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緒 言

歯槽骨 の吸収 は,歯 周病 の進行1,重 度 の齲蝕,歯 根破折 あるいは外 傷等 を原

因と した歯の喪失 に継続 して惹起 され る。歯 を喪失 した後 の高度な顎堤 吸収は

イ ンプラ ン ト治療や補綴 歯科治療 に よる審 美回復 あるいは機能 回復 を困難 にす

るた め2,歯 槽骨 の吸収 を予 防す る技 術や,失 われて しまった歯槽骨 を再生す る

技術 の確立 は歯科補綴学 に とって重 要な課 題で ある3・4。

今 日,歯 槽骨 を再 生す る術式 としてGBR(GuidedBoneRegeneration:骨 誘導

再生)法 が多 く用 い られ るよ うになったが5・6,骨 組織 の欠損が広 範囲 に及ぶ症

例で は,十 分な治療効果 が得 られな い場合 も多 い7。 そのため,よ り確 実な骨造

成 を可能 に しよ うとす る試 み として,GBR法 に加えて多血 小板血漿(PRP)8,

エ ナメル基 質 由来蛋 白(Emdogain⑧)9,bonemorphogeneticprotein-2(BMP-2)正o,

platederivedgrowthfactor-BB(PDGF-BB)11,fibroblastgrowthfactor(FGF)-212

な どの生理活性 因子 を利用 した骨造成 の術 式が報告 されてお り,一 定 の効 果が

報告 されてい る13。 しか し,こ れ らの成長 因子 は多数 のアミノ酸か らな る分子量

の大 きなタ ンパク質であ り,ま た いずれ の成長 因子 も動物 由来物質で ある こと,

リコ ン ビナ ン ト技術 によ り大 腸菌 を用 いて作製 されて いる こと,生 体 内で の活

性 が不安定14で ある こと,高 価 で ある こと等 の欠点 を有 して いる15。
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これ に対 して,小 分子化合物(smallmoleculecompound)は,分 子量が小 さ く

単純 な構造で あるため,効 率 的な合成法 お よび検 定法 が確 立 され てお り,大 量

かつ安価 に提供 できる という利点 を有す る16。また,小 分子化合物 は複数 の特異

的な分子標 的に対 して迅速 に作用 す る とい う利点 を有 してお り,生 体 高分子 を

標的 とした分子標 的薬 もすで に実用化が進 んできている。

小分子化合物 を骨形成治療薬 に応 用 しよ うとす る試 みは これ まで に多 く行わ

れて お り,試 験 管 内で骨芽細 胞分化 を促 進す る小分子化合 物 としてisoflavone

derivatives17°18,TAK-77819,TH15,Phenami120,Harmine21,Statin22,Resveratrol

23等 が報告 されてい るが
,生 体 内で も骨形成作用 を示す化合 物は少ない22-24。し

たが って,新 規 に骨形成促 進作用 を有 す る小分子化 合物 を発見す る ことによっ

て,新 たな骨形成治療薬 を開発 しよ うとす る研 究に期待が集 まって いる16。

一方
,ポ ス トゲ ノム時代 の幕が 開け,近 年 では化 学的観 点か ら生命現 象 を解

明す るケ ミカルバイオ ロジー とい う,化 学 と生命科学 を融合 した学問分野が発

展 している。ケ ミカルバ イオ ロジー は,多 数の化 合物 を集 めた ライ ブラ リー を

用 いて細胞 内の分子機構 を標的 としたス ク リーニ ングを行 い,得 られた ヒ ッ ト

化合 物をプロー ブ として用 いて,DNA,RNA,タ ンパ ク質 といった生体高分子

と特 異的 に作用 させ る こ とで,生 体 内の機 能 を解 明 して い くアプ ローチで ある
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25
。また,こ の分子機構 を解 明す る過程 で,ヒ ッ ト化 合物 は創薬 に繋が る新 たな

手法や分子標 的を もた らす可能性が ある。

生体 内分 子 の機能や 反応 を標的 とした化合物 の探索 には,培 養細胞 を基盤 と

した化 合物 ライ ブ ラ リー の ス ク リー ニ ン グが有用 な 方法 で あ り,こ れ まで に

様 々な種類 の細胞 を用 いた スク リー ニ ング システムが報告 されて いる26。 また,

骨代謝研 究 の分野 では骨粗鬆症 に対 す る創 薬 の観点か ら,骨 吸収 を司る破 骨細

胞 を基 盤 とした化 合物 ライ ブラ リー ス ク リーニ ングによ って骨 吸収抑制化合 物

を探索す る試 みが数多 く報告 されて いる27-29。一方で,骨 形成 の主役で ある骨芽

細胞 を基盤 とした化合物 ライ ブ ラリースク リーニ ングの報告は少ない30・31。

以上 を背景 に,本 研 究では,骨 芽 細胞分化促 進作用お よび骨形成促進作用 を

有す る新規 の化合 物 を検 出す る ことを 目的 と し,骨 芽細胞 分化促進作用 を有 す

る化 合物 を簡 便かつ高 い信頼度 で検 出す るた めのス ク リーニ ングシステ ムの構

築,な らび に骨芽細胞分化促進作用 お よび骨形成促進 作用 を有す る化合物 の探

索 を試 みた。
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材 料 と 方 法

1.培 養 細 胞

1)1型 コ ラ ー ゲ ン レポ ー タ ー 骨 芽 細 胞

東 京 大 学 大 学 院 医 学 系 研 究 科 疾 患 生 命 工 学 セ ン タ ー の 鄭 雄 一 教 授 よ り,ラ

ッ ト1型 コ ラ ー ゲ ン プ ロ モ ー タ ー の 配 列 断 片(2.3kb)に よ っ て 制 御 さ れ るgreen

fluorescentprotein(GFP)レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 し たMC3T3-E1骨 芽 細 胞 株

(CollalGFP-MC3T3E1)30の 供 与 を 受 け た 。 こ の 細 胞 株 の 培 養 維 持 に は,増

殖 培 地 〔10%FBS(equitech-bio,Kerrville,TX,USA,Lot#.SFBM30-2215),

100U/mllOOunits/mlペ ニ シ リ ン,100ｵg/mlス ト レ プ トマ イ シ ン,250ng!ml

ア ン ホ テ リ シ ンB(lnvitrogen,Carlsbad,USA,Cat.#15240)含 有Minimum

EssentialMediumEagle,AlphaModification(a-MEM)培 地:ナ カ ラ イ テ ス ク,

京 都,Cat.#21444-05)培 地 〕 を用 い,培 地 交 換 を2日 に1度,継 代 培 養 を3

日 に1度 行 い,37℃,5%CO2気 層 下 で 培 養 した 。

骨 芽 細 胞 へ の 分 化 誘 導 で は,細 胞 を96wellプ レー トに 播 種(5×104cells/cm2)

し た 翌 日 に,骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 を 目的 に 誘 導 培 地 〔10%FBS(equitech-bio,

Lot#.SFBM30-2215),0.1ｵMデ キ サ メ タ ゾ ン(Sigma,St.Louis,Mo,USA,

Cat.#D2915),10mMβ 一グ リ セ ロ リ ン酸(Sigma,Cat.#G9422)お よ び50ｵg/ml
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ア ス コ ル ビ ン 酸 一2一リ ン酸(Sigma,Cat.#A8920),100units/mlペ ニ シ リ ン,

100ｵg/mlス ト レ プ トマ イ シ ン,250ng∠mlア ン ホ テ リ シ ンB含 有Dulbecco's

ModifiedEagle'sMedium-highglucose(DMEM:Sigma,Cat.#D6429)〕 に 交 換

し,2～3日 ご と に培 地 交 換 を 行 っ た 。

2)マ ウ ス 骨 芽 細 胞 株(MC3T3-E1)

MC3T3-E1はRIKENBRCCELLBANK社(茨 城,Cat.#RCB1126)よ り購 入 し,

培 養 維 持 に は 増 殖 培 地 〔10%FBS(Invitrogen,Lot#.586690),100U/ml100units/ml

ペ ニ シ リ ン,100ｵg/mlス ト レ プ トマ イ シ ン,250ng/mlア ン ホ テ リ シ ンB含 有

a-MEM培 地 〕 を 用 い,培 地 交 換 を3日 に1度,継 代 培 養 を 週1回 行 い,37℃,

5%CO2気 層 下 で 培 養 した 。

骨 芽 細 胞 に 分 化 誘 導 す る た め,細 胞 を12well細 胞 培 養 プ レ ー ト(Iwaki,千 葉,

Cat.#3815-012)に 播 種 し(2×104cells/㎝2),約80%の コ ン フル エ ン ト状 態 に 達

した 時 点 で,骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 培 地 〔10%FBS(Invitrogen,Lot#.586690),0.1

ｵMデ キ サ メ タ ゾ ン,10mM(3一 グ リセ ロ リ ン酸,50ｵg!mlア ス コ ル ビ ン 酸 一2一リ

ン 酸,100units/mlペ ニ シ リ ン,100ｵg/mlス ト レ プ トマ イ シ ン,250ng/mlア ン

ホ テ リ シ ンB含 有 α一MEM培 地 〕に 交 換 し,2～3日 ご と に 培 地 交 換 を行 っ た32,33。
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3)マ ウス お よび ラ ッ ト骨 髄 由来 間 葉 系 幹 細 胞(Mouse/RatBoneMarrow-】)erived

MesenchymalStemCell:mBMSC/rBMSC)

マ ウ スお よ び ラ ッ トBMSCの 分 離 培 養 実 験 は,大 阪大 学 大 学 院 歯 学研 究 科 動

物 実 験 委 員 会 よ り承 認 され た研 究 計 画(承 認 番 号19-054-1)に 基 づ いて行 っ た。

3-1)mSMSC

雄 性10週 齢C57BL/6マ ウ ス(日 本 動 物,大 阪)の 大 腿 骨 か ら骨 髄 を採 取 し,

15%FBS含 有a-MEM培 地 中 に てmBMSCを 分 離 培養 した33。 さ らに,30回 以

上 の継 代 培 養 を約6か 月 間 にわ た り行 う こ とで細 胞 の 自然 不 死 化 を誘 導 した 。

不 死 化 され たmBMSCか ら,シ リ ンダ ー 法 お よび 限 界 希 釈 法33を 用 いて 樹 立 し

たmBMSCク ロー ン株 の うち,骨 芽 細 胞,軟 骨細 胞,脂 肪 細 胞,骨 格 筋 細 胞 へ

の 分化 能 を有 す る細 胞株(mBMSC-4)34を 実 験 に用 い た。

mBMSCの 培養 維 持 に は 増殖 培 地 〔15%FBS(Invitrogen,Lot#586690),100

U/m1100units/mlペ ニ シ リン,100ｵg/mlス トレプ トマ イ シ ン,250ng/mlア ン

ホ テ リシ ンB含 有a-MEM培 地 〕を用 い,培 地 交 換 を3日 に1度,継 代 培 養 を週

1回 行 った 。 骨 芽細 胞 に分化 誘 導す る た め,細 胞 を12well細 胞 培 養 プ レー トに

播 種 し(9.8×105cells/cm2),約80%の コ ン フル エ ン ト状 態 に達 した 時 点 で,骨

芽 細 胞 分 化 誘 導 培地 に交 換 し,2～3日 ご とに培 地 交 換 を行 っ た32。

3-2)rBMSC
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雄 性8週 齢Spague-Dawley系 ラ ッ ト(日 本 動 物)の 大 腿 骨 よ り骨 髄 を 採 取 し,

