW264.7

細 胞 を元 にル シ フ ェ ラー ゼ ベ ク ター を恒常 的 に保 有 す る細 胞株 を作製 した。 作 製 した細胞

を用 い て 小 分子 化 合 物 ライ ブ ラ リーLOPAC12soに 対す る ス ク リー ニ ン グテ ス トを行 っ た結

果,NFAT活 性 を亢進 させ る物質 の ひ とっ と してPhenserineに 注 目した。

今 回,ス ク リー ニ ング に よ り発 見 したPhenserineは アセチ ル コ リンエス テ ラーゼ 阻 害薬 で,

アル ツハ イマ ー病 の治療 薬 と して臨床応 用 され て い る こ とが知 られ てい る31)。Phenserineに

対 す る検 証 を進 めた結 果,Phenserineが 特 異的 にNFATc1を 活 性化 させ る こと,そ して破 骨

細 胞 分化 を促進 す る ことが判 明 した。また,Phenserineと 同様 にアセチル コ リンエ ステ ラー
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ゼの阻害薬であるDonepezilsz-sa)に ついても検討 した ところ同様 に,破 骨細胞分化 を促進す

るこ とが明 らかになった。 これ らの ことか ら,破 骨細胞分化 においてアセチル コリンが関

与す るとい う仮説 を立てた。

アセチル コ リンはアセチル コリンエステ ラーゼ によ り分解 され る生理活性物質 であるた

め,破 骨細胞分化 に及ぼすアセチル コリンエ ステ ラーゼの影響を検討 した。また,破 骨細

胞分化 の研究に必ず用い られる血清 中には,偽 コリンエステ ラーゼが存在す るこ とが考え

られ るた め,そ の影響 について検討 した。偽 コリンエ ステラーゼ活性 を,ブ チ リルチオコ

リンを基質 として測定 した ところ,血 清の種類 によ り125mU/mlと625mU/mlの よ うに約5

倍の差が あることが判 明 した。そ して,血 清問の差 である500mU/mlの 馬血清 由来の偽 コ

リンエステ ラーゼ を添加 して検討 した ところ,高 偽 コリンエ ステ ラーゼ血清 とほぼ同様 の

影響 が確認 された。 また,リ コン ビナ ン トアセチル コ リンエステラーゼの添加 によっても

破骨細胞の分化が有意に抑制 された。

アセチル コリン受容体 には,ニ コチン性アセチル コリン受容体 とムスカ リン性 アセチル コ

リン受容体が存在す る。破骨細胞分化誘導の際にそれぞれ の阻害薬 を処置 し,破 骨細胞分

化 に関与 してい る受容体について検討 した。 ニコチ ン性アセチル コリン受容体阻害薬 であ

るMecamylamineは 破骨細胞分化 を抑制 したが,一 方,ム スカ リン性アセチル コ リン受容体

阻害薬であるScopolamineは 破骨細胞分化へ影響 を及 ぼさなかったこ とか ら,破 骨細胞分化

の促進にはニ コチン性アセチル コリン受容体が関与 していると考え られた。

さらに,ニ コチン性アセチル コリン受容体 は,神 経筋接合部 に存在 し横紋筋 の収縮に関与

す る筋肉型受容体 と,中 枢神経系に存在 しシナプス伝達 に関与 している神経型受容体に分

類 され る。筋肉型受容体阻害薬であるTubocurarineに ついて検討 した ところ,破 骨細胞分化

へ影響 を及ぼ さない ことが判明 した。 このことよ り,破 骨細胞分化 において神経型受容体

が関与 している可能性を考え,更 なる検討 を加 えた。

近年,神 経型受容体の分子構造 と認識 されてきたa7ホ モ五量体 とa4R2ヘ テ ロ五量体が,
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末梢のマク ロファージにおいて も存在す ることが報告 されてい る38・39)。本研 究で使用 した

RAW264.7細 胞はマ クロファージ系培養細胞株 であ ることよ り,a7ホ モ五量体 の特異的阻

害薬 であるMLAに ついて検討 した ところ,破 骨細胞分化 を強力に抑制す るこ とが判明 した。

非 特 異 的 で は あ る が,a7ホ モ五 量体 の 阻害 薬 で あ るMemantine,Asoximeお よび

a-bungarotoxinも 破骨細胞分化を抑制 した。一方,a4R2ヘ テ ロ五量体の阻害薬であるDHEao)

