
1 

 

博士論文 

 

骨 粗 鬆 症 モ デ ル マ ウ ス に 対 す る

Truncated-Norzoanthamine の抑制効果および

そのメカニズムに関する検討 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

西村 隆慈 

 

  



2 

 

目次 

緒言 .............................................................................................................................................................. 4 

 

第 1章 卵巣摘出マウスにおける TZ投与による骨量減少抑制効果の検討 ............................. 9 

緒言 ....................................................................................................................................................... 10 

材料と方法 ........................................................................................................................................... 12 

結果 ....................................................................................................................................................... 20 

考察 ....................................................................................................................................................... 23 

 

第 2章 骨芽細胞の骨無機基質形成能に対する TZの影響の検討 ................................ 42 

緒言 ....................................................................................................................................................... 43 

材料と方法 ........................................................................................................................................... 45 

結果 ....................................................................................................................................................... 52 

考察 .............................................................................................................................. 56 

 

 

 

 



3 

 

第 3章 骨芽細胞の骨有機基質形成能に対する TZの影響の検討 ....................................... 74 

緒言 ....................................................................................................................................................... 75 

材料と方法 ........................................................................................................................................... 77 

結果 ....................................................................................................................................................... 80 

考察 ....................................................................................................................................................... 82 

 

総括 ............................................................................................................................................................ 93 

 

謝辞 ............................................................................................................................................................ 96 

 

参考文献 .................................................................................................................................................... 97 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

緒言 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

緒言 

 

骨粗鬆症は骨強度の低下と骨折リスクの増大を特徴とする疾患である 1。骨は、骨芽細胞に

よる骨形成と破骨細胞による骨吸収が同時に進行している状態（リモデリング）を繰り返して

おり、古い骨が吸収され新たな骨に絶えず置き換わっているのが正常な状態である。しかし何

らかの原因（閉経、高齢化、薬物使用など）によりリモデリングのバランスが崩れた結果、骨

吸収能が骨形成能を上回り骨粗鬆症の原因になると考えられている 2。日本国内における 40 歳

以上の骨粗鬆症患者数は 1280 万人（男性 380万人、女性 900万人）であり、特に女性において

年齢とともに発生率が増大する傾向にある 3。骨粗鬆症が原因で起こる主な症状は骨折である

が、その中でも問題となる大腿骨の骨折は年間 14万件発生しており、その多くが高齢者である

4。そのため、大腿骨骨折患者の 30％が寝たきりとなることや、10％が一年以内に死亡し、非

骨折者と比べて死亡リスクが高くなることも報告されている 5, 6。骨粗鬆症による骨折は高齢者

介護の大きな要因となっており社会的にも深刻な問題となっている 7。現代において、骨粗鬆

症の適切な治療および予防は、高齢者自身の QOLを維持するだけでなく、それを取り巻く家

族の QOLにとっても非常に重要な課題となっている。 

 骨粗鬆症の予防や治療としては、カルシウムを多く体内に取り込むための食事療法や、骨に

負荷をかけてカルシウムを貯蓄させるための運動療法、骨折リスクが上昇するとされる飲酒や

喫煙を制限する生活管理などが提唱されている 8。しかし、これらの方法は患者の生活スタイ
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ルに介入するものであり、現実には管理を徹底するのが難しく、実際の臨床的な治療の主体は

薬物療法である。骨粗鬆症の治療薬はその作用機序が 2 種類に大別される。骨吸収の抑制作用

を持つ薬と骨形成の促進作用を持つ薬の 2 つであり、特に骨吸収の抑制作用を持つ薬剤の方が

主に用いられる 9,10。 

骨吸収の抑制を目的として用いられるものには代表的な骨吸収抑制剤であるビスフォスフォ

ネート剤（BP 剤）、抗 RANKLモノクローナル抗体である denosumab、およびホルモン補充を

目的としたエストロジェン製剤や選択的エストロゲン受容体モジュレーター（Selective Estrogen 

Receptor Modulator, SERM）がある 11,12。しかし、BP 剤には、消化管潰瘍や顎骨壊死のリスクが

増大するという重大な副作用が報告されており 13,14、denosumab でも顎骨壊死や低カルシウム血

症が生じる危険性が報告されている 15。またエストロジェン製剤使用では乳がんや子宮がんの

発生リスクが増大することが知られ 16、SERM では白色帯下や子宮内膜肥大のリスク増大が起

こるといわれている 17。一方の骨形成促進剤としては、副甲状腺ホルモン（parathyroid 

hormone, PTH）製剤がある。PTHは生理的な作用として破骨細胞を活性化するものだが、間欠

的投与によって骨形成が促進されるという作用をもつ 18–20。しかし PTH製剤もまた催腫瘍性の

懸念から使用期間に制限があり、長期の継続投与は不可能である 21。実際の臨床現場では、こ

れらの薬を適宜組み合わせて調節しながら使用する必要があるが、病態に関しても骨形成と骨

吸収がどちらも活発な高回転型（閉経後骨粗鬆症）や、どちらの活性も低下している低回転型

（加齢性骨粗鬆症）、ステロイド使用による骨粗鬆症など様々な病態が存在するとされ、それぞ
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れについて最適な治療法が異なる可能性が指摘されている 22。これら様々な状況全てを改善

し、骨を維持しながら回復を図る理想的な薬物治療は、現時点では確立されたとは言えず、新

たな作用機序を持ち、副作用が少なく長期使用できる骨粗鬆症新規治療薬の出現が望まれてい

る。 

Norzoanthamine（NZ）は 1995 年にスナギンチャク（Zoanthas.sp）から単離、構造決定された

アルカロイドである 23。NZは、骨粗鬆症モデルマウスにおいて骨量や骨パラメータの低下を抑

制すること、およびエストロジェン様の作用は示さないことが報告されている 24,25。その作用

機序は骨吸収抑制や骨形成促進ではなく、コラゲナーゼによるコラーゲンの分解が抑制される

ことで骨量を維持する可能性が示された 26。骨コラーゲンは骨の体積のおよそ 50%を占めてお

り、骨質に大きな影響を与える 27。骨質は骨強度の 30%を担っており、骨密度が正常であって

も、骨質の悪化によって骨折リスクが増大することが報告されている 28。これらのことから、

NZは従来の治療薬とは異なる作用機序を持った骨粗鬆症の新たな治療薬として期待された

24,26。しかしながら天然の NZは 5kgのスナギンチャクから 21mg（0.0000042%）しか抽出する

ことができず、臨床的に使用するには十分な供給量を確保できないという問題点があった。そ

のため治療薬として用いるためには自然物からの抽出ではなく、化学合成による供給が必須で

ある。2004年には NZの全合成は成功したが、残念ながら合成の過程がきわめて煩雑であり、

化学合成でも大量の供給は事実上不可能であった 29–31。 
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これらの問題点を解消するために、NZ類似化合物質として、NZの構造の一部を切断し簡略