Hamadaら の 方 法35に 従 いrBMSCを 分 離 培 養 し た 。 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 誘 導 で

は,継 代 培 養4回 目 のrBMSCを 用 い て12well培 養 プ レ ー トへ 播 種(9.8×105

cells/㎝2)し,80%の コ ン フル エ ン ト に 達 し た 時 点 で 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 培 地 に 交

換 し,2～3日 ご と に 培 地 交 換 を 行 っ た 。

4)マ ウ スips細 胞

マ ウ スiPS細 胞 の 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 誘 導 実 験 に は,Egusaら の 報 告3で 樹 立 し

た マ ウ ス 歯 肉 線 維 芽 細 胞 由 来iPS細 胞 株(mGF-iPS-3F-3)を 用 い た 。6well細 胞

培 養 プ レー ト(0.1%ゼ ラ チ ン コ ー ト処 理)に 用 意 し たMitomycinC処 理 し た

sNLP76.7-4フ ィ ー ダ ー 細 胞 上 に マ ウ スiPs細 胞(18～20回 継 代 培 養)を 播 種 し,

ES培 地 〔15%FBS(lnvitrogen,Lot#.10437),2mML-Glutamine(hlvitrogen,

Cat.#25030-081),1×10-4Mnonessentialaminoacids(lnvitrogen,Cat.#11140-050),

1・104M2-m・ ・capt・ethan・1(lnvitr・9・n,C・t.#21985-023),50Up・ni・illin,50

ｵg/mlstreptomycin(lnvitrogen)含 有DMEM培 地(sodiumpyruvate非 含 有:ナ カ

ラ イ テ ス ク,京 都,Cat.#08459-35)〕 を 用 い て 培 養 し た 。マ ウ スiPS細 胞 が80%

の コ ン フ ル エ ン トに 達 した 時 点 で 細 胞 を0.25%ト リ プ シ ン処 理 に よ っ て 回 収 し

た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を,低 接 着 性10cm培 養 皿(Sterilin,Caerphilly,UK,Cat.#
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101vR20)に 移 し,Es培 地 を 用 い た 浮 遊 培 養 に よ りiPs細 胞 の 胚 様 体 の 形 成 を

誘 導 し た36。 浮 遊 培 養 を2日 間 行 っ た 後 に,300rpm,2分 間 の 遠 心 操 作 を行 っ

てiPS細 胞 胚 様 体 を 回 収 し,1ｵMレ チ ノ イ ン 酸(a11-transretinoicacid:Sigma,

Cat.#82625)含 有ES培 地 を用 い て あ ら た な 低 接 着 性 培 養 皿 上 に 播 種 し た37。 さ

ら に2日 間 の 浮 遊 培 養 後,同 様 の 遠 心 操 作 に て 回 収 し た 。

回 収 し た4xlo6個 のips細 胞 胚 様 体 を 凝 集 体 の ま ま1ｵMレ チ ノ イ ン酸 含 有

のES培 地 に 懸 濁 し,6well細 胞 培 養 プ レ ー ト(0.1%ゼ ラ チ ン コ ー ト処 理)上

に 播 種 し た 。 翌 日 に 培 地 を 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 培 地 に 交 換 し,2～3日 ご と に 培 地

交 換 を 行 っ た 。

2.骨 芽 細 胞 分 化 の 誘 導 促 進 に 用 い た 生 理 活 性 因 子

各 種 細 胞 の 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 促 進 実 験 に は,ヒ ト組 換 えBMP-2(rhBMP-2)

(Peprotech,London,UKCat.#120-02),Harmine(Biomol,PlymouthMeeting,

PA,USA,Cat.#AC-1053),Phenamil(Sigma,Cat.#P203),Resveratrol(Sigma,

Cat.#56196)Leflunomide,(Sigma,Cat.#L5025)LFM-A13(Calbiochem,

Nottingham,UK,Cat.#435300)お よ び1-(5-isoquinolinylsulfonil)-3-metylpiperazine

dihydrochloride(1-5:SantaCruzBiotechnology,SantaCruz,CA,USA,Cat.#213278)

を 用 い た 。
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3.GFP蛍 光 値 お よ びalkalinephosphatase(ALP)検 出 に よ る1型 コ ラ ー ゲ ン レ

ポ ー タ ー 骨 芽 細 胞 の 分 化 評 価

増 殖 培 地 を 用 い てColla1GFP-MC3T3E1細 胞 を96wel1蛍 光 測 定 用 黒 色 細 胞 培

養 プ レー ト(Thermo,Waltham,MA,USA,Cat.#4940)に5×104cells/cm2で 播

種 し,翌 日 に 小 分 子 化 合 物(Phenamil,Resveratro1,Harmine:1～10ｵM)あ る

い はrhBMP-2(100ng/ml)を 添 加 した 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 培 地 に 交 換 し て 培 養 し,

2～3日 ご と に 培 地 交 換 を行 っ た(図1A)。

分 化 誘 導7日 目 に 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー(GloMax-MultiDetection

System:Promega,Madison,WI,USA)に てGFP蛍 光 値 を測 定 し た(図1B)。

ま た,実 際 の 細 胞 のGFP発 現 を,蛍 光 顕 微 鏡(TE2000,Nikon,東 京)を 用 い

て 観 察 した 。

そ の 後 さ ら に7日 間 の 分 化 誘 導 を行 い,分 化 誘 導14日 目 の 細 胞 のALP活 性 を

染 色 に よ り確 認 した(図1C)。ALP染 色 で は,10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 溶 液

(Wako,Cat.#062-01661)で 固 定 した 細 胞 に,1.8mMFastredTRsalt(Sigma),

0.9mMNaphtholAS-MXphosphate(Sigma)を 添 加 し た120mMtris

(hydroxymethy1)aminomethane緩 衝 液(pH8.4:Wako)溶 液 を 加 え て,37℃ で30

分 間 反 応 さ せ た33。
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4.1型 コ ラー ゲ ン レポ ー ター 骨 芽 細 胞 を用 い たLOPACIasoラ イ ブ ラ リー のス ク

リー ニ ン グ

CollalGFP-MC3T3E1細 胞 のGFP蛍 光 値 お よびALP活 性 を指 標 と した 骨 芽 細

胞 分化 評 価 シ ス テ ム を用 いて,1,280種 類 の 小 分 子 化 合 物 を含 む ライ ブ ラ リー で

あ るLOPAC1280(Sigma,Cat.#LO1280)の ス ク リー ニ ン グ を行 った 。 ス ク リー

ニ ン グ に あた り,ラ イ ブ ラ リー に含 まれ る 各 小 分 子 化 合 物 を骨 芽 細 胞 分 化 誘 導

培 地 中で最 終 濃度 が10ｵMと な る よ う に添 加 した 。実 験 は3回 行 い,GFP蛍 光

は各 試 薬 につ き三 つ のGFP蛍 光 測 定 値 の 平 均 を求 め て評 価 した 。ALP活 性 は染

色 した3回 の実 験 分 の96wellプ レー トを各 試 薬 の ウ ェ ル が 重 な る よ う に合 わせ,

各 ウ ェ ル にお け る 染 色(赤 色)強 度 を 肉 眼 的 に評価 した 。

5.細 胞増 殖 ・細 胞 生 存 試 験

ラ イ ブ ラ リー ス ク リー ニ ン グ に よ っ て 得 られ た 候 補 化 合 物 の 細 胞 増 殖 お よ び

細 胞 死 に及 ぼ すiを 確 認す る た め,WST-1細 胞 増殖 お よび 細 胞 生 存試 験 を行

った 。

MC3T3-E1細 胞 を96well細 胞 培養 プ レー トの各 ウェ ル に1×103cells/cm2で 播

種 し,各 化 合 物 〔Leflunomide(Sigma,Cat.#Lso2s),LFM-A13(Sigma,Cat.#
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L8789),1-5(Sigma,Cat.#16391)〕 を1～50ｵMの 最終 濃度 とな る よ う増殖 培

地 に添 加 して6日 間 培養 した 。 培 養2,4お よび6日 目にWST-1細 胞 増 殖 試 験

キ ッ ト(CellCountingKit-8:同 仁 化 学 研 究 所,熊 本,Cat.#341-07621)を 用 い て

細 胞 増 殖 試 験 を行 った32。 各試 料 にお け る吸 光 度 の測 定(検 査 波 長450㎜,対

照 波 長630㎜)に は マ イ ク ロ プ レー トリー ダ ー(Model680:Bio-Rad,東 京)

を用 い,得 られ た 値 か ら細 胞 数 を換 算 した 。

また,同 条 件 でMC3T3-E1細 胞 を5日 間 培養 し,CytoTox-GloTMCytotoxicity

Assayキ ッ ト(Promega,Cat.#G9290)を 用 いて死 細胞 由来 プ ロ テ ア ーゼ 活 性 に

起 因 す るル シ フェ ラー ゼ発 光 を測 定 した38・39。細 胞 培 養 容 器 には96well発 光 測

定 用 白色 細胞 培養 プ レー ト(Thermo,Cat.#4938)を,測 定 には 発 光 プ レー トリ

ー ダ ー(GloMax⑧ 一MultiDetectionSystem:Promega)を 用 いた 。 各 ウ ェル 中 の死

細 胞 数 を計 測 した後 にキ ッ トに添 付 の細 胞 溶 解 剤 を加 え て 全細 胞 数 を 計測 し,

細 胞 死 率(死 細 胞 数/全 細胞 数)を 算 出 した 。

6.骨 芽 細胞 分化 の 評価

1)ReverseTranscriptionPolymeraseChainReaction(RT-PCR)解 析

培 養 した細 胞 を,リ ン酸 緩 衝 生理 食 塩 水(PBS)で 洗 浄 後,セ ル ス ク レーパ ー

(Iwaki,Cat.・'111-220)を 用 いて 回収 し,各 細 胞 試 料 か らTRIZOL(lnvitrogen,
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cat.#15596-020)お よ びRNeasyMiniKit(QIAGEN,Hilden,Germany,cat.#74106)