は,破 骨細胞分化へ影響を及ぼ さないことが判明 した。

以上 より,破 骨細胞分化においてアセチル コリンが関与 してお り,破 骨細胞表面に存在す

る受容 体がニ コチ ン性アセチル コリン受容体a7ホ モ五量体である可能性が示唆 された。本

研 究では培養液 中にアセチル コ リンを添加 した検討 は行 っていないが,コ リンエステ ラー

ゼや その阻害薬による検討か ら,ア セ チル コリンが破骨細胞の分化に関与 している可能性

が示唆 された。 さらに,破 骨細胞分化 に関与す るアセチル コ リンを前駆破骨細胞 自身が分

泌す る可能性 も考 えられた。また,こ のアセチル コ リンは前駆破骨細胞表面 に存在す るニ

コチン性 アセチル コリン受容体a7ホ モ五量体へ結合す ることにより
,そ の分化 が誘導 され

る可能性 が考 えられ る。今後は,ア セチル コリン分泌 とその制御のタイ ミングやニ コチ ン

性 アセチル コ リン受容体a7ホ モ五量体 の存在を確認す る必要があると考 えられ る。

本研究 において,NFATclを 活性化 させ る物質 としてPhenserineを 見 出 した。 さらに,

Phenserineは 破骨細胞分化 を促進す ることを確認 した。その作用機序 として,ア セチル コリ

ンエステ ラーゼの阻害が,破 骨細胞分化 に関与 してお り,さ らにはアセチル コ リンが破骨

細胞分化 を促進 している可能性が示唆 された。また,ニ コチ ン性アセチルコ リン受容体阻

害薬,特 に,a7ホ モ五量体特異的阻害薬であるMLAに よって破骨細胞分化が強力に掬制

された ことよ り,ニ コチ ン性アセチル コリン受容体 α7ホモ五量体を介 したシグナルが破骨

細胞分化 の情報伝達経路 を調節 している可能性が示唆 された。Figure19に そのシェーマを

示 した。

今後はNFATc1の シグナル伝達 ・分化制御 のメカニズムの さらなる解明を目指す とともに,
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破骨細胞 の分化 を制御す る薬物開発 について も検討 していきたい。

一17一



結 論

本 研 究 にお い て,分 子化 合 物 ライ ブ ラ リー-LOPACl280よ りNFATclを 亢進 させ る物質 と

してPhenserineを 見 出 した。ま た、そ の作 用機 序 の解析 か らマ ウスの破骨 細 胞 分化 にお ける

シ グナル伝 達 経路 につ いて以 下 の こ とを明 らか に した。

1.Phenserineは,前 駆破 骨 細胞 におい てNFATc1の 活 性化 を亢 進 した。

2。Donepezi1は,Phenserineと 同様,破 骨細 胞 の分化 を促 進 した。

3.培 養 液 中へ の偽 コ リンエ ス テ ラー ゼや リコン ビナ ン トアセ チル コ リンエ ス テ ラー ゼ の

添 加 は,破 骨細胞 分 化 を抑制 す る。

4.ニ コチ ン性 アセ チル コ リン受 容体a7ホ モ 五量 体 の特異 的拮抗 作 用 を持 つMLAに よ り,

破 骨細 胞 分化 は抑 制 され た。

以 上 よ り,破 骨細 胞 の分 化誘 導 には アセ チル コ リンが 関与 し,前 駆破 骨 細 胞 に存 在す る

ニ コチ ン性 アセ チル コ リン受 容体a7ホ モ 五量 体 を介 した情 報伝 達 に よ り制御 され てい る と

示唆 され た。
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Figure1ル シ フ ェラーゼ 遺伝 子恒 常保 有 細胞 株 の作 製 プ ロ トコル

A:ベ ク ターpGL4.30に はNFATが 作 用す る こ とに よってル シ フェ ラー ゼ を転 写す る領域

と抗 生物 質HygromycinB耐 性 遺 伝子 が存 在 す る。 これ をRAW264.7細 胞 に形質 導入 し,

HygromycinB存 在 下で長期 継 代す る こ とでル シ フェ ラーゼ ベ ク ター 恒常保 有 株 を作製 す る。

B:作 製 した細胞 に対 してsRANKL(100ng!m1)お よびTacrolimus(1ｵM)処 置後24時

間 で 融解 し,ル シ フェラー ゼ活 性 を測 定 した。sRANKLに よって活性 が上昇 し,Tacrolimus

の併 用 に よって抑 制 され てお り,NFATclの 挙動 に対 応す る と考 え られ る。
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Figure2小 分 子化 合 物 ライ ブ ラ リー一一LOPAC12so(Sigma-Aldrich)の 内容

1280の 小 分子 化 合物 か ら構成 され てお り、 核 酸や 、Gタ ンパ ク、イ オ ンチ ャネル 、 また

細胞 シ グナル 伝 達 に関 与す る物質 な どが含 まれ て い る。
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Figure3前 駆破 骨 細胞 お よび破 骨 細胞 の位 相 差顕 微鏡 像 お よびTRAP染 色像