化した切断型 NZ（Truncated Norzoanthamine, 以下 TZ）が本学理学系研究科にて開発された

32。TZは NZと比較して合成過程が単純であり、化学合成による大量供給が可能である。構造

が簡略化された TZが、もし NZと同様の骨吸収抑制作用を示すのであれば、骨粗鬆症の新規

治療薬として広く臨床応用に応えられる可能性が期待される。 

そこで本研究では、まず TZの骨粗鬆症に対する効果を検討するため、卵巣の摘出により作

製した骨粗鬆症モデルマウス（OVXマウス）を用いて 33、TZ投与による骨吸収抑制作用およ

び骨強度の変化を評価した。続いて、TZの骨への作用メカニズムを検討するために、TZ処理

した骨芽細胞株における骨形成能に対する影響を評価した。最後に TZの骨質に対する影響を

検討するために、TZ処理した骨芽細胞株由来のコラーゲンについて評価を行った。 
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緒言 

 

前章において、骨粗鬆症とその治療法に関する概要、およびその解決策としての骨粗鬆症新

規治療薬の候補である TZに関して述べた。TZは新規治療薬候補である NZの切断型として合

成され、in vitro においては NZと同等のコラーゲン保護作用を持つことが報告されている 32。

しかしながら、in vivo における TZの骨そのものに対する作用の研究はこれまで行われていな

い。そのため、骨粗鬆症モデル動物に対する TZの影響を検討する必要がある。本研究の目的

は、骨粗鬆症モデル動物に対して TZを投与した際の骨量減少抑制効果、骨構造および骨強度

の変化を検討することである。 

骨粗鬆症モデルとしては、大きく分けて骨吸収促進型と骨形成抑制型の 2種類がある。骨吸

収促進型は、閉経後骨粗鬆症と同様にエストロジェン欠乏によって生じる卵巣摘出モデルが一

般的である 34–36。一方、骨形成抑制型としては、動物の老化によって生じさせるものが報告さ

れているが、これは非常に長期の準備期間が必要となる 37。老化以外のものとしては、ステロ

イド投与によるモデルが報告されている 38。また、モデル動物種としてはマウスやラット、犬

や霊長類などの大型動物に関する様々なものが報告されている 39–41。しかし、犬のモデルでは

骨量減少が一過性であり、個体間のばらつきが大きいことが知られており、その他の大型動物

では投薬期間が 1年以上に及ぶものが多い。それに対して、マウスなどの小型のモデル動物は

個体間のばらつきも比較的少なく、1ヶ月程度の期間で有意な骨量の差が認められる 33。そこ



11 

 

で、本研究では、骨粗鬆症モデル動物として、エストロゲン欠乏を惹起させた卵巣摘出

（OVX）マウスを採用し、これに対する TZの影響を検討した。 

TZが骨に与える影響に関しては、①TZが骨構造に与える影響、②TZが骨芽細胞および破骨

細胞に与える影響、③TZが骨強度に対して与える影響の 3点に注目した。また、TZが骨以外

に対しても影響を与えるかどうかも検討した。骨構造に関しては、TZを投与した OVX マウス

大腿骨断面像の観察、さらにより詳細な検討のため、µCT 測定を用いて海綿骨および皮質骨の

構造変化について検討した。骨芽細胞および破骨細胞に関しては、TZを投与した OVX マウス

大腿骨の組織学的検査を行い、それぞれの細胞に変化が起きたのか検討した。骨強度に関して

は、TZを投与した OVX マウス大腿骨を用いた 3 点曲げ試験を行い検討した。 
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材料と方法 

 

実験 1-1 TZ投与による骨粗鬆症モデルマウスにおける骨形態変化の評価 

 

1. Truncated-Norzoanthamine 

 Truncated-Norzoanthamine（TZ、MW = 355.9）は東京大学理学系研究科の福沢世傑先生から提

供されたものを使用した（Fig. 1-1）。TZは蒸留水で溶解し、5 mg/ml に調整したものを分注し

て－20 ℃で保存した。TZを使用する際は、－20℃で保存されたものを解凍し、蒸留水で希釈

することで濃度調整したものを以下の実験で使用した。 

 

2. 実験動物 

本実験では ddyマウス、メス 4週齢、体重 25~35g を 44 匹用いた。マウスは群ごとに同一の

ケージで飼育し、一定の環境下で管理した。なお、この実験は東京大学大学院農学生命科学研

究科実験動物委員会の承認を得て行った。 

 

3. 骨粗鬆症モデルマウス（OVX マウス）の作製 

マウスにペントバルビタールナトリウム（東京化成工業、東京）30~50mg/kg を腹腔内投与し

た後、イソフルラン（和光純薬工業、東京）を吸入させることで手術麻酔期を作成し、腰背部
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を剃毛したのち伏臥位に固定した。#11メスを用いて背部正中を約 1cm切皮した。ピンセット

を用いて切開部を腰椎の右側に移動させ、腹膜下の卵巣を確認した。先鋭曲ピンセットの先端

を用いて、卵巣周囲脂肪上の腹膜に鈍的切開を加えた。先鋭曲ピンセットの先端を 1~2mm程

度開いて脂肪を把持し、切開口より引き出した。さらに卵巣、輸卵管、子宮の一部を牽引し、

バイポーラ止血ピンセットを用いて卵巣下の輸卵管および血管を焼烙し、卵巣を摘出した。卵

巣除去後、子宮は腹膜内へと戻した。左側卵巣についても同様に摘出した後、表皮を吸収糸で

単純結紮縫合した。また、偽手術群に関しては、卵巣の引き出しまでは同様に操作を行った後

に、卵巣摘出を行わず臓器を腹膜内へと戻して表皮を吸収糸で単純結紮縫合した。 

 

4. 群の設定 

設定した群とそのプロトコールを Table 1に示した。卵巣摘出後に生理食塩水の経口投与を

行う陰性コントロールである Vehicle 群（n = 5）、偽手術後に生理食塩水の経口投与を行う

Sham群（n = 5）、エストラジオール（和光純薬工業、東京）溶液を 0.08 mg/kg/day腹腔内投与

する陽性コントロールである E2群（n = 5）、TZを 0.004 mg/kg/day経口投与する TZ0.004 群（n 

= 8） 、TZを 0.02 mg/kg/day経口投与する TZ0.02 群（n = 8）、TZを 0.1 mg/kg/day経口投与す

る TZ0.1群（n = 8）、TZを 0.5 mg/kg/day経口投与する TZ0.5群（n = 4）の計 7群を設定した。 

 

5. 投薬 
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手術を行った翌日より週 5回 4週間の計 20回の投薬を行った。経口投与実験に関しては

Sham群および Vehicle 群は生理食塩水を 0.3 ml、1 日 1 回経口投与した。E2群に関してはエス

トラジオールを 0.6 ml に調整し、1日 1 回腹腔内投与した。TZ投与群ではそれぞれ薬剤の濃度

を調整のうえ、投与体積を 0.3 ml とし、1 日 1回経口投与した。エストラジオールと TZの投

与量、投与経路および投与期間は過去の報告をもとに設定した 24。 

 