を 用 い て トー タ ルRNAを 抽 出 し た 。 抽 出 し た トー タ ルRNA1μgか ら01igodt

プ ラ イ マ ー(Promega,Medison,USA,Cat.#C1101)お よ び 逆 転 写 酵 素(Super

Script皿;Invitrogen,Cat.#18080-085)を 用 い て 逆 転 写 反 応 を 行 い,cDNAを 合

成 し た 。

次 に,各 細 胞 のcDNAを 鋳 型 と し て 表1に 示 す プ ライ マ ー の ペ ア を 使 用 し て

PCR反 応 を 行 っ た 。PCR反 応 は サ ー マ ル サ イ ク ラ ー(ProgramTempControI

System:ASTEC,福 岡)を 用 い て,95℃ で5分 間 の 熱 処 理 後,PCRサ イ ク ル を,

熱 変 性95℃ で60秒 間,ア ニ ー リ ン グ 反 応 を 表1に 示 し た 温 度 条 件 で60秒 間,

伸 長 反 応 を72℃ で60秒 間 行 っ た 。 得 ら れ たPCR産 物 を1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル

(Wako,Cat.#312-01193)に て 泳 動 し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド(Invitrogen,Cat.#

15585-Ol1)染 色 の 後,CCDカ メ ラ 仕 様 ゲ ル 撮 影 装 置Dolphin-ViewImageSystem

(Wealtec,Sparks,NV,USA)を 用 い て 撮 影 を 行 っ た 。

2)リ ア ル タ イ ムRT-PCR解 析

リ ア ル タ イ ムRT-PcR解 析 に は,THUNDERBIRD●SYBR●gPCRMix(Toyobo,

大 阪,Cat.#TMMFS-001)お よ び 表2に 示 す プ ラ イ マ ー の ペ ア お よ び リ ア ル タ イ

ムPCR装 置(ABIPRISM7900SequenceDetectionSystem:AppliedBiosystems,

13



FosterCity,CA,USA)を 用 い た 。遺 伝 子 発 現 にお け る 内在 性 コ ン トロー ル には

glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAPDH)を 用 い た 。検 出 した 遺 伝 子

発 現 の結 果 をABIPRISM7900ソ フ トウ ェ ア(AppliedBiosystems)を 用 い て解 析

し,試 料 間 の 遺 伝 子 発 現 量 をGAPDHの 発 現 量 で補 正 した うえで 目的 遺 伝 子 の

相対 発 現 量 をddCt法40で 算 出 した 。

3)カ ル シ ウム 濃 度 測 定

マ ウ スiPS細 胞 を12well細 胞 培養 プ レー トに7x104cells/cm2で 播 種 して14

～21日 間分 化 誘 導 した後
,PBSで2回 洗 浄 し,3mlの0.5M酢 酸(Sigma,Cat.#

01-0270-5)に 室 温 下 で 一 晩 浸 漬 した 。 そ の 後,セ ル ス ク レー パ ー を用 い て 細 胞

を 回収 し,2,300gで10分 間 の遠 心操 作 後 の 上清 溶 液 中 のカ ル シウ ム 濃度 を,

MXB法(カ ル シ ウムE一 テ ス トワ コー,Wako,Cat.#437-58201)に 従 い 吸光 度(検

査 波 長595㎜)を 測 定 した41。 ま た,遠 心 後 の沈 殿 した 細 胞 試 料 に含 まれ るDNA

量 を,Quant-iTTMPicoGreeridsDNAreagent(Invitrogen,cat.#P7581)を 用 い て

蛍 光 マ イ ク ロプ レー トリー ダー で測 定 し,DNA量 あた りのカ ル シウ ム濃 度 を算

出 した42。

4)ALP活 性 の測 定(酵 素 免疫 測 定 法)
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MC3T3-E1細 胞 を96well培 養 プ レー トの 各 ウ ェル に4×104cells/cm2で 播 種 し,

各 小 分 子 化 合 物(1～25ｵM)を 添 加 した骨 芽 細胞 分化 誘 導 培 地 で14日 間培 養 し

た 。 各 細 胞 試 料 を0.9%NaCl溶 液(Wako,198-Ol675)で 洗 浄 後,1%IGEPAL⑧

CA-630(Sigma,Cat#18896)を 加 え て 溶 解 した 。 この細 胞 溶 解 液 に1mg∠mL

p-Nitrophenylphosphate含 有0。2MTrisバ ッ フ ァー 溶 液(Sigmafast刪Tablets:Sigma,

cat.#N1891)を 加 え,遮 光 状 態 にて15分 間 反 応 させ た 後,マ イ ク ロプ レー トリ

ー ダ ー を用 い て 各wellの 吸光 度(検 査 波 長405㎜)を 測 定 した43,44
。

5)vonKossa染 色

培 養 した細 胞 試 料 をPBSに て洗 浄 し,10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン溶 液 に て 固定

した 後 に5%AgNO3(Sigma,Cat.#56506)溶 液 を添 加 し,20分 間紫 外 線 照 射 を

行 った 。そ の後,蒸 留 水 にて2回 洗 浄 し,5%Na2S203(Wako,Cat.#197-03605)

溶 液 を加 えて5分 間反 応 させ た33。試 料 の 培 養 プ レー トをス キ ャナ ー(GT-9800F,

EPSON,東 京)に て ス キ ャ ン した 後,石 灰 化 に よ って 黒 く染 色 され た細 胞 の 面

積 をPhotoshopCS(AdobeSystems,SanJose,CA,USA)お よび 画 像解 析 ソ フ

ト ㎞ageJ1.33u(NIH,USA)を 用 い て 計測 した 。

7.頭 蓋 骨 欠 損 ラ ッ ト実 験 モ デル を用 い た 骨 組 織 再 生 の評 価
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1)頭 蓋 骨 欠 損 ラ ッ ト実 験 モデ ル

頭 蓋 骨 欠 損 ラ ッ ト実 験 モ デ ル を用 いた 実 験 は,大 阪大 学 大 学 院 歯 学 研 究 科 動

物 実 験 委 員 会 よ り承 認 され た研 究 計画(承 認 番 号24-018-0)に 基 づ いて 行 った 。

雄 性Spague-Dawley系 ラ ッ ト(8週 齢;日 本 動 物)に5%ネ ン ブ ター ル 注 射 液

(大 日本 住友 製 薬株 式 会 社,大 阪,日 本)を 体 重100gに 対 して0.1ml腹 腔 内注

射 し,全 身麻 酔 を施 した 後,2%キ シ ロカ イ ン(デ ン ツ プ ライ 三 金 株 式 会 社,東

京,Cat.#87271)を 用 い て頭 蓋 部 の局 所 麻 酔 を行 い,頭 皮 を剥 離 して骨 膜 弁 を形

成 し,頭 翻 矢 状 縫 合 の左 右 に直 径5㎜ の 欠 損 を形 成 した45(図2A)。 驢 骨

欠 損 の 形 成 に は,動 物 手 術 用 エ ン ジ ンお よ び トレ フ ィ ンバ ー(イ ンプ ラテ ック

ス,東 京,Cat.#04949202)を 用 い,注 水 下 にて 行 った 。 生検 トレパ ン(カ イ イ

ン ダス トリー ズ株 式 会 社,岐 阜,Cat...-50F)を 用 いて 直 径5㎜ に切 り出 し

た コ ラー ゲ ンスポ ンジ(テ ル ダ ー ミス;テ ル モ,東 京,Cat.#TD-AOO6N)に0.5

また は5ｵgのLeflunomide溶 液(0.013ｵMDimethylsulfoxide:DMSOに 溶 解)

を含 浸 させ,こ れ を頭 蓋 骨 欠 損 部 に埋 入 し,骨 膜 で被 覆 し頭 皮 を縫 合 した 。 埋

入 後,Leflunomideの 投 与量 の合 計 が3ま た は30ｵgに な るよ うに,3週 問 にわ

た り3,4日 毎 に5回 に分 けてLeflunomide溶 液 を局 所 注 射 した(図2B)。 対 照

群 には,同 様 の術 式 を用 いて0.013ｵMDMSOを 含 浸 させ た コ ラー ゲ ンス ポ ン ジ

の 埋入 お よ び0.013ｵMDMSOの 局 所 注 射 を行 った 。
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2)組 織 染 色 お よ び 組 織 形 態 学 的 分 析

術 後3週 にて ジ エ チ ル エ ー テル で 吸入 麻 酔 を施 した後,頸 椎 脱 臼 にて 屠 殺 し,

頭 蓋 骨 を摘 出 した(図2C)。 摘 出 した 頭 蓋 骨 を,実 験 動 物 用 三 次 元 マイ ク ロX

線CT装 置(リ ガ ク 社,RmCT2,東 京)に て 撮 影 後,骨 構 造 解 析 ソ フ ト

(TRU3D-BON:ラ トッ ク シス テ ム エ ンジ ニ ア リング 株 式 会 社,東 京)を 用 いて

骨 塩 量,骨 体 積,骨 密度 を測 定 した 。

マイ ク ロCT撮 影 後,試 料 を10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン溶 液 で 浸 漬 固 定 し,0.5

Methylenediaminetetraaceticacid(EDTA)で3日 間 浸 漬脱 灰 した 後,組 織包 埋 用

パ ラ フ ィ ンで 包 埋 した 。 この試 料 か ら3ｵm薄 切 の 切 片 を 作 製 し,マ イ ヤ ー ・ヘ

マ トキ シ リン溶 液 を 用 いて ヘ マ トキ シ リ ン ー エオ ジ ン(HE)染 色 を行 っ た。 染

色 さ れ た 切 片 を,生 物 顕 微 鏡(BX51;Olympus,東 京)下 で 観 察 し,顕 微 鏡 デ

ジ タ ル カ メ ラ(DP71;Olympus)で 撮 影 した 。 撮 影 した 画 像 か ら,形 成 した 骨

欠 損 部 に相 当す る 面 積 中(5㎜ ×1㎜)に 存 在 す る新 生 骨 の面 積 をPhotoshop

CSお よ び画 像 解 析 ソ フ ト ㎞ageJl.33uを 用 いて 計測 した 。

ま た,薄 切 切 片 試 料 中 の 破 骨 細 胞 を 識 別 す る た め にTartrateResistantAcid

Phosphatase(TRAP)染 色 を施 した。 切 片 を脱 パ ラフ ィ ン,水 洗 後,TRAP反 応

液(0.1M酢 酸 緩 衝 液pH5.0,5%塩 酸 パ ラ ロー ズ ア ニ リ ン,20%塩 酸,4%亜
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硝 酸 ナ トリウム,1%ナ フ トー ルAS-B1一 リ ン酸 塩 ・NN一 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ

ド溶 液)を 用 い て40分 間反 応 後,マ イ ヤ ー ・ヘ マ トキ シ リン溶 液 を5秒 問反 応

させ て核 の染 色 を 行 った 。 この切 片 試 料 を 生 物 顕 微 鏡 下 で デ ジ タル カ メ ラ にて

撮 影 し,画 像 中 のTRAP陽 性 細 胞 数 を数 え た 。

8.統 計 分 析

実 験 結 果 は平 均値 土標 準 偏 差 で 表 し,各 試 料群 にお け る有 意 差 検 定 を,一 元 配

置 の分 散 分 析(ANOVA)後 にDunnett法 を用 い て行 っ た 。分析 ソ フ トに はGraph

PadhlStat(GraphpadSoftwareinc,SanDiego,USA)用 い,有 意 水 準 はa=0.05

に設 定 した 。
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結 果

1.既 知 の骨 芽 細 胞 分 化 促 進 因子 を用 いた ス ク リー ニ ン グ シス テ ム の評 価

1)ALP活 性

ス ク リー ニ ン グ シス テ ム にお け る14日 目 のColla1GFP-MC3T3E1細 胞 のALP

活 性 を,ALP染 色 を用 いて 評 価 した(図3A)。 非 誘 導 のCollalGFP-MC3T3E1

細胞 で は,ALP活 性 を認 め な か った が(図3B),骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 培 地 で 培 養

した細 胞 は わず か なALP活 性 を示 した(図3C)。 また,こ のALP活 性 は,Harmine,

Phenamil,Resveratrolの 添 加 に よ り増 強 し(図3A,D),rhBMP-2の 添 加 によ り

強 いALP活 性 を示 した(図3E)。

2)1型 コ ラー ゲ ン の発 現(GFP蛍 光 値)

ス ク リー ニ ン グ シス テ ム にお け る7日 目のCollalGFP-MC3T3E1細 胞 のGFP

蛍光 を 観 察 した 結果,非 誘 導 の細 胞(図4A)と 比較 して,分 化 誘 導 を行 っ た 細

胞(図4B)は 強 いGFPの 緑 色 蛍 光 を示 した 。また,細 胞 の緑 色 蛍 光 は,Phenamil

あ る い はrhBMP-2を 添 加 す る こ とで さ らに増 強 され た(図4C,D)。

蛍 光 量測 定 の 結 果(図4E),骨 芽 細胞 分 化 誘 導 培 地 で 分化 誘 導 した細 胞 のGFP

蛍光 値 は,非 誘 導 の 細胞 と比較 して有 意 に上 昇 した(P<0.01)。 また,骨 芽 細 胞

分 化 誘 導 培 地 中 に1あ る いは10ｵMのHarmine,Phenamil,Resveratrolあ る い は
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100ng/mlのrhBMP-2を 添加 した細胞 の蛍光 値は,非 添加の場合 と比較 して1.22

倍以上有意 に高 い蛍光値 を示 した(P<0.Ol)。

2.LOPACK12soラ イ ブ ラリー を用 いたハイ スル ー プッ トスク リー ニ ング

1)ALP活 性 の評価

LOPAcl280を 用 いたハイスルー プッ トス ク リーニ ングの結果,ラ イ ブラ リーに

含 まれ る1,280種 類の化合 物の 中で,11種 類 の化合物がColla1GFP-MC3T3E1

細胞 のALP活 性 を促進 した(表3)。 そ の うち,6種 類 の化合物が 肉眼所見 にて

強いALP活 性 を,残 りの5種 類 の化合物 が弱 いALP活 性化作用 を示 した(図

SA)o

これ ら11種 類の小分子化 合物をMC3T3-E1細 胞 に添加 し,培 養14日 目の細

胞 のALP活 性 を,酵 素免疫測 定法 を用 いて定量 的に評価 した。その結果,こ れ

らすべ て の化合物は非添加 の場合 と比較 して高 いALP活 性化促進作用 を示 し,

スク リーニ ングで特 に強 いALP活 性作用 を示 した6種 類 の化合物の 中の5種 類

が,統 計学的 に有意な促 進作用 を示 した(P<0.05)(図5B)。

2)GFP蛍 光値 の評価

GFP蛍 光値 を指標 と したス ク リー ニ ン グの結果,ラ イ ブ ラ リー に含 まれ る

1,280種 類 の化合物 の中で,1,030種 類 の化 合物が レポーター骨芽細胞 のGFP蛍
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光 値 を 増強 した(図6A)。 また,ス ク リー ニ ングでALP活 性 の促 進 作 用 を示 し

た11種 類 の化 合 物 のGFP蛍 光 値 を比 較 検 討 した結 果(図6B),こ れ らす べ て

の化 合 物 がGFP蛍 光 値 の 増 強 作 用 を示 し,中 で も3種 類 の化 合 物(Le且unomide,

LFM-A13,1-5)が 非添 加 の場 合 と比 較 して1.16倍 以 上 の有 意 に 高 いGFP蛍 光

値 を示 した(P<0.01)。 また,LOPACI280ラ イ ブ ラ リー に含 まれ る化 合 物 の な か

で,レ ポー ター 骨 芽 細 胞 のGFP蛍 光 値 を非 添 加 の場 合 と比 較 して1.16倍 以 上 増

強 した も の は152種 類 で あ った 。

以 上 の結 果 か ら,本 研 究 のス ク リー ニ ン グ シ ス テ ム に お い て,ALP活 性 お よ

びGFP蛍 光 値 の両 方 を有 意 に促 進 した3種 類 の化 合 物,Leflunomide,LFM-A13,

1-5を,骨 芽 細 胞 分 化 を促 進 す る 候 補 化 合 物 と した(図7)。

3.候 補 化 合 物 が骨 芽細 胞 の増 殖 お よ び 細 胞 死 に及 ぼす 影 響

WST-1細 胞 増 殖 試 験 の結 果,ス ク リー ニ ング で得 た候 補 化 合 物Leflunomide,

LFM-A13お よび1-5は,25ｵM以 上 の高 濃 度 で はMC3T3-E1細 胞 の増 殖 を抑 制

した が,10ｵM以 下 の濃 度 で は 細 胞 の増 殖 に有 意 な影 響 を及 ぼ さ なか った(図

8A)。

細胞 生存 試 験 の結 果,1～50ｵMのLeflunomide,LFM-A13あ る い は1-5の 存

在 下 で5日 間 培 養 したMC3T3-E1細 胞 は,化 合 物 を添 加 して い な い場 合 と同様
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の 生 存 率 を示 した ことか ら(図8B),こ れ らの候 補 化 合 物 は,50ｵM以 下 の 濃

度 で は 細 胞 死 に有 意 な 影 響 を及 ぼ さな い こ とが 示 され た 。

4.候 補 化 合 物 が 骨 芽 細 胞 分 化 に及 ぼす 影 響

1)MC3T3-E1骨 芽 細 胞 の分 化 に及 ぼす 影 響

リア ル タ イ ムRT-PCR解 析 の結 果,Leflunomide,LFM-A13,1-5は,分 化 誘 導

10日 目のMC3T3-E1骨 芽細 胞 にお け る骨 芽 細 胞 分 化 マ ー カ ー遺 伝 子(03'θ ぬ:,

TypeIcollagen,Runx2,0steocalcin)の 発 現 を促 進 した(図9A)。 特 に,25ｵM

のLeflnomide,10ｵMのLFM-A13,10-25ｵMの1-5は,Osterix,TypeIcollagen

あ る い はOsteocalcin遺 伝 子 の発 現 を有 意 に促 進 した(P<0.05)。

また,Leflunomide,LFM-A13,1-5が,MC3T3-E1骨 芽 細 胞 にお け るALP活

性 に及 ぼす 影 響 を 酵 素 免 疫 測 定 法 で 検 討 した 結 果,こ れ らす べ て の化 合 物 は,

分化 誘 導14日 目のMC3T3-E1細 胞 のALP活 性 を,濃 度 依 存 的 に有 意 に促 進 し

た(P<0.05)(図9B)。

2)mBMSC/rBMSCの 骨 芽 細 胞 分化 に及 ぼす 影 響

RT-PCR解 析 の 結果,1ｵMのLeflunomide,LFM-A13,1-5は,骨 芽 細胞 分化

誘 導10日 目のmBMSCに お け る 骨 芽細 胞 分 化 マ ー カ ー 遺 伝 子(Runx2,TypeI
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collagen,ALP,Osteopontin,Osteocalcin)の 発 現 を促 進 した(図10A)。ALP/von

Kossa二 重 染 色 の結 果,10ｵMのLeflunomide,LFM-A13,1-5は,分 化 誘 導14

日 目のmBMSCに お け るALP活 性 を著 明 に促 進 し(図10B),21日 目の細 胞 外

基 質 に著 明な 石 灰 化 を誘 導 した 。

また,rBMSCの 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 系 にお い て も,10ｵMのLeflunomidは 分化

誘 導14日 目に細 胞 のALP活 性 を促 進 し(図IOC),21日 目 にお け る細 胞 外 基

質 の石 灰 化 を著 明 に促 進 した(図IOD)。

3)iPS細 胞 の 骨 芽細 胞 分 化 に及 ぼす 影 響

リア ル タイ ムRT-PCR解 析 の 結 果,Leflunomide,LFM-A13,1-5は,骨 芽 細 胞

分化 誘 導14日 目の マ ウ スips細 胞 にお け る骨 芽 細胞 分 化 マ ー カ ー 遺伝 子(03'θ 廐,

TypeIcollagen,Runx2,0steocalcin)の 発 現 を促 進 した(図11A)。 特 に,25ｵM

のLeflnomideはTypeIcollagenを,10ｵMのLFM-A13はOsteYixを,25ｵMの

1-5は これ らす べ て の マ ー カ ー遺 伝子 の 発 現 を有 意 に促 進 した(P<0.05)。

ま た,25ｵMのLeflunomide,LFM-A13,1-5存 在 下 で21日 間骨 芽 細胞 に分 化

誘 導 した マ ウスiPS細 胞 は,非 添 加 の 場 合 と比 較 して 強 いvonKossa染 色像 を示

した(図11B)。vonKossa染 色 陽性 面 積 を解 析 した結 果,Le且unomide,LFM-A13,

1-5は,マ ウ スips細 胞 の細 胞 外 基 質 の石 灰 化 を有 意 に促 進 した(P<o.05)(図
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11C)。 さらに,25ｵMのLe且unomide,LFM-A13あ るいは1-5の 添 加によ り,

骨芽細胞 分化 誘導21日 目におけるマウスips細 胞 のカル シウム産 生量 は有意 に

増加 した(P<0.01)(図111))。

5.Leflinomideが ラッ ト頭蓋 骨欠損部 の骨 再生 に及ぼす影 響

1)組 織切片標 本 を用 いた評価

頭蓋骨 欠損 ラ ッ ト実験 モデル にお いて,術 後3週 目に摘出 した頭蓋 骨の組織

切片 をHE染 色で観察 した。Leflunomide投 与群お よび非投与群 ともに頭蓋 骨欠

損部位 に新 生骨 の形成 を認 めたが,Leflunomideを 投与 した場合 には,非 投与 の

場合 と比較 して,成 熟 した皮質骨 を示 すセ メ ン トライ ンの存在 が著 明 とな り,

よ り成熟 した骨組織 の再 生が示唆 された(図12A)。 また,組 織切片標本 のHE

染色 像 を用 いて解 析(図12B)し た新 生骨 の面積 は,3あ る いは30ｵgの

Leflunomideを 投与す る ことで,非 投与 の場合 よ りも有意 に増加 した(P<0.001)