マ ウス骨髄 細胞 を50ng!mlM-CSF存 在 下 で3日 間 培養 した(A)。 さ らにM-CSF(50ng!m1)

お よびsRANKL(100ng/ml)存 在 下 で3～6日 間培養 し,破 骨 細胞 を誘 導 した(B)。 両者 の

TRAP染 色 を示す(C,D)。 各 図 は4回 の実 験結 果 の代 表例 を示 す。
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Figure4小 分 子化 合 物 ライ ブ ラ リー1、OPALi2soのNFAT活 性 に対す るス ク リー ニ ン グの

結果

作製 した細胞 に対 してsRANKL(100ng!ml)お よびLOPACI280(各10ｵM)を 処 置 し,24

時 間後 にル シ フ ェラーゼ 活性 を測 定 した。sRANKLの み処 置 した もの を0と し,そ れ ぞれ

のNFAT活 性 を対数 値 で示す 。NFAT活 性 を上 昇 させ る物質 と してPhenserineに 着 目 した。
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FiguresPhenserineお よ びDonepezilの 構 造 式
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Figure6Phenserineに よ る破骨 細 胞分 化促 進

前 駆破 骨細 胞 の破 骨細 胞へ の分 化過 程 にお けるPhenserineが 与 える影 響 をTRAP染 色 に よ

り検 討 した。RAW264.7細 胞 に対 してsRANKL(100ng!m1)お よびPhenserine処 置後3～6

日間 培養 した。TRAP染 色 を行 い,分 化誘 導 され た破 骨細 胞数 を計 測 した。Phenserineを 処

置す る ことに よ り,破 骨 細胞 の形成 は増加 した。値 は平均値 お よび標 準 誤差 を示 す(n=4)。

*,P<0.01,vscontrol
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Figure7Donepezilに よる破骨 細 胞分 化促 進

前 駆破 骨 細胞 の破 骨細 胞 へ の分化 過程 に お けるDonepezilが 与 え る影 響 をTRAP染 色 に よ

り検 討 した。RAW264.7細 胞 に対 してsRANKL(100ng!ml)お よびDonepezi1処 置後3～6

日間培養 した。TRAP染 色 を行 い,分 化誘 導 され た破 骨細胞 数 を計 測 した。Donepezi1を 処

置す る こ とに よ り,破 骨 細胞 の形 成 は増加 した。(n=4)*,P<0.Ol,vscontrol
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Figure8培 養 液 中の血 清 中に存在 す る偽 コ リンエ ステ ラー ゼ の測 定

それ ぞれ の培 養 液 中の血 清 の偽 コ リンエ ス テ ラー ゼ活 性 を,ヨ ウ化 ブ チ リル チ オ コ リンを

基質 として加 え,吸 光度 変化 量 に よ り測 定 した。血 清Aは125mU!ml,血 清Bは625mU!m1

の活 性 を示 した。
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Figure9偽 コリンエステ ラーゼによる破骨 細胞分化抑制

前駆破骨細胞の破骨細胞への分化過程 にお け る偽 コ リンエ ステ ラーゼが与え る影響 を

TRAP染 色によ り検討 した。馬血清 由来偽コ リンエステラーゼは,Figure8の 両血清の差で

ある500mU!m1を 添加 したが,こ れ により破骨細胞の形成 は減少 した。
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Figure10ア セ チル コ リンエ ステ ラーゼ によ る破 骨 細胞分 化 抑制

RAW264.7細 胞 に対 してsRANKL(100ng!ml)お よび リコン ビナ ン トアセ チル コ リンエ ス

テ ラーゼ(AChE)処 置後3～6日 間培養 し,TRAP染 色 を行い,分 化誘 導 され た破 骨 細胞

数 を計 測 した。 アセ チル コ リンエ ステ ラー ゼ の添 加 に よ り,破 骨 細胞 の形 成 は減 少 した。

(n=4)*,P<0.01,vscontrol
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Figure11マ ウス骨髄 細 胞 のア セ チル コ リンエ ステ ラーゼ に よ る破骨 細胞 分 化抑 制

破 骨細胞 へ の 分化過 程 にお け るアセ チル コ リンエ ステ ラーゼ が与 え る影 響 をTRAP染 色

に よ り検 討 した。 マ ウス骨 髄 細胞 に対 してsRANKL(100ng!ml)お よび アセ チル コ リンエ

ステ ラー ゼ処 置後3～6日 間培 養 した。TRAP染 色 を行 い ,分 化誘 導 され た破 骨細胞 数 を計

測 した。 アセ チル コ リンエ ステ ラー ゼ の処 置 に よ り,破 骨細 胞 の形 成 は減 少 した。(n=4)