6. 採材 

投与が終了した翌日に、ペントビタールナトリウムおよびイソフルランによる麻酔下にて頸

椎脱臼を行い安楽殺した。速やかに開胸、開腹を行い、心臓、腎臓、肝臓、子宮を採取した。

メスを用いて右足根部を切皮し、股関節周囲まで切開をすすめた。股関節部分の筋肉、靭帯を

メスにて切断し、後肢を分離した。膝関節を鋭的に切断し、大腿骨を分離したのち、大腿骨周

囲の軟部組織をトリミングした。トリミング終了後、右大腿骨は 10％ホルマリン緩衝液に浸し

て保存した。左大腿骨に関しても同様にして採材を行った。 

 

7. 臓器重量の測定 

採取した心臓、腎臓、肝臓、子宮は生理食塩水に浸し、採取後速やかに湿重量を測定した。 

 

8. 骨乾燥重量の測定 
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左側の大腿骨はインキュベータ内にて 60℃で一晩乾燥させ、翌日、常温にて冷ました後、乾

燥重量を測定した。 

 

9. 骨断面の観察 

左大腿骨は乾燥重量を測定したのち、砥石を用いて研磨し、正中断面を実体顕微鏡によって

肉眼的に観察し、写真撮影を行った。 

 

10. µCT を用いた骨密度パラメータ測定 

右大腿骨は採取後 10％ホルマリン緩衝溶液に浸して保存し、翌日 µCT 撮影装置（inspeXio 

SMX-90CT、島津製作所、京都）にて撮影を行い、スライスデータを得た。その後、解析ソフ

ト（TRI/3D-BON、ラトックシステムエンジニアリング、東京）を用いて右大腿骨について骨

成分領域を抽出し、以下の骨パラメータを測定した。測定領域としては、肉眼的観察において

海綿骨の変化が顕著に認められた部位である大腿骨遠位部成長板の下端から 1~2.5mmの間を設

定した。また、315 mg/cm3をカットオフ値として骨の抽出を行った。海綿骨の評価パラメータ

は、 

①髄腔内の組織量に対する海綿骨の体積の割合（Bone volume / Total volume, BV/TV, %） 

②平均骨梁幅（Trabecular thickness, Tb.Th, µm） 

③単位長さ当たりの平均骨梁数（Trabecular number, Tb.N, 1/mm） 



16 

 

④骨塩濃度（Bone mineral density, BMD, mg/cm3） 

⑤骨梁間隙（Trabecular separation, Tb.Sp, mm）を測定した。 

また皮質骨の評価パラメータとして、 

①骨体積あたりの皮質骨体積（Cortical volume / All volume, Cv/Av, %） 

②皮質骨幅（Cortical thickness, Ct, mm）を測定した。 

 

11. 統計解析 

各群間の比較はソフトウェア JMP12（SAS Institute Japan, 東京） を用い、Dunnett 検定で解

析を行った。すべての統計解析において有意水準 p < 0.05 とした。結果は平均値±標準誤差で

表示した。 
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実験 1-2 TZ投与による骨粗鬆症モデルマウスにおける骨組織像および骨強度変化の評価 

 

1. Truncated-Norzoanthamine 

実験 1-1、1 と同じものを使用した。 

 

2. 実験動物 

本実験では ddyマウス、メス 4週齢、体重 25~35g を 24 匹用いた。マウスは群ごとに同一の

ケージで飼育し、一定の環境下で管理した。なお、この実験は東京大学大学院農学生命科学研

究科実験動物委員会の承認を得て行った。 

 

3. OVX マウス 

実験 1-1 と同様の方法で OVX マウスを作製した。 

 

4. 群の設定 

設定した群とそのプロトコールを Table 2に示した。すなわち、生理食塩水を経口投与する陰

性コントロールである Vehicle 群（n = 4）、卵巣を摘出せず生理食塩水を経口投与する Sham群

（n = 4）、エストラジオール溶液を 0.08 mg/kg/day腹腔内投与する陽性コントロールである E2

群（n = 5）、TZ群においては、実験 1-1で骨に対する影響が大きかった TZを 0.004 mg/kg/day
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経口投与する TZ0.004 群（n = 6）および TZを 0.02 mg/kg/day経口投与する TZ0.02 群（n = 5）

として計 5群を設定した。 

 

5. 投薬 

手術を行った翌日より週 5回 4週間の計 20回の投薬を行った。E2群に関してはエストラジ

オールを 0.6 ml に調整し、1 日 1 回腹腔投与した。Sham群と Vehicle 群に関しては生理食塩水

を 0.3 ml、1 日 1回経口投与した。TZ投与群ではそれぞれ薬剤の濃度を調整のうえ投与体積を

すべて 0.3 ml とし、1日 1回経口投与した。 

 

6. 採材 

投与が終了した翌日にペントバルビタールナトリウムおよびイソフルランによる深麻酔下に

て心採血を行い、その後頸椎脱臼によって安楽殺した。実験 1 と同様の方法で左右大腿骨の採

取を行った。 

 

7. 組織学的検査 

右大腿骨は µCT の撮影後、EDTA脱灰液に浸して週二回の液替えを行い７日から 10 日間脱

灰した。脱灰終了後硫酸ナトリウムに 4℃、12時間浸して中和を行い、その後パラフィン内に

包埋した。包埋後、大腿骨の中央部を含むように正中矢状断を 4 µmに薄切した。薄切した切
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片に対してヘマトキシリン‐エオジン染色（HE染色）および TRAP 染色を行った。位相差顕

微鏡を用いて作成した標本の観察を行い、骨面あたりの骨芽細胞面の割合（Osteoblast surface / 

Bone surface, ObS/BS, %）および骨面あたりの破骨細胞面の割合（Osteoclast surface / Bone 

surface, OcS/BS, %）を測定した。測定領域は、µCT で評価した範囲と同じく、成長板の下端か

ら 1~2.5mmの距離内にある海綿骨の範囲（二次海綿骨領域）とした。 

 

8. 骨強度測定 

左側大腿骨の採取後、曲げ試験機（Instron-3365, Instron, 神奈川）を用いて速やかに骨 3点曲

げ試験を行った。3 点曲げ試験の模式図を図？に示した。測定条件は支点間の距離を 7 mmと

し、回転しないよう大腿骨を横向きに設置したのち、大腿骨中央部に 50 mm/min の速度で荷重

を行い、荷重‐変位曲線を得た。この曲線を用いることで最大荷重（Failure load, N）、破断エ

ネルギー（Yield energy, J/m3）、剛性（Stiffness, N/mm）を算出した。 

 

9. 統計解析 

各群間の比較はソフトウェア JMP12（SAS Institute Japan, 東京） を用い、Dunnett 検定で解

析を行った。すべての統計解析において有意水準 p < 0.05 とした。結果は平均値±標準誤差で

表示した。 
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結果 

実験 1-1 TZ投与による骨粗鬆症モデルマウスにおける骨形態変化の評価 

  

TZ経口投与マウスにおける体重、臓器および骨乾燥重量 

体重、心臓、腎臓および肝臓に関しては各群で重量に有意な差は認められなかった（Fig. 1-3 

A-D）。子宮重量に関しては、Sham群と E2群において Vehicle 群と比較して有意に高値を示し

たが、TZ投与群は全ての群で Vehicle 群と比較して有意な差はなかった（Fig.1-3 E）。大腿骨の

乾燥重量および大腿骨乾燥重量に関しては、各群間に統計的有意差は認められなかった（Fig. 