(図12C)。

同じ頭蓋骨試料 よ り作製 した組織切片 のTRAP染 色像(図13A,B)を 用 いて,

新 生骨部位 にお けるTRAP陽 性細胞 の数 を計測 した結果,破 骨細胞数は3あ る

いは30ｵgのLeflunomide投 与群 と非投与群で有意な差 を認めなか った(図13C)。
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3)マ イク ロCT解 析 を用 いた評価

摘 出 した頭蓋骨 のマイ クロCT撮 影像(図14A)を 用 いた骨構造解 析の結果,

頭蓋 骨欠損部 にお ける新 生骨 の成熟度 を表すCT値 は,3あ るいは30ｵgの

Leflunomide投 与群 にお いて著 明に上昇 した(図14B)。 また,Leflunomide投 与

群 における頭蓋骨欠損部 の骨塩量,骨 体 積お よび骨密度 は,非 投 与群 と比較 し

て濃度依存 的に増加 し,投 与量30ｵgで 有意 な骨 形成促進作用 を示 した(P<0.05)

(図14C-E)。
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考 察

近年,有 機化学 的な手法 を推進 力 として広 範な 小分子化 合物 ライ ブ ラリー と

革新 的ス ク リーニ ングシステム を活用 す る こ とで,分 子 レベルで 生命現 象を解

明 しよ うとす るケ ミカルバイオ ロジー とい う概念が提 唱 された。 この概念 は,

生体 物質の相互作用 とそ の制御機能 を解 明す る手がか りにな る と同時 に,創 薬

のための新たな手法 をもた らして いる。 これ まで に,培 養細胞 を用 いた様 々な

化合物 ライ ブラ リーのスク リーニ ングシステムが報告 されてお り26,ス ク リーニ

ングに用 いる指標(細 胞応答)に は,細 胞 増殖46,細 胞毒性47,細 胞死48,細 胞

分化49等 が ある。

これ までの骨芽細胞 を用 いた ライ ブ ラリー スク リーニ ングシステムの多 くは,

間葉系幹細胞 あるいは骨芽細胞前駆細胞 のALP活 性 を指標 に用 いて いる31・50冒52。

ALPは 骨芽細胞分化 の初期マーカー分子で あ り53・54,染 色等 によ り容易 に検 出

が可能 である。 しか しなが ら,ALP染 色 には細胞 の固定が必要で あ り,同 じ培

養細胞 を用いて,他 の骨芽細胞分化マ ーカー の発 現 を評価 す る ことは困難 で あ

る。 したが って,分 化 作用 とは直接 関係 の ない細胞 増殖能 を二 次スク リーニ ン

グの指標 に用 いて いる報告が多 く見受 け られ る31・50・52。

26



骨芽細胞 の分化 に影響 を及 ぼす化合 物 をよ り確実 に検 出す るため には,単 一

の分化 マーカー を指標 としたス ク リー ニ ングではな く,複 数 の分化 マーカ ーを

指標 としたス ク リーニ ングシステム を構築す る ことが有用で ある55。また,ハ イ

スルー プ ッ トなス ク リーニ ング を行 うた め には,指 標 とな る細胞応答 を検 出す

る方法 をで きるだ け簡略化 し,検 出 され るデー タは定 量的で ある ことが重要で

ある。そ こで,本 研 究では骨 芽細胞 の分化 マーカーで あるCollagentypelalpha1

56遺 伝子 のプロモー ター によ って制御 され るGFPレ ポー ター遺伝子 を導入 した

骨芽細胞 を用いて,GFP蛍 光値 をマイ クロプ レー トリー ダーで簡便かつ定量 的

に検 出 した後 にALP染 色 を行 う方法 を着 想 した。

本研 究でス ク リーニ ングシステム を構築 す るにあた り,最 初 の課題 は レポー

ター細 胞 の発す る微弱なGFP蛍 光 値 を蛍光 マイ ク ロプ レー トリーダーで検 出可

能 な条件 を検 討す る ことであった。条件検 討 の結果,rhBMP-2お よび既知 の骨

芽細胞 分化促進化合物 によって増強 され る細胞 のGFP蛍 光 を,分 化誘導7日 目

に非添 加 の場合 と有意な差 をもって検 出可能 で ある ことが確 認 された。 しか し

なが ら,1型 コラーゲ ン遺伝子 の発現 亢進 に伴 うGFP蛍 光 の増強 は,必 ず しも骨

芽細胞 分化 の亢進 を反映 して いる とは限 らない。た とえば,プ ロテア ソーム 阻

害剤はGFPの 分解 を阻害するため,レ ポー ター細胞 の1型 コラーゲ ン遺伝子 の

発現 亢進 とは関係 な くGFP蛍 光値 を上昇 させ て しまう可能性が報告 されて いる

27



57
。また,骨 芽細胞分化 において1型 コ ラーゲ ンの発現は必要条件で あるが十分

条件で はな い。実 際に,本 研究でLOPAcl280を 用いたスク リーニ ング を行 った

際,最 も高いGFP蛍 光値 を示 した化合 物 〔AC-93253(レ チ ノイ ン酸受容体 アゴ

ニス ト58,theclassIIIhistonedeacetylases ,Sirtuin-2(SIRT2)阻 害剤59):非 添 加の

細胞 と比較 して18.8倍 の蛍光値)は,骨 芽細胞 のALP活 性亢進作用 を示 さなか

った。本研 究で構築 したス ク リーニ ングシステムは,GFP蛍 光 値 の測 定が終 了

した レポーター細胞 に対 して簡便 なALP染 色 を行 うことで,よ り確実な骨芽細

胞分化 を捉 える ことが可能 である。 また,こ のシステム は,ALP活 性 とGFP蛍

光値 の二つの分化指標 のス ク リーニ ング を,同 一の培養 系で 同時 に行 う ことが

可能 である(一 次,二 次ス ク リーニ ング に分 けて行 う必要が ない)と いう利点

を有 して いる。

ただ し,本 研究 で構築 したス ク リーニ ングシステムにおいて検出 されたGFP

蛍光 値 は決 して高 い とは言 えず,骨 形成 因子 として強 力な骨芽細胞分化誘 導作

用 を有 す るBMP-2(100ng/ml)で あって も,非 添加の細胞 と比較 して1.46倍 で

あった。本研究 に用 いた レポー ター細 胞 は,既 に骨芽細胞 への分化系 が決定 さ

れて いるMC3T3-E1細 胞株 を用 いて作 製 されてお り,分 化 を誘導 していない培

養環境 において も,す で にある程度 の1型 コラーゲ ンを発現 して いる。したが っ

て,分 化 を誘 導 した場合に も1型 コラーゲ ン発現 にお ける変化 が小さか ったた め,
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これ に伴 うGFP蛍 光 値 の 増 加 も少 な か った 可 能 性 が 考 え られ る。 今 後,

MC3T3-E1細 胞 よ りも未分化 な細胞 を レポー ター細胞 源 に用 いた り,あ るいは蛍

光マイ クロプ レー トリー ダー の検 出力を向上 した りす る ことで,こ の課題が改

善されて い くことが期 待 され る。

本研 究で用いたLOPAC1280小 分子化合物 ライ ブラ リー は,薬 理活性 を有す る

ことが既知 である化 合物 を集 めて いるた め,創 薬や分子機構解 明 の手 がか りに

な り得 るツール として注 目されつつ ある。Alvesら31は,ヒ ト間葉 系幹細胞 の

ALP活 性お よび細胞増殖 を指標 としたLOPACI280ラ イブ ラリー(化 合物 濃度4 .5

ｵM)の スク リーニ ングを行 い,骨 芽細胞分化促 進作用 を有す る化合物 として5

種類 の化合物(H-8,Gw5074,propentofylline,pinacidil,sQ22536)を 検 出 し

て いる。興味深 い ことに,同 じ化合物 ライ ブラ リー を用 いた にもか かわ らず,

これ ら化 合 物 は 本 研 究 の ス ク リー ニ ン グ で 得 た 骨 芽 細 胞 分 化 促 進 化 合 物

(Leflunomide,LFM-A13,1-5)と は異な って いる。 これは,ス ク リーニ ングに

用 い る細胞,検 出す る指標 とそ の検 出時期,あ るいは化 合物の{度 等 が,ス ク

リーニ ングの結果 を大 き く左右す る可能性 を示唆 してい る。 したが って,化 合

物 の新 規 作用の発見 には,ス ク リーニ ング 目的 に合 った細胞 を選び,ス ク リー

ニ ング指標 の検 出 を最適化す る条件 を探 る とともに,異 なるス ク リーニ ングシ

29



ス テ ム を用 い て 同 じ化 合 物 ライ ブ ラ リー を探 索す る こ と も有 用 で あ る と思 わ れ

る。

本 研 究 の ライ ブ ラ リー ス ク リー ニ ング の結 果,骨 芽 細 胞 分 化 促 進 作 用 を有 す

る化 合 物 と して,1-5,Leflunomide,LFM-A13が 検 出 され た 。1-5は,プ ロテ イ

ンキ ナ ー ゼC(PKC)の 阻 害 剤 と して 知 られ て い る60。PKCは10種 類 以 上 の ア

イ ソ フ ォー ム か ら構 成 され る タ ンパ ク質 フ ァミ リー で あ り61,細 胞 の 分化 や 増 殖

を調 節す る62-65。PKCフ ァ ミ リー は骨 芽 細 胞 の分化 促 進 作 用 を有 す る こ とが 報

告 され て お り66,PKCaはp44/42MAPKの シ グ ナル 伝 達 経 路 を介 して,骨 芽 細胞

の分 化 促 進 作用 を示す67。

一 方
,Leflunomideお よびLFM-A13が 骨 芽 細 胞 の 分化 に及 ぼす 影 響 を検 討 し

た報 告 は な く,現 時 点 で は これ ら化 合 物 が どの よ うな 機 序 で 幹 細 胞 お よび 骨 芽

細 胞 の分 化 誘 導 を促 進 して い る のか は不 明 で あ る。Leflunomideは マ ロノニ トリ

ル 誘 導 体 で あ り68,dihydroorotatedehydrogenaseお よ び チ ロ シ ンキ ナー ゼ を 阻害

す る こ とに よ り新 規primidin合 成 を抑 制 す る作 用 を もつ69。Leflunomideは,こ

の作 用 に よ り細 胞 性 免 疫 を 司 るTリ ンパ 球 の産 制 を抑 制 し,免 疫 抑 制 作 用 を示

す た め,抗 リウ マチ 薬(商 品 名:ア ラバ)と して 臨 床応 用 さ れ て い る70。 経 口投

与 され たLeflunomideは,血 中でA771726化 合 物 に代 謝 され てそ の薬 理 活 性 を示

す71・72。A771726は 生 体 内 で ア ラキ ドン酸 カ ス ケ ー ドにお け るcyclo-oxygenase-2
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抑制 作 用 に よ る 消炎 作 用 を示 す73。 ま た,A771726は 関節 炎 患 者 の滑 膜 由来 細 胞