*
,P<0.01,vscontrol
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Figure12Mecamylamineに よる破 骨 細胞 分化 抑 制

破 骨 細胞 へ の分 化過 程 に対す るMecamylamineの 影 響 をTRAP染 色 に よ り検討 した。

RAW264.7細 胞(上 図)お よび マ ウス骨 髄細 胞(下 図)に 対 してsRANKL(100ng/m1)お よ

びMecamylamine処 置 後3～6日 間培 養 した。TRAP染 色 を行 い,分 化誘導 され た破 骨 細胞

数 を計 測 した。 どち らの細胞 に おい て もMecamylamineを 処置 す る こ とに よ り,破 骨 細胞

の形 成 は減 少 した。(n=4)*,P<0.Ol,vscontrol
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Figure13Scopolamineに よ る破 骨細 胞分 化 へ の影響

前 駆破 骨細 胞 の破 骨細 胞へ の分 化過 程 にお けるScopolamineの 与 え る影響 をTRAP染 色

に よ り検 討 した。RAW264.7細 胞 に対 してsRANKL(100ng!m1)お よびScopolamineま た

はMecamylamine処 置後3～6日 間培養 した。TRAP染 色 を行 い,分 化誘 導 され た破 骨細 胞

数 を計測 した。Scopolamineを 処 置 して も破 骨 細 胞 分化へ の影 響 は認 めなか った。(n=4)

*,P<0.01,vscontrol
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Figure14Tubocura血eに よ る破 骨細 胞 分化 へ の影響

前 駆破 骨 細胞 の破 骨細 胞 へ の分化 過程 にお けるTubocurarineが 与 える影 響 をTRAP染 色

に よ り検討 した。RAW264.7細 胞 に対 してsRANKL(100ng!m1)お よびTubocurarine処 置

後3～6日 間 培 養 した。TRAP染 色 を行 い,分 化 誘 導 され た 破 骨 細 胞 数 を 計 測 した。

Tubocurarineを 処置 して も破 骨 細胞 分化 へ の影響 は認 めな か った。(n=4)
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Figure16MLAに よ る破 骨細 胞分 化 抑制

破 骨 細 胞 へ の 分 化 過 程 にお け るMLAが 与 え る影 響 をTRAP染 色 に よ り検 討 した。

RAW264.7細 胞 お よび マ ウス骨 髄細 胞 に対 してsRANKL(100ng!m1)お よびMLA処 置 後3

～6日 間培 養 した
。TRAP染 色 を行 い,分 化誘 導 され た破骨 細 胞数 を計測 した。 どち らの細

胞 にお い て もMLAを 処 置す る こ とに よ り,破 骨 細胞 分化 は強力 に抑制 され た。(n=4)*,P

<0.01,vscontrol
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Figure17非 特異 的a7ホ モ 五量 体 の阻 害薬 に よ る破 骨 細胞分 化 抑制

Memantine,Asoxime,α ・bungarotoxinが 破骨 細 胞分 化 に与 え る影 響 をTRAP染 色 に よ

り検 討 した。RAW264.7細 胞 に対 してsRANKL(100ng!m1)お よび 薬物 処置 後3～6日 間培

養 した。TRAP染 色 を行 い,分 化誘 導 され た破 骨細 胞数 を計測 した。それ ぞれ の 阻害薬 にお

いて 程度 は低 い が,破 骨 細胞 の分 化 が抑制 され た。(n=4)* ,P<0.01,vscontrol
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Figure18DHEに よる破骨細胞分化への影響

前駆破骨細胞 の破骨細胞への分化過程にお けるDHEが 与える影響 をTRAP染 色によ り検

討 した。RAW264.7細 胞に対 してsRANKL(100ng/ml)お よびDHE処 置後3～6日 間培養

した。TRAP染 色 を行い,分 化誘導 され た破骨細胞数 を計測 した。DHEを 処置 しても破骨

細胞分化への影響は認 めなかった。(n=4)



ACh

Figure19ア セチル コ リン(ACh)の 破骨細胞分化への関与

アセチル コ リンエ ステラーゼ(AChE)活 性が,破 骨細胞分化に関与 してお り,さ らには

アセチルコ リン(AChE)が 破骨細胞分化 を促進 している可能性 が示唆 された。また,特 異

的阻害薬であるMLAに よって破骨細胞分化が強力に抑制 されたことより,ニ コチン性アセ

チル コ リン受容体a7ホ モ五量体を介 したシグナルが破骨細胞分化の情報伝達経路を調節 し

ている可能性 が示唆 された。