1-3 F）。 

 

TZ経口投与マウスの大腿骨骨断面像 

Fig. 1-4 に各群の大腿骨断面像を示した。特に大腿骨遠位骨幹端の部位（赤枠で囲った領域は

二次海綿骨領域）で Sham、E2、TZ投与群で海綿骨量が Vehicle 群と比較して増加している様

子が観察された。 

 

骨密度パラメータ 

骨断面像において特に骨量の差が認められた大腿骨二次海綿骨領域付近に着目してμCT に

よる解析を行った。まず、海綿骨に関して、海綿骨量/組織量（BV/TV）は Sham群、E2群、
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TZ0.004 群、TZ0.02 群で Vehicle 群と比較して有意に高値を示した（Fig. 1-5 A）。平均骨梁幅

（Tb.Th）は Sham群、E2 群で有意に高値を示したが、TZを投与した群では有意な差は見られ

なかった（Fig. 1-5 B）。平均骨梁数（Tb.N）は Sham 群、E2群、TZ0.004 群、TZ0.02 群で有意

に高値を示した（Fig. 1-5 C）。また、骨塩濃度（BMD）において、Sham群および TZ0.004 群が

Vehicle 群と比較して有意な上昇を示した（Fig. 1-5 D）。さらに骨梁間隙（Tb.Sp）においては、

Sham群、E2 群および全ての TZ群が Vehicle 群と比較して有意な減少を示した（Fig.1-5 E）。次

に、皮質骨に関する評価として皮質骨体積/骨体積（CV/AV） および皮質骨幅（Ct）は Sham

群、E2群で有意に高値を示したが、TZを投与した群では有意な差は見られなかった（Fig. 1-

6）。 

 

 

実験 1-2 TZ投与による骨粗鬆症モデルマウスの骨強度変化の評価 

組織学的検査 

HE 染色および TRAP 染色を行った大腿骨遠位部の組織像を Fig. 1-7、1-8に示した。これら

の画像から算出した骨面あたりの骨芽細胞面の割合（ObS/BS）は E2 群、TZ0.004 群、TZ0.02

群、TZ0.1群においてそれぞれ Vehicle 群に対して有意に高い値を示した（Fig. 1-9 A）。骨面あ

たりの破骨細胞面の割合 （OcS/BS）は Sham群、E2 群において Vehicle 群に対して有意に低い

値を示し、TZ0.02 群、TZ0.1 群においてそれぞれ Vehicle 群に対して有意に高い値を示した
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（Fig. 1-9 B）。 

 

血液検査 

血液検査の結果を Table 3 に示した。ALP、IP、Ca は全ての群で有意な差は認められなかっ

た。 

 

骨強度測定 

TZ投与群は骨の形態変化において強い作用を示した低用量群を用いて実験を行った。最大荷

重は Sham群、E2 群で Vehicle 群に対して有意に高値を示したが、TZ群では有意な差は認めら

れなかった（Fig.1-10 A）。破断エネルギーおよび剛性は Sham群、E2群、TZ0.02 群で Vehicle

群に対して有意に高値を示した（Fig.1-10 B,）。は Sham群、E2 群、TZ0.004 群で Vehicle 群に対

して有意に高値を示した（Fig.1-10 C）。 
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考察 

 

今回の実験においては、骨粗鬆症モデル動物として過去の報告を基に、約 1 ヶ月という早期

で骨量減少が得られる OVX マウスを用いて実験を行った 33。データには示していないが、本

実験に先駆けて OVX マウスに TZ腹腔投与を行ったところ、OVX マウス大腿骨の骨断面像お

よび µCT 所見において TZが骨量減少を抑制することが確認された。しかしながら、臨床応用

における現実的な使用では、経口投与による効果の確認が必須となるため、本実験では OVX

マウスに対する TZの経口投与を行った。 

TZが骨以外の臓器に影響を与えていないか調べるために体重、各種臓器重量を測定したが、

TZ群はコントロール群と比較して差は認められなかった（Fig.1-3 A-E）。OVX マウスでは E2

の欠乏によって子宮の萎縮が生じるが、今回の陽性コントロールとして用いた E2 群では子宮

の萎縮が抑制されていた。しかしながら、TZ投与群の子宮はコントロール同様に萎縮してお

り、TZが E2様作用を持たないことが確認された。また、全ての臓器は TZ濃度によらず肉眼

的な異常は認められなかったことや、投与中に臨床的な異常を示す個体も認められなかったた

め、TZの使用によって臨床的な副作用が出現する可能性は低いものと考えられた。 

大腿骨の乾燥重量に関しては、TZ投与群においてわずかな増加傾向が認められたものの、

Vehicle 群と比較して有意な差は認められなかった（Fig.1-2 F）。陽性コントロールである E2群

に関しても Vehicle 群との差は認められなかった。これはマウスの大腿骨自体が非常に小さく骨
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量減少による構造が変化しても、骨重量の変化としては非常に小さなものであり測定に反映さ

れないものであったと考えられた。 

骨断面像では、大腿骨の遠位部 2次海綿骨領域において Vehicle 群は海綿骨がほとんど認めら

れないのに対して、TZの低用量群（TZ 0.004、TZ 0.02）では E2群と同様に肉眼的に明らかな

海綿骨減少の抑制が認められた（Fig. 1-4）。この結果から、大腿骨遠位部の二次海綿骨領域を

µCT の画像で評価してみると、いくつかの骨パラメータにおいて TZ群と Vehicle群の間で有意

な差が認められた。骨密度の指標となる海綿骨量/組織量（BV/TV）は TZの低濃度群（TZ 

0.004、TZ 0.02）で Vehicle と比べて有意に増加しており Shamや E2 群と同等の値を示した

（Fig. 1-5 A）。また、骨粗鬆症の指標となる骨梁間隙（Tb.Sp）は Vehicle 群と比較して全ての

TZ群で有意に減少していた（Fig. 1-5 E）。さらに、骨塩濃度（BMD）に関しても TZは Vehicle

群と比較して有意に増加していた（Fig. 1-5 D）。これらの所見は骨断面像で得られた海綿骨の

減少抑制を支持する結果であった。さらに、海綿骨の骨梁に関しては、平均骨梁幅（Tb.Th）は

Shamおよび E2群は Vehicle 群と比べ有意に増加していたのに対し、TZ群は有意な差は認めら

れなかった。しかしながら、平均骨梁数（Tb.N）においては TZの低用量群（TZ 0.004、TZ 

0.02）が Shamおよび E2 群同様に有意な増加が確認された。これらの結果は、TZの骨量減少

抑制作用は海綿骨の骨梁幅には影響しないが、骨梁数の減少を抑えることによって生じている

ことを示唆している。 

骨粗鬆症の治療薬や新規治療薬候補となっている薬剤は、主に骨吸収抑制剤か骨形成促進剤
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に作用が分かれている。骨吸収抑制剤に代表されるビスフォスフォネート剤（BP 剤）や E2 は