の 炎 症 性 サ イ トカ イ ン(prostaglandinE(2),matrixmetalloproteinase1お よ び

interleukin6)産 生 を抑 制 す る74。 さ らに 近 年,Leflunomideは 破 骨 細胞 にお いて,

RecepteractivatorofNF-xBligand(RANKL)誘 導 性 の カ ル シウ ム 経路 の 阻 害 を介

してnuclearfactorofactivatedTcellscl(NFATc1)発 現 を抑制 す る こ とか ら,細

胞 分 化 を強 く抑 制 す る こ とが 報 告 され て い る75。骨 芽 細胞 分化 促 進 機 序 を考 察 す

る上 で,LeflunomideはJAKISTAT経 路 との 関連 が 示 唆 され て お り76,JAKISTAT

経 路 を介 した 骨 芽 細 胞 分 化 促 進 機 構 が 報 告 され て い る ことか ら77,Leflunomide

はJAK/STAT経 路 を介 して 骨 芽 細 胞 分 化 を促 進 して い る可 能 性 が 推 察 され る。

LFM-A13はLeflunomideの ア ナ ロ グ化 合 物 で あ り78,ブ ル トン型 チ ロ シ ンキ

ナ ー ゼ(BTK)の 選 択 的 阻 害剤 と して 知 られ て い る79,80。BTKは,ヒ トB細 胞

にお け るWntシ グ ナル 伝 達 経 路 を 阻害 す る81。 一 方,Wntシ グナ ル は 骨 芽 細胞

分化 の 促 進 に重 要 な 役割 を果 たす こ とか ら:一,LFM-A13の 骨 芽 細 胞 分化 促進

作 用 にはWntシ グ ナル が 関与 して い る可 能 性 が 推 察 され る。

Malviyaら85は,患 者 の 大 腿 骨 頭 か ら分 離 培 養 した骨 芽 細 胞 を用 いて 細胞 増殖

試 験 を 行 い,Le且unomide(15ｵM)が 骨 芽 細 胞 の増 殖 を抑 制 す る こ とを報告 して

い る 。 本 研 究 にお いて,Leflunomide,LFM-A13お よび1-5は,25ｵM以 上 の濃

度 で マ ウス 骨 芽 細胞 株 の 増殖 抑 制 作 用 を 示 した 。また,こ れ らの化 合 物 は50ｵM
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以下 の濃度 では細胞毒 性を示 さなか った。 さ らに,10～25ｵMのLeflunomide,

LFM-A13お よび1-5は,MC3T3-E1骨 芽細胞,mBMSC,iPS細 胞 の骨芽細胞分

化マーカー遺伝子の発現,ALP活 性 あるいは細胞外基質 の石灰化 を有意 に促進

した ことか ら,骨 芽細胞 だけでな く幹細胞 に対 して も骨芽細胞分化促 進作用 を

有す ることが 明 らか とな った。

生体 内における骨組織 の形成 ・再生 には,骨 芽細胞 だ けで な く破骨 細胞 や免

疫細胞等が 重要な役割 を担 ってい るた め,試 験管 内で骨芽細胞 の分化 を促進す

る化合物が 必ず しも生体 内で骨 形成 ・再 生促進作用 を示す とは限 らな い。本研

究で は,候 補化合物 の骨再 生促進 作用 の検 討 に頭蓋 骨欠損 ラ ッ ト実験 モデル を

用 いた。また,ラ ッ ト由来BMSCを 用 いた実験でLeflunomideはLFM-A13お よ

び1-5と 比較 して強 い骨芽細胞分化促 進作用 を示 したため(datanotshown),

Leflunomideに 着 目して動物実験 を進 めた。

組織切片標本 のHE染 色像 を観察 した結果,Leflunomideを 作用 させ た群 にお

ける新 生骨 の面積 は非投 与群 と比較 して増加 し,投 与群で は破 骨細胞 による骨

吸収 と骨芽細胞 による骨添加 によ り形成 されるセ メ ン トライ ン86の 存在が著 明

で あった。 また,マ イ クロCT解 析 を用 いて定量的 に再 生骨 を評価 した結果,

Lefulunomideを 頭蓋骨 欠損部 に3ｵgあ るいは,30ｵg投 与す る と,新 生骨 の骨量,
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骨密度お よび骨組織の体積は有意 に増加 してお り,Leflunomideの 投与はよ り成

熟 した骨組織の再生 を促す ことが明 らか とな った。

骨の リモ デ リングで は,炎 症 か ら惹起 され る免疫 反応 や破骨細胞 の活性亢進

が骨吸収 を引き起 こす ことが知 られている8789。 また,Le且unomideは 骨芽細胞

だけでな く,破 骨細胞 あるいは炎症細胞 で あるT細 胞 も分子標 的 とす る化合物

である。したが って,生 体 内の骨再 生にお いてLeflunomideは 骨芽細胞分化促進

作用 だけでな く,破 骨 細胞や 炎症細胞 に対 して も制御作用 を示す可能性が ある。

そ こで,組 織切片標本 のTRAP染 色像 を観察 した結果,Leflunomideの 投与 によ

る破骨細胞数 の有意 な変化 は認 めなか った 。また,Leflunomideを 投与 した群 の

HE染 色像 には,活 発 な骨代謝 を示すセ メン トライ ンが存在す る ことか ら,実 験

に用 いた濃度 のLeflunomideは 骨組織再生 にお いて明 らかな破骨細胞抑 制作用 は

示 さな かった と思われ る。 また,組 織 切片 中の炎 症細胞 の浸潤 は,Leflunomide

投与群 と非投与群で 明 らかな相違 を認めなか った。したが って,Leflnomideの 骨

組織再 生促進作用 には,欠 損部周辺 に存在 す る幹細胞 お よび骨芽 細胞 に対す る

Leflnomideの 作用が重要な役割 を担 って いるのではないか と推察す る。

骨 形成 因子で あるBMP-2は,高 い骨芽細胞 分化促 進作用 を示す が,生 体 内で

骨形成 を促進す るため には,細 胞培養時 の15,000倍 の濃度 が必要 とされ る(1.5

mg∠ml)90-93。 これ に対 して,Le且unomideは3～30ｵg(約28～280ｵg/ml)で 骨
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形成促 進作用 を示 して いる。本研 究 にお けるLeflunomide投 与 の骨再 生促進効果

は,現 時点では臨床応用す るため に十分で ある とは言 い難 いが,今 後Leflunomide

の薬理活性 を化 学的修飾 によって増強 した アナログ化合 物が,骨 再 生治療薬 と

して発 展す る可能性が ある。 また,本 研究 で は,頭 蓋骨 欠損 ラ ッ ト実験モデル

を用 いて,Lefulnomid溶 液 を数 回に分 けて欠損部 に投与 したが,こ の手法 では

投与 した試薬 が作用す るまで の間 に欠損部 か ら排 出され て しま う可能 性や,早

期 の代 謝 によ り不活性化 されて しまう可能性が ある94。今後 は,生 体 内にお ける

吸収 に伴い生理活性 因子の濃度 を一定 に徐 放す るゼ ラチ ンゲル95や 小分子化合

物徐放 性PLGA96等 のdrugdelivalysystem(DDS)の 手法95を 用 いて,Lefulnomid

の確実 な薬理 作用 を引き出す ことが必要 で ある。 また,本 研 究 のス ク リーニ ン

グで得 たLeflunomide,LFM-A13あ るいは1-5を 組み合わせて投与す る ことで,

相 加 ・相乗効果 による高 い骨再 生促 進効果 が得 られ る可能 性が ある。今後,本

研究成 果 を基 に,Leflunomide,LFM-A13あ るいは1-5が 標的 とす る骨芽細胞 内

の分子 機能や 反応 を解 明す る ことによ り骨代謝機構へ の理解 を深 め,強 力な骨

芽細胞 分化促 進作用や,骨 形成促 進作用 を有す る新規 の小分子化合物 を用 いた

骨造成 術が可能 となることを期 待す る。
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結 論

本研 究 によ り以下 の ことが 明 らか とな った。

1.1型 コラーゲ ン レポー ター骨芽細胞 を用 いてGFP蛍 光値お よびALP活 性 を

二重指標 とす るス ク リーニ ングシステ ムは,骨 芽細胞分化促 進 因子 の検 出

を簡便かつ高 い信頼度で可能 とす る。

2.こ の ス ク リー ニ ング シス テム に よ って 検 出 され た化 合物,Leflunomide,

LFM-A13お よび1-5は マ ウス骨芽細胞,間 葉系幹細胞お よびips細 胞 の骨

芽細胞分化促進作用 を示す。

3.Leflunomideは,骨 欠損部 にお いて骨形 成促 進作用 を示す。
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表1RT-PCRに 用いたプライマー

Gene Primers

(Fw,forward;Rv,reverse}

AnnTemp*Product

(Cycles)size(bp)

Runx2

ALP

collagenla2

osteopontin

osteocalcin

GAPDH

Fw:5'-ACTGCCCCTGATCAGACTGCTACT-3'

Rv:5'-CGCTCCGGCCCACAAATCTC-3'

Fw:5'-GCCCTCTCCAAGACATATA-3'

Rv:5'-CCATGATCACGTCGATATCC-3'

Fw:5'-GCAATCGGGATCAGTACGAA-3'

Rv:5'-CTTTCACGCCTTTGAAGCCA-3'

Fw:5,・TCACCATTCGGATGAGTCTG・3'

Rv:5'-ACTTGTGGCTCTGATGTTCC-3'

Fw:5'-AAGCAGGAGGGCAATAAGGT-3'

Rv:5'-AGCTGCTGTGACATCCATAC-3'

Fw:5'-CACCATGGAGAAGGCCGGGG-3'

Rv:5'-GACGGACACATTGGGGGTAG-3'

65°C

(35)

55°C

(30}

67°C

(34)

45°C

(19)

61鷙

(25)

67℃

(26)

289

372

485

287

380

418

*AnnTmp:annealingtemperature

表2リ アルタイムRT-PCRに 用いたTHUNDERBIRDSSYBR● プライマー

Gene Primers

Ann.