成熟した古い骨の破壊を抑制することで、骨幅の維持や皮質骨の改善を行っている 42–44。一

方、PTH製剤に代表される骨形成促進剤は、骨芽細胞の活性を促進し幼若な細い骨を増加させ

るが、骨幅や皮質骨への影響は骨吸収抑制剤と比べて小さいと言われている 44,45。これらの知

見と今回の µCT 結果を照らし合わせると、TZは骨芽細胞による骨形成を促進するが、破骨細

胞による骨吸収に対してはあまり強い作用を持たないことが示唆された。さらに、µCT の皮質

骨のパラメータの結果では、Shamや E2 が皮質骨量/全骨量（CV/AV）および皮質骨幅（Ct）に

おいて Vehicle 群と比較して有意な増加を示したのに対し、TZ群では有意な差は認められなか

った（Fig. 1-6）。この結果から、TZは皮質骨に対しては影響を与えておらず、ここでも先ほど

の結果を支持するものとなっている。 

 血中の ALP、IP、Ca の値は BP 製剤や PTH 製剤において変化することが報告されているが、

TZ投与群は全ての値で有意な差は認められず長期的な投与においても臨床的な副作用は認めら

れなかった（Table 3）。 

 HE 染色および TRAP 染色による組織学的な評価では、Sham群が Vehicle 群と比べ有意に破

骨細胞面/骨面（Ocs/Bs）が減少していた（Fig. 1-9 B）。これは Vehicle 群では卵巣摘出によって

E2 欠乏が生じ破骨細胞が活性化していることを示唆しており、OVXマウスが本実験の目的通

りに機能している事が示されている。E2群では、Vehicle 群と比較して Ocs/Bs が抑制されてお

り Sham群と同程度の値を示した。これは卵巣摘出による欠乏した E2 が補充され、E2が破骨
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細胞を抑制したことを示している。また、E2群の骨芽細胞面/骨面（Obs/Bs）は Vehicle 群と比

較して有意に高い値を示した（Fig1-9 A）。一般的に E2 の骨への働きとしては、破骨細胞に働

きアポトーシスを誘導させることで骨吸収抑制作用を示すことが知られており 46,47、閉経後の

骨粗鬆症はこの E2の働きが弱くなることで生じる 48。しかしながら、E2は骨芽細胞にも働い

て活性化することも報告されている 49,50。今回の E2の所見はこれらの報告と合致するものであ

った。 

TZ群では Obs/Bs が Vehicle 群と比較して有意に増加しており、µCT の結果から予想された骨

芽細胞を活性化するという考えを支持するものであった。一方、Ocs/Bs の値においても TZ群

は Vehicle 群と比較して有意な増加を示しており、これは TZが破骨細胞を活性化することを示

唆した。しかしながら、骨断面や µCT の結果から TZが骨量減少抑制作用を持つことは明らか

である。そのため、TZは骨芽細胞と破骨細胞のどちらも活性化するものの、骨芽細胞に対する

活性化がより強いために、骨量減少を抑制したと考えられた。 

これまでの結果から TZの投与により骨量減少の抑制が確認されたが、この骨形態の変化が

骨の強度も改善したのかを検討するため、大腿骨の 3点曲げ試験を行った。TZを投与した群は

最大荷重では Vehicle 群と比較して有意な差を示さなかった（Fig. 1-10 A）しかし、TZ0.02 群は

破断エネルギーで Vehicle 群に対して有意に高い値を示し、TZ 0.004 群では剛性が Vehicle 群と

比較して有意に増加しており、Sham群と同程度まで改善していた（Fig. 1-10 B, C）。これらの

データから OVXマウスに TZを投与することで、骨強度が増大し大腿骨の外力による抵抗性が
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正常程度に維持されること示唆され、骨粗鬆症の治療薬としての有効性が期待された。しか

し、最大荷重に対する影響は認められず骨強度の改善の程度は決して大きなものではない。こ

れは µCT での結果で TZは骨梁数を改善するものの皮質骨の構造に影響がなかったことと矛盾

しない結果となった。 

今回の実験の TZの濃度設定は過去の NZの報告と TZの腹腔内投与実験を参考にして決定し

た 24,25（文献）。1999年の山口らの論文では、NZの 0.02mg/kg 腹腔内投与が、最も効果があっ

たとされており、TZの腹腔内投与実験でも同様の結果が得られた 24。今回はより臨床応用に近

い経口投与を選択したため、予想される最適な投与量をその 5 倍の 0.1mg/kg と推測し、その前

後に投与量（0.004, 0.02, 0.1, 0.5mg/kg）を設定した。骨断面や µCT の結果から TZの低濃度群

でより高い効果が得られたため、組織的評価および骨強度評価では設定した 4群の内 TZ低濃

度の 2群を使用した。 

一般的に、薬剤にはある一定の濃度以上は効果が変わらず天井効果を示すものと、一定の至

適濃度を超えると効果が低下するベル型曲線の反応を示すものがある。µCT 撮影ではその多く

が TZの低濃度群で認められたが TZ0.1群および TZ0.5 群では効果があまり見られなかった。

また骨強度試験では破断エネルギーは TZ0.02群で、剛性については TZ0.004 群で有意差が認め

られた。以上の結果を総合すると、TZは 0.004~0.02 mg/kg付近に至適濃度をもっており、それ

以上の用量では効果が減弱するベル型曲線の反応-用量曲線を描く可能性が高いと考えられる。

しかしながら、0.004 mg/kg 以下の濃度については、今回は検討を加えておらず、不明なままと
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なっている。また今回直接の比較は行っていないが TZは、NZの報告と比べてより低い濃度で

十分な効果を発揮した。この理由としては TZそれ自身が、NZよりも強い活性を持つ可能性、

もしくは TZの分子量が NZの 68%程度と小さいため 32、同じ投与重量でも高いモル濃度を有

しているためことが考えられた。 
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Fig. 1-1. Chemical structure of truncated norzoanthemine (TZ). 
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群 卵巣摘出 投薬 

Vehicle ○ 生理食塩水 0.3 ml を経口投与 

Sham × 生理食塩水 0.3 ml を経口投与 

E2 ○ E2溶液（0.08 mg/kg/day）を腹腔内投与 

TZ 0.004 ○ TZ溶液（0.004 mg/kg/day）を経口投与 

TZ 0.02 ○ TZ溶液（0.02mg/kg/day）を経口投与 

TZ 0.1 ○ TZ溶液（0.1 mg/kg/day）を経口投与 

TZ 0.5 ○ TZ溶液（0.5 mg/kg/day）を経口投与 

 

 

 

 

 

 

 

 

各群の設定およびプロトコール 

 

経口投与方法： 

卵巣摘出術の翌日より 5日間/週で 4週間、計 20日間にわたって各薬剤溶液を 

0.3 ml/day経口投与した。 

 

腹腔内投与方法： 

卵巣摘出術の翌日より 5日間/週で 4週間、計 20日間にわたって E2溶液を 

0.6 ml/day腹腔内投与した。 

Table 1 
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群 卵巣摘出 投薬 

Vehicle ○ 生理食塩水 0.3 ml を経口投与 

Sham × 生理食塩水 0.3 ml を経口投与 

E2 ○ E2溶液（0.08 mg/kg/day）を腹腔内投与 

TZ 0.004 ○ TZ溶液（0.004 mg/kg/day）を経口投与 

TZ 0.02 ○ TZ溶液（0.02mg/kg/day）を経口投与 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各群の設定およびプロトコール 

 

経口投与方法： 

卵巣摘出術の翌日より 5日間/週で 4週間、計 20日間にわたって各薬剤溶液を 

0.3 ml/day経口投与した。 

 

腹腔内投与方法： 

卵巣摘出術の翌日より 5日間/週で 4週間、計 20日間にわたって E2溶液を 

0.6 ml/day腹腔内投与した。 

Table 2 
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Fig. 1-2 大腿骨 3 点曲げ試験模式図およびグラフ 



33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40
b

o
d

y
 w

ei
g
h

t(
g
)

A

0

0.1

0.2

h
ea

rt
 w

ei
g
h

t 
(g

)

B

0

0.5

1

k
id

n
ey

 w
ei

g
h

t 
(g

)

C

0

1

2

3

li
v
er

 w
ei

g
h

t 
(g

)

D

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

u
te

ri
n

e 
w

ei
g
h

t 
(g

)

***

**

E

0

0.02

0.04

0.06

d
ry

 w
ei

g
h

t 
o
f 

fe
m

u
r 

(g
)F

Fig. 1-3. Effect of TZ on body weight, organ weight and dry femur weight in OVX mice 

or Sham operated mice. Each group of OVX mice were oral administered saline, or TZ 

(0.004, 0.02, 0.1, 0.5 mg / kg), or intraperitoneral administrated E2 (0.08 mg / kg). A) 

body weight, B) heart weight, C) kidney weight, D) liver weight, E) uterine weight were 

measured 4 weeks after the operations. Vehicle (n = 5): negative control group, Sham (n 

= 5): sham-operated group, E2 (n = 5): treatment with E2 group, TZ0.004 (n = 8), 

TZ0.02 (n = 8), TZ0.1 (n = 8), TZ0.5 (n = 4): treatment with TZ group. Each group was 

expressed as mean ± S.E.M., ***P < 0.001. **P < 0.01 compared with Vehicle. 

  



34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vehicle Sham E2 

TZ0.004 TZ0.02 TZ0.1 TZ0.5 

Fig. 1-4 Effect of TZ on femur bone in OVX mice. Each group of OVX mice were oral 

administered saline, or TZ (0.004, 0.02, 0.1, 0.5 mg / kg), or intraperitoneral administrated E2 

(0.08 mg / kg).. Vehicle (n = 5): negative control group, Sham (n = 5): sham-operated group, E2 

(n = 5): treatment with E2 group, TZ0.004 (n = 8), TZ0.02 (n = 8), TZ0.1 (n = 8), TZ0.5 (n = 4): 

treatment with TZ group. The morphology change of dry femur in OVX mice were observed. 

The red frame indicates secondary spongiosa trabecular bone.. 

Distal femur 

Proximal femur 

A 
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Fig. 1-5 Effect of TZ on trabecular architecture parameter of femur bone. Each group of OVX 

mice were oral administered saline, or TZ (0.004, 0.02, 0.1, 0.5 mg / kg) or intraperitoneral 

administrated E2 (0.08 mg / kg). The femur bones were collected from OVX mice after the 

sacrifice. Vehicle (n = 5): negative control group, Sham (n = 5): sham-operated group, E2 (n = 5): 

treatment with E2 group, TZ0.004 (n = 8), TZ0.02 (n = 8), TZ0.1 (n = 8), TZ0.5 (n = 4): treatment 

with TZ group. A) BV/TV, B) Tb.Th, C) Tb.N, D) BMD, and E) Tb.Sp were measured by micro-

CT. Each point was expressed as mean ± S.E.M. **P < 0.01. *P < 0.05 compared with Vehicle 

E 
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Fig. 1-6 Effect of TZ on cortical architecture parameter of femur bone. Each group of 

OVX mice were oral administered saline, or TZ (0.004, 0.02, 0.1, 0.5 mg / kg) or 

intraperitoneral administrated E2 (0.08 mg / kg).. The femur bones were collected from 

OVX mice after the sacrifice. Vehicle (n = 5): negative control group, Sham (n = 5): 

sham-operated group, E2 (n = 5): treatment with E2 group, TZ0.004 (n = 8), TZ0.02 (n = 

8), TZ0.1 (n = 8), TZ0.5 (n = 4): treatment with TZ group. A) CV/AV, B) Ct were 

measured by micro-CT. Each point was expressed as mean ± S.E.M. *P < 0.05 compared 

with Vehicle. 
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測定範囲 

Fig. 1-7 HE染色組織像 

各群の大腿骨遠位部 HE染色組織像写真を示す。 

測定領域は μCT 検査と同様に赤枠で囲った成長板の下端から 1 -2.5 mm の二

次海綿骨領域として骨芽細胞面/骨面（Obs/Bs）を測定した。 

Distal femur 

Proximal femur 
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Fig. 1-8 TRAP 染色組織像 

各群の大腿骨遠位部 TRAP 染色組織像写真を示す。 

測定領域は μCT 検査と同様に赤枠で囲った成長板の下端から 1 -2.5 mm の二

次海綿骨領域として破骨細胞面/骨面（Ocs/Bs）を測定した。 

Distal femur 

Proximal femur 
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Fig. 1-9 Effect of TZ on osteoblast cell and octeoclast cell in secondary spongiosa 

trabecular of femur bone. Each group of OVX mice were oral administered saline, or TZ 

(0.004, 0.02, 0.1, 0.5 mg / kg) or intraperitoneral administrated E2 (0.08 mg / kg).. The 

femur bones were collected from OVX mice after the sacrifice. Vehicle (n = 5): negative 

control group, Sham (n = 5): sham-operated group, E2 (n = 5): treatment with E2 group, 

TZ0.004 (n = 8), TZ0.02 (n = 8), TZ0.1 (n = 8), TZ0.5 (n = 4): treatment with TZ group. A 

Osteoblast surface (ObS/BS), B) Osteoclast surface (OcS/BS) were measured by phase-

contrast microscopy. Each point was expressed as mean ± S.E.M. *P < 0.05 compared with 

Vehicle. 
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  Vehicle Sham E2 TZ0.02 TZ0.004 

IP (mg/dl) 10.00 ± 0.47 9.75 ± 1.16 10.16 ± 0.55 12.06 ± 0.50 11.91 ± 0.59 

Ca (mg/dl) 11.27 ± 0.44 11.50 ± 0.49 10.82 ± 0.38 11.18 ± 0.26 11.11 ± 0.37 

ALP (U/l) 380.75 ± 34.03 438.00 ± 64.41 318.20± 35.34 413.80 ± 41.10 418.83 ± 24.00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. Effect of TZ on calcium, inorganic phosphorus, and ALP in blood level in               

OVX mice. Each group was expressed as mean ± S.E.M. n = 5. 
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Fig.1-10 Effect of TZ on bone mechanical parameter in OVX mice. Each group of 