Tem.
product
size(bp)

GAPDH

萋Zunx2

Osterix

Osteocalcin

COLIA1

Fw:5'-TGCACCACCAACTGCTTAG-3'

Rv:5'-GGATGGAGGGATGATGTTC-3'

Fw:5'-CGGGCTACCTGCCATCAC-3'

Rv:5'-GGCCAGAGGCAGAAGTCAGA-3'

Fw:5'-CTCGTCTGACTGCCTGCCTAG-3'

Rv:5'-GCGTGGATGCCTGCCTTGTA-3'

fw:5'-CCGGGAGCAGTGTGAGCTTA-3'

RY:5'-AGGCGGTCTTCAAGCCATACT-3'

Fw:5'-TGTCCCAACCCCCAAAGAC.3冒

Rv:5'曜CCCTCGACTCCTACATCTTCTGA醤3冒

60°C

60°C

60°C

so°c

60°C

177

78

84

68

92
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表3LOPACi-soラ イ ブラ リー のス ク リーニ ングにおいてCollalGFP-MC3T3E1細 暮包のALP活 性

を促進 した小分子化合物

RackRack分 子 量

NoPos

試薬名 description

os

13

os

09

11

14

堪0

11

14

14

C43

B43

A10

AIl

C63

AO5

DOT

BO2

caa

AO8

364.30

767.08

274.21

360.0瑤

338.26

277,2壌

459.30

195.22

398.73

254.63

7■{5・萋soq麟 葬no斷ny霆suifonyf)-Pro重e莚nkinaseC{PKC}inh蓬bitor

3-methylpiperazine

dihydrochloride

PUt1'esCfnedihydroChiOrideBudstathepoiyaminemodulatorysiteoftheNMDAglutamatereceptor

andpotentiatesidMDA-inducedcurrents;precursorofspermidine

LeflunomideImmunosuppressive;itsmetabolite,amalononitrilederivative,inhibits
dihydroorotatedehydrogenase(inthedenovopyrimidinesynthesis

pathway)andseveralproteintyrosinekinases

LF褫 門A噛3

H薗8dihydroc偽lo唾de

Ra41-0960

M12S2979

L鳳alph綾 蘭Methy錘 ・p-tyrosine

SKF83559hydrobromide

PotentandselectiveinhibitorofBruton'styrosinekinase(BTK)

Pote「 詫in競bi重o「ofcAMP-andcGMP印dependen窒pro重einki網ase

Specific,reversible,orally-activeCOMT-inhibitor

CompetitiveP2YIreceptorantagonist

Ty『OS置綴eぬydroxy馨aseinhib託O「

AtypicalDSdopaminereceptoragonist;displaysantagonistactivityin

vitroandagonistactivityinvivo

SpermidineIrihydroChlorideBindsLathepoiyaminemodulatorysiteof#fieNMDAglutamatereceptor

08 FOS 402.45 L・465,04{ Peroxisomeproliferator-activatedreceptor(PPAR)gammaagonist.
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A

lGFP蛍 光値測定1 lALP染 色1

マ イクロプ レー ト1丿一ダーを

用 いたハ イスル ープ ッ ト測定

図1:Colla1GFP-MC3T3E1細 胞 を用 い た1型 コ ラー ゲ ン発 現1ALP活 性 の 二 重

評 価 法

(A)Colla1GFP-MC3T3E1細 胞 を96well培 養 プ レー トへ 播 種 し,各 小 分 子 化 合

物(10ｵM)を 添 加 した 骨 芽細 胞 分 化 誘導 培 地 で 培 養 した 。(B)培 養7日 後 に,

各 ウ ェル のGFP蛍 光 値 を マイ ク ロ プ レー トリー ダー にて 測 定 し,細 胞 の1型 コ ラ

ー ゲ ンの発 現 を評 価 した
。(C)さ ら に7日 間 の 培養 を行 い,分 化 誘 導14日 目の

細胞 のALP活 性 を染 色 で 確 認 した 。この シス テ ム に よ って,二 つ の異 な る骨 芽 細

胞 分 化 マー カ ー(1型 コ ラー ゲ ン/ALP)の 検 出 を一 つ の 培 養 系 で行 う こ とが 可能

で あ る。
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図2:頭 蓋 骨欠損 ラッ ト実験モデル を用 いた骨組織再生 の評価

(A)頭 蓋骨欠損 ラ ッ ト実験モデル。Spague-Dawley系 ラ ッ ト(8週 齢,雄 性)の

頭翻 矢状縫合の左右 に直径5㎜ の欠損 を形成 した。直径5mmに 切 り出 した

コラーゲ ンスポ ンジに0.5ま たは5μgのLeflunomide溶 液 を含浸 させ,こ れ を頭

蓋 骨 欠損部 に埋 入 し,骨 膜で被覆 し頭 皮 を縫合 した。(B)埋 入後,Leflunomide

の投 与量 の合計が3ま たは30ｵgに な るよ うに,3週 間にわた り3,4日 毎 に5回

に分 けてLeflunomide溶 液 を局所注射 した。(C)埋 入3週 間後 に摘 出 した頭蓋骨

(破線 は骨欠損部)を 用 いて,動 物用 マイ クロCT撮 影 および組織切片(HE染 色)

観察 によ り骨組織再 生を評価 した。
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A
非誘 非 添 加HarminePhenamilResveratrolBMP2

図3:Colla1GFP-MC3T3E1細 胞 を用 いた ス ク リー ニ ン グ シス テ ム にお け るALP

活 性 の 評 価

(A)培 養14日 後 のColla1GFP-MC3T3El細 胞 のALP染 色 像 。 非 誘 導 の

CollalGFP-MC3T3El細 胞 で は,ALP活 性 を認 め な か った が(B),骨 芽 細 胞 分 化

誘 導 培 地 で 培 養 した 細 胞 は わ ず か なALP活 性 を示 した(C)。 また,こ のALP活

性 は,既 知 の骨 芽細 胞 分 化 促 進 化 合 物(Harmine,PhenamiI,Resveratrol)1ｵMの

添 加 に よ り増 強 し(A,D),骨 形 成 因子(rhBMP-2)100ng/mlの 添 加 に よ り強 い

ALP活 性 を示 した(E)(Bar;200ｵm)。
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図4:CollalGFP-MC3T3E1細 胞 を用 いた ス ク リー ニ ング シ ス テ ム にお け るGFP

蛍 光(1型 コ ラー ゲ ン発 現)の 評価

CollalGFP-MC3T3El細 胞 を用 い た ス ク リー ニ ング シス テ ム に お け る7日 後 の

GFP蛍 光 を評 価 した 。(A-D)蛍 光 顕 微 鏡 観 察 像(Bar;200ｵm)。 非 誘 導 の細 胞(A)

と比 較 して,分 化 誘 導 を行 っ た 細胞(B)は 強 いGFPの 緑 色 蛍 光 を示 した 。また,

細 胞 の緑 色 蛍 光 は,Phenamil(10ｵM)あ る いはrhBMP-2(100ng/ml)を 添 加 す

る こ とで さ らに増 強 され た(C,D)。(E)マ イ ク ロ プ レー トリー ダ ー を用 いた 蛍

光 量 測 定 の結 果,骨 芽 細 胞 分化 誘 導 培 地 で 分 化 誘 導 した 細胞(非 添 加)のGFP蛍

光 値 は 非誘 導 の細 胞 と比 較 して有 意 に上 昇 した(P<0.Ol)。 また,1あ る い は

10ｵMの 既 知 の骨 芽 細 胞 分 化 促 進 化 合 物(Harmine,Phenamil,Resveratrol)あ る

いは100ng/mlの 骨 形成 因子(rhBMP-2)を 添 加 した細 胞 の蛍 光 値 は,非 添 加 の場

合 と 比 較 して1.22倍 以 上 有 意 に 高 い蛍 光 値 を示 した(P<0.Ol)。 値 は 平均 値 お よ

び 標 準偏 差(n-3),*:P<0.Ol(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 添

加)。
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図5:LOPACの ス ク リー ニ ング にお け るALP活 性 の評 価

ロ 　く　

(A)LOPACを 用 い た ス ク リー ニ ン グ にお け るALP染 色 像 。ll種 類 の化 合 物

(10ｵM)がCollalGFP-MC3T3El細 胞 のALP活 性 を促 進 した。 各 ウ ェル 上 の 記

ロ　　

号 は,LOPAC中 の 小 分子 化 合 物 の コー ド(表3参 照)を 示 す 。 赤 線 で 囲 まれ

た6種 類 の化 合 物 が 肉眼 所 見 にて 強 いALP活 性 を,青 線 で 囲 まれ た5種 類 の化 合

物 が 弱 いALP活 性化 作 用 を 示 した 。(B)ス ク リー ニ ン グでALP活 性 の 促 進 作 用

を示 したll種 類 の 小 分子 化 合 物(10ｵM)をMC3T3-El細 胞 に添 加 し,培 養14

日目 の細 胞 のALP活 性 を,酵 素免 疫 測 定 法 を 用 いて 定 量 的 に評価 した 。す べ て の

化 合 物 は非 添 加 の場 合 と比 較 して 高 いALP活 性 化 促 進 作用 を 示 し,ス ク リー ニ ン

グで 特 に強 いALP活 性 作 用 を示 した6種 類 の化 合 物(赤 色 バ ー)の 中 の5種 類 が,

統 計 学 的 に有 意 な 促 進 作 用 を示 した 。 値 は 平均 値 お よび標 準 偏 差(n=10),+:P<

0.05,*:P<0.Ol(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 添 加)。
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図6:1.OPAC1280の ス ク リー ニ ン グ に お け るGFP蛍 光 値 の 評価

(A)GFP蛍 光 値 を指 標 と したLOPAC1280の ス ク リー ニ ン グ結 果 。 ライ ブ ラ リー

に含 まれ る1,280種 類 の化 合 物 の 中で,1,030種 類 の化 合 物 が レポ ー ター 骨 芽 細 胞

のGFP蛍 光 値 を増 強 した(赤 破 線 よ り上 の化 合物)。(B)ス ク リー ニ ング でALP

活 性 の促 進 作 用 を示 したll種 類 の化 合 物 にお け るGFP蛍 光 値 。ll種 類 す べ て の

化 合 物 がGFP蛍 光 値 の 増 強 作 用 を示 し,中 で も3種 類 の化 合 物(赤 線 囲 み:

Leflunomide,LFM-Al3,1-5)が 非 添 加 の 場 合 と比較 して1.16倍 以 上 の有 意 に高

いGFP蛍 光 値 を示 した(.P<0.Ol)。 値 は平 均値 お よび 標 準 偏 差(n=3),*:P〈0.01

(ANOVA,Dumett,multiple-comparisontest,vs.非 添 加)。
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ユお　