OVX mice were administered saline, E2 (0.08 mg / kg), or TZ (0.004, 0.02 mg / 

kg). Vehicle (n = 5): negative control group, Sham (n = 5): sham-operated group, 

E2 (n = 5): treatment with E2 group, TZ0.004 (n = 5), and TZ0.02 (n = 5): 

treatment with TZ group. A) failureload, B) yield energy, and C) stiffness were 

measured. Each point was expressed as mean ± S.E.M. *P < 0.05 compared with 

Vehicle. 
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第 2章 骨芽細胞の骨無機基質形成能に対する TZの影響の検討 
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緒言 

 

第 1章では骨粗鬆症モデルマウスにおいて、TZが骨量減少抑制作用を示すことを明らかとし

た。その中で、骨構造においては、TZは皮質骨に対する影響はほとんど見られず、海綿骨の骨

梁数を維持することで骨量減少を抑制することが示された。この結果は、TZは骨吸収抑制では

なく、骨形成を強く促進することを示唆するものであった。また、組織学的検査において TZ

は、骨芽細胞だけではなく破骨細胞も活性化することが示唆され、骨のターンオーバーを活性

化することが考えられた。以上の結果からは、TZの骨量減少抑制作用が骨形成促進による可能

性が高いことが予想された。近年において骨強度における骨密度の寄与率は 70%であり、残り

の 30%は骨質によって決まると考えられている 28。骨質は骨の微細構造や、代謝回転、微細骨

折の集積などの骨環境によって変化すると考えられている。また、骨質を決定する因子とし

て、骨基質の性状も重要であると考えられており、その中でコラーゲンは特に重要視されてい

る 27。そこで、TZの骨量減少抑制効果の作用機序を明らかとするためには、骨の無機基質形成

に対する影響と有機基質形成に対する TZの影響を検討する必要があると考えられた。 

骨吸収抑制剤として一般的である BP 剤は、破骨細胞のアポトーシスを誘導することで破骨

細胞を抑制する。しかし、構造上窒素を含まない第一世代の BP 剤は、ATP と競合することで

アポトーシスを誘導するが、窒素を含む第二世代以降はメバロン酸を阻害することでアポトー

シスを誘導する 51。また、臨床的に使用可能な唯一の骨形成促進薬である PTH製剤は間欠的に
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作用させることで、骨芽細胞数を増加させることが明らかとなっている 45,52。NZに関しては間

葉系幹細胞および骨芽細胞株を用いた検討は行われているものの、骨の無機基質形成に強い影

響は見られないことが報告されている 26。しかし、in vitro における TZの細胞に対する影響に

関しての報告はまだない。そこで、第 2章では、TZが骨芽細胞株の骨の無機基質形成に与える

効果について検討を行った。また、骨芽細胞は破骨細胞の分化に必須である receptor activator of 

nuclear factor kappa-B（RANKL）を発現、分泌することで破骨細胞分化に影響する。この骨芽

細胞由来である RANKLに対して TZが関与するのかについても検討した。 

 まず、TZが骨芽細胞の細胞数、石灰化能および活性化に与える影響を検討し、さらにそれら

に関する遺伝子発現量として、Runx2、OCN、OPN および ALP について検討した。また、TZ

が RANKLに与える影響として、骨芽細胞の RANKL 遺伝子発現量の変化および RANKLによ

る破骨細胞株の分化に対する影響を検討した。 
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材料と方法 

実験 2 骨芽細胞の骨形成機能に対する TZの影響の検討 

 

1. Truncated-Norzoanthamine 

実験 1-1、1 と同じものを使用した。 

 

2．骨芽細胞株 

 培養細胞として、マウス新生児頭蓋冠細胞由来である MC3T3-E1 細胞（RIKEN Cell Bank、筑

波）を用いた。培養条件としては 37℃、5 % CO2にてインキュベートし、培地は 10 % FBS

（Gibco BRL, Grand Island, NY, USA）および 1 % Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B（和光純

薬工業、大阪）を含有したα-MEM 培地（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA）を用

いて、培地交換の際は培地をアスピレーターで除去した後、Ca2+, Mg2+ free phosphate buffer 

saline（PBS（－））で 3 回 washを行った後に新たな培地を加えた。TZを添加する際は継代後

24 時間経過したものを使用し、培養期間は 1日から 2週間までとした。また、培地交換は 3日

毎に行い、その都度 TZを添加した。また、分化誘導を行う際は上記の培地に L-アスコルビン

酸（50 µg/ml）および 5 mM βグリセロリン酸を加えることで行った（Fig. 2-1 を参照）。 

 

3. 破骨細胞株 



46 

 

培養細胞として RAW264.7 細胞（RIKEN Cell Bank）を用いた。培養条件として培地は 10 % 

FBS（Gibco BRL）および 1 % Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B（和光純薬工業）を含有し

た DMEM 培地（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いた。培地交換の際は培地をアスピレーター

で除去した後、PBS（－）で 3回 washを行った後に新たな培地を加えた。実験に用いる際に

は、上記の培地にマウス可溶性 RANKL（和光純薬工業）およびマウス M-CSF（和光純薬工

業）をそれぞれ 10 ng/ml で加えることで破骨細胞へと分化させて使用した（Fig.2-2 を参照）。 

 

4. 群の設定 

 過去の報告を基にして TZの濃度毎に以下の 5群を設定した。 

TZ 0: TZを含まない陰性コントロール群。 

TZ 0. 01: TZ0.01 μM 

TZ 0. 1: TZ 0.1 µM 

TZ 1: TZ 1 μM 

TZ 10: TZ 10 μM 

また、MC3T3-E1細胞を用いた各試験では分化誘導の有無による検討も行った。 

 

5. 総細胞数試験 

総細胞数の計測には cell counting kit-8（CCK-8）（同仁化学研究所、熊本）を用いて行った。
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MC3T3-E1細胞を 96ウェルプレートに 5×103 cells/well となるように播種し、37℃、5 % CO2に

て TZ添加後 24時間から 2週間の培養を行った。培養終了後、CCK-8 溶液を各ウェルに 10 µl

ずつ加えて 37℃、5 % CO2にて 2時間インキュベートした。インキュベート後、マイクロプレ

ートリーダーで 450 nmの波長を測定した。 

 

6. 石灰化定量試験 

 石灰化の定量には石灰化評価セット（PG Reserch、東京）を用いて行った。 

MC3T3-E1細胞を 24ウェルプレートに 2×104 cells/well となるように播種し、37℃、5 %CO2に

て TZ添加後 2 週間の培養を行った。培養終了後に各ウェルからアスピレーターによって培地

を除去し、PBS（－）で 1回 washを行った。 

次にウェル内の細胞を中性緩衝ホルマリン溶液 200 μlずつ加えて固定した。固定後、ウェル内

の中性緩衝ホルマリン溶液を除去し、精製水にてウェル内を洗浄した。その後、ウェル内の精

製水を完全に除去し、アリザリンレッド溶液を 500 ml/well 加えて室温にて 30分間インキュベ

ートした。インキュベート終了後、精製水でウェル内を洗浄して精製水を除去した後に石灰化

結節溶解液を 0.5 ml/well 加えて 10分間インキュベートした。最後に色素が溶出した溶解液を

100 µlずつ 96ウェルプレートに移して、マイクロプレートリーダーにて 450 nmの波長を測定

した。 
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7. ALP 測定試験 

 ALP 測定にはラボアッセイ TMALP（和光純薬工業）を用いた。MC3T3-E1細胞を 96 ウェル

プレートに 5×103 cells/well となるように播種し、37℃、5 % CO2にて TZ添加後 24 時間から 2

週間の培養を行った。培養終了後、各ウェルの培地の除去を行い、PBS（－）にて washを行っ

た。次に PBS（－）を除去し、各ウェルに Cellytic TMM（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を