図7:Colla1GFP-MC3T3El細 胞 を用 い たLOPACの ス ク リー ニ ン グ の結 果

ロ　む

LOPACラ イ ブ ラ リー にColla1GFP-MC3T3B1細 胞 を用 いてALP活 性 お よ び

GFP蛍 光 値 を指 標 と した ス ク リー ニ ング を行 っ た結 果,1,280種 類 の 化 合 物 の う

ち,ALP活 性 化 の促 進 作 用 を もつ化 合物 がll種 類 検 出 され,1型 コ ラー ゲ ン の

発 現 を 反 映す るGFP蛍 光 値 を 増 強す る化 合 物(非 添 加 の 場合 と比 較 して1.16倍

以 上 の増 強 作 用)が152種 類 検 出 され た 。 また,こ れ らの 指標 に対 して3種 類 の

候 補 化 合 物(Leflunomide,LFM-A13,1-5)が 重 複 して検 出 され た。
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図8:候 補 化 合 物 が 骨 芽 細胞 の 増殖 お よび 細 胞 死 に及 ぼす 影 響

MC3T3-E1細 胞 に1～50ｵMのLeflunomide(Lef),LFM-Al3(LFM),1-5を 添 加

し,WST-1細 胞 増殖 試験(A)お よび 細 胞 生 存 試 験(B)を 行 った 。(A)Lef,LFM

お よ び1-5は,25ｵM以 上 の 高 濃度 で は 細 胞 増 殖 を抑 制 した が,10ｵM以 下 の濃

度 で は 細 胞 の 増 殖 に 有 意 な 影 響 を 与 え な か っ た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差

(n=10),+:P<0。05,*:P<0.Ol(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 添

TM

加)。(B)生 存 細 胞 率 は,CytoTox-GloCytotoxicityAssayキ ッ トを 用 い,(全 細

胞 数 一死 細 胞 数)/全 細 胞 数 を 算 出 して 求 め た 。1-50ｵMのLef,LFMあ る い は1-5

の 存 在 下 で5日 間 培 養 し たMC3T3-El細 胞 の 生 存 率 は,化 合 物 を 添 加 して い な い

場 合 と 有 意 な 差 を 認 め な か っ た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差(n-3)(ANOVA,

Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 添 加)。
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図9:候 補 化 合 物 がMC3T3-El骨 芽 細 胞 の 分 化 に 及 ぼ す 影 響

MC3T3-El細 胞 に1～25μMのLeflunomide(Lef),LFM-Al3(LFM),1-5を 添 加

し,骨 芽 細 胞 分 化 誘 導10日 目 に 骨 芽 細 胞 分 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を リ ア ル タ

イ ムRT-PCR法 で 解 析 し(A),14日 目 にALP活 【生を 酵 素 免 疫 測 定 法 で 定 量 し た

(B)。(A)Lef,LFM,1-5は,細 胞 に お け る 骨 芽 細 胞 分 化 マ ー カ ー 遺 伝 子(Osterix,

TypeIcollagen,Runx2,0steocalcin)の 発 現 を 促 進 した 。 内 部 標 準 に はGAPDHを

用 い た 。値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差(n-3),+:P<0.05,*:.P<0.Ol(ANOVA,Dunnett

multiple-comparisontestvs.非 添 加)。(B)Lef,LFM,1-5は,細 胞 のALP活 性 を

濃 度 依 存 的 に 有 意 に促 進 し た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差(n-4),+:P〈0.05,*:

P〈0.Ol(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 添 加)。
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図10:候 補 化 合 物 がBMSCの 骨 芽 細 胞 分 化 に及 ぼす 影 響

mBMSCに1あ る い は10ｵMのLeflunomide(Lef),LFM-A13(LFM),1-5を 添

加 し,骨 芽細 胞 分化 誘 導10日 目に骨 芽細 胞 分 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の発 現 をRT-PCR

法 で 評 価 し(A),14日 目 にALP/vonKossa二 重 染色 を行 った(B)。(A)1ｵMの

Lef,LFM,1-5は,mBMSCに お け る骨 芽 細 胞 分 化 マー カー 遺 伝 子(Runx2,Type

Ico〃agen,ALP,Osteopontin,Osteocalcin)の 発 現 を促 進 した 。内 部標 準 に はGAPDH

を用 い た。(B)ALP/vonKossa二 重 染 色 像(Bar;200ｵm)。10ｵMのLef,LFM,

1-5は,細 胞 のALP活 性 を著 明 に促 進 した 。 ま た,こ れ らの化 合物 を添 加 した 場

合 に は,非 添 加 の 場 合 には見 られ な か った 細 胞 外 基 質 の石 灰 化(*)を 認 め た 。(C,

D)rBMSCの 骨 芽 細 胞 分 化 誘 導 系 にお いて も,10ｵMのLefは 分化 誘導14日 目 に

細 胞 のALP活 性 を促 進 し(C:ALP染 色 像),21日 目にお け る細 胞 外 基 質 の 石 灰

化 を 著 明 に促 進 した(D:vonKossa染 色 像)(Bar;200ｵm)。
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図11:候 補 化 合 物 がips細 胞 の 骨 芽 細 胞 分 化 に 及 ぼ す 影 響

マ ウ スiPS細 胞 に10あ る い は25ｵMのLeflunomide(Lef),LFM-Al3(LFM),

1-5を 添 加 し,骨 芽 細 胞 分 化 誘 導14日 目 に 骨 芽 細 胞 分 化 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を

リ ア ル タ イ ムRT-PCR法 で 解 析 し(A),21日 目 にvonKossa染 色(B,C)お よ び

カ ル シ ウ ム 定 量 を 行 っ た(D)。(A)Lef,LFM,1-5は,iPS細 胞 に お け る 骨 芽 細

胞 分 化 マ ー カ ー 遺 伝 子(Osterix,TypeIcollagen,Runx2,0steocalcin)の 発 現 を 促

進 し た 。 内 部 標 準 に はGAPDHを 用 い た 。値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差(n-3),+:P

<0.05,*:P〈0.Ol(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 添 加)。(B)Lef,

LFM,1-5は,細 胞 外 基 質 の 石 灰 化 を著 明 に 促 進 した 。(C)vonKossa染 色 陽 性 面

積 を 解 析 し た 結 果,Lef,LFM,1-5は,細 胞 外 基 質 の 石 灰 化 を 有 意 に促 進 し て い

た 。 値 は 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差(n=4),+:P<0.05,*:P<0.Ol(ANOVA,Dunnett

multiple-comparisontestvs.非 添 加)。(D)Lef,LFM,1-5(25ｵM)は,マ ウ スiPS

細 胞 の カ ル シ ウ ム 産 生 量 を 有 意 に促 進 し た 。 値 は 細 胞 のDNA量 あ た りの カ ル シ

ウ ム 濃 度 の 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差(n-3),+:P<0.05,*:P<0.Ol(ANOVA,Dunnett

multiple-comparisontestvs.非 添 加)。
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図12:Leflunomideが ラ ッ ト頭蓋 骨 欠 損 にお け る骨 形 成 に及 ぼす 影 響(組 織 切 片

標 本)

頭 蓋 骨 欠 損 ラ ッ ト実 験 モ デ ル にお け る術 後3週 の組 織 切 片HE染 色 像 を用 いて,

Leflunomide(Lef)投 与 が 欠 損 部 の 骨 形 成 に及 ぼす 影 響 を評 価 した 。(A)HE染 色

像(Bar;200ｵm)。Lef(3あ る い は30ｵg)を 投 与 した 場 合 には,非 投 与 の場 合 と

比較 して,形 成 され た新 生 骨 部 に成 熟 した 皮 質骨 を 示 す セ メ ン トラ イ ン(*)の

存 在 が 著 明で あ る。 ▼:残 存 して い る コ ラー ゲ ンス ポ ン ジ。(B)HE染 色 像 を用

い て,骨 欠 損 サ イ ズ に対 応 した 面 積(黒 線 の 囲み)に お け る新 生骨 の 面積 の割 合

を画 像 解 析 ソ フ トを用 いて 計 測 した(左 図)。新 生 骨 面 積 は,Lef(3あ る いは30ｵg)

を投 与 す る こ とで,非 添 加 の 場 合 よ りも有 意 に増 加 した 。値 は平 均 値 お よ び標 準

偏 差(n=10),**:P<0.001(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 投 与)。
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図13:Leflunomideが ラ ッ ト頭 蓋 骨 欠 損 の 新 生 骨 部位 に お け る 破 骨 細 胞 に及 ぼす

影 響

頭蓋 骨 欠 損 ラ ッ ト実 験 モ デ ル にお け る術 後3週 の組 織 切 片TRAP染 色 像 を用 い

て,Leflunomide(Lef)投 与 が 欠 損 部 の 骨 形 成 に お け る破 骨 細 胞 に及 ぼす 影 響 を

評価 した 。(A)形 成 した 散 損 部 に相 当す る範 囲の...染 色 像(Bar;1㎜)。

赤 色 のTRAP陽 性 多核 細胞(*)の 数 を計 測 した。(B)Aの 拡 大 像(Bar;100ｵm)。

多 核 の破 骨 細 胞 がTRAPに よ り染 ま って い る(*)。(C)破 骨 細 胞 数 はLef(3あ

る い は30F9)投 与群 と非投 与群 で 有 意 な 差 を認 め なか った 。 値 は平 均 値 お よ び

標 準 偏差(n-3)(ANOVA,Dunnettmultiple-comparisontestvs.非 投 与)。
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図14:Leflunomideが ラ ッ ト頭蓋 骨 欠 損 にお け る骨 形 成 に及 ぼす 影 響(マ イ ク ロ

CT解 析)

頭 蓋 骨 欠 損 ラ ッ ト実 験 モ デ ル にお け る術 後3週 の頭 蓋 骨 試料 を 用 いて マイ ク ロ

CT撮 影 を行 い骨 構 造 解 析 を行 った 。(A)摘 出 した 頭 蓋 骨 のマ イ ク ロCT撮 影 像

(Bar;5mm)。(B)CT値 の 階調 ス ケー ル(上 図)お よび 頭 蓋 骨 欠 損 部 にお け

るCT画 像(下 図:Bar;5mm)。Leflunomide(Lef:3あ る いは30ｵg)投 与 群 は非

投 与 群 と比較 して 著 明 に高 いCT値 を示 して い る。(C-E)撮 影 したCT画 像 に骨

構 造 解 析 ソ フ トを用 いて,骨 塩 量(C),骨 体 積(D),骨 密 度(E)を 解 析 した 。

Lef(3あ る い は30ｵg)投 与群 にお け る頭 蓋 骨 欠 損 部 の骨 塩 量,骨 体 積 お よ び 骨

密度 は,非 投 与 群 と比較 して 濃 度 依 存 的 に増 加 し,投 与 量30ｵgで 有 意 な 骨 形 成

促 進 作 用 を示 した 。 値 は 平 均 値 お よび 標 準 偏 差(n-7),+:P<0.05,*:P〈0.Ol

(ANOVA,Dumettmultiple-comparisontestvs.非 投 与)。
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