100 μl/well 加えた後、4℃にて 15分間インキュベートした。続いて上清を回収し、15000 rpm、

4℃にて 15分間遠心分離を行った。遠心分離後、得られた上清を精製水で 2 倍希釈したものを

20 µl ずつ 96ウェルに移し、pNPP を 100 µlずつ加えて 37℃にて 30分間インキュベートした。

インキュベート終了後、各ウェルに反応停止液を 80 µl ずつ添加してマイクロプレートリーダ

ーにて 405 nmの波長を測定した。 

 

8. 破骨細胞分化誘導試験 

 破骨細胞の測定には TRAP Staining kit（和光純薬工業）を用いて行った。まず、RAW264.7 細

胞を 96ウェルプレートに 5×103 cells/well となるように播種し、37℃、5 %CO2にて 2インキュ

ベートした。インキュベートから 24時間後、培地に RANKL、M-CSFおよび TZを添加して 1

週間の培養を行った。培養終了後、培養液を除去し PBS（－）にて各ウェルを washした。続

いて中性緩衝ホルマリンを 50 μl/well 加えて 5分間固定を行った。固定液を除去し、各ウェル

を精製水にて washした後、発色液を加えて 37℃にて 30 分から 60 分インキュベートした。反
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応終了後、各ウェルを精製水で washして、顕微鏡下にて TRAP 陽性の細胞をすべて計測し

た。 

 

9. RNA抽出 

 RNAの抽出には TRI Reagent®（Sigma-Aldrich）を用いた。まず、6ウェルのプレートに

MC3T3－E1細胞を 2×104 cells/well で播種した後に、TZを各濃度添加して 24 時間から 14日間

まで培養した。培養終了後、各ウェルの培養液を除去し、TRI Reagent®を 1 ml/well を各ウェル

に加えて室温で 5分間静置した。その後、抽出液をよくピペッティングして 1.5 ml チューブへ

回収した。次にクロロホルムを 0.5 ml 加えて転倒混和した後、室温にて 10分間インキュベー

トした。インキュベート終了後、1.5 ml チューブを 12000 g、4℃の条件で 15 分間遠心分離し

た。遠心分離後、上清を 0.4 ml ずつ回収して新たな 1.5 ml チューブへと移した。さらに、イソ

プロパノール 0.5 ml を加えて転倒混和を行い、室温にて 10分間静置した。次に、12000 g、15

分の条件で 4分間遠心分離した。続いて、上清を全て除去し 75 % エタノールを 1 ml 加え

12000 g、4℃で 5分間遠心分離をする工程を 2回行った。二回目の遠心分離終了後、上清を除

去し、1.5 ml チューブを 5分間乾燥させた。最後に 1.5 ml チューブへ蒸留水を 20 µl 加え、60℃

で 15 分間インキュベートしたものを RNAとして使用した。濃度測定は分光光度計（ナノドロ

ップ、スクラム、東京）を使用して測定した。 
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10. cDNA作製 

逆転写には ReverTra Ace（R）（東洋紡、大阪）を使用して実験を行った。まず、8 で作製し

た RNAテンプレート 0.5 µgを 65℃で 5分間インキュベートして RNA変性を行った。次に氷

上にて変性した RNAテンプレートに Nuclease free water を加えて全体量を 6 µlに調節した後、

4×DN master mix を 2 µl 加えて、37℃で 5 分間インキュベートすることでゲノム DNAを除去

した。インキュベート終了後、氷上にて RNAテンプレートに 5×RT Master mix 2 µl 加えたもの

を、①37℃、15 分間、②50℃、5 分間、③98℃、5分間の条件下で反応させて逆転写を行い

cDNAが得られた。実験終了後 cDNAは－20℃にて保存した。 

 

11. プライマー作製 

 Table 4に示した Runx2、osteocalcin（OCN）、osteopontin（OPN）、ALP および RANKLの

primer は過去の報告を基にして設計した 53–55。各種プライマーは設計後にグラジエント PCRを

行い PCR産物ができたことを確認した後に、後述のリアルタイム PCRに用いた。 

 

12. リアルタイム PCR 

 リアルタイム PCRは THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix（東洋紡）を用いて行った。まず、

氷上にて反応液として蒸留水 3.6 µl、SYBR mix 10 µl、forward primer 1 µM、reverse primer 1 

µM、50×ROX 0.4 µlの比で作製した。この反応液を MicroAmp® Fast Optical 96-Well 
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Reaction Plate（Thermo Fisher Scientific Inc.）の各ウェルに 18 µl ずつ加えた後、 9 で作

製した cDNA テンプレートを 2 µl ずつ加えた。PCR サイクルは全てのプライマー

において、Table 5 に示した条件下で StepOneT M リアルタイム PCR システム

（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて行われた。反応終了後、付属のソフトウェア

から得られた各遺伝子蛍光量を GAPDH 蛍光量によって標準化したものを相対的な

遺伝子発現量とした。  

 

13. 統計解析 

各群間の比較はソフトウェア JMP12（SAS Institute Japan, 東京） を用い、Dunnett 検定で解

析を行った。すべての統計解析において有意水準 p < 0.05 とした。結果は平均値±標準誤差で

表示した。 

 

 

 

 

 

 

 



52 

 

結果 

 

総細胞数試験 

 TZがマウス骨芽細胞の増殖に影響を与えるかどうか検討を行うために、TZ処理を行った

MC3T3-E1細胞の総細胞数を 2週間まで観測した。その結果、14日目の未分化 MC3T3-E1細胞

において、TZ 0.1、TZ 1 および TZ 10 群でコントロール群と比較して有意に細胞数の増加が確

認された（Fig. 2-3 A）。また 14 日目の分化誘導 MC3T3-E1細胞においても、TZ 10 群がコント

ロール群と比較して有意な細胞数増加が確認された（Fig. 2-3 B）。データには示していない

が、未分化、分化誘導のどちらにおいても培養 2 日目から TZ群の細胞数増加が確認された。 

 

石灰化評価試験 

 骨芽細胞の石灰化に対する TZの影響を検討するために、TZ処理を行った MC3T3-E1 細胞を

2 週間培養した後、石灰化量の定量化を行った。その結果、未分化 MC3T3-E1細胞では TZ処

理を行った全ての群がコントロール群と比較して石灰化量が有意に増加していた（Fig. 2-4 

A）。一方、分化誘導 MC3T3-E1 細胞では TZ 1 および TZ 10群においてコントロール群と比較

して有意に石灰化量が減少していた（Fig. 2-4 B）。 

 

ALP 測定試験 
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 TZがマウス骨芽細胞の活性化に対して影響を与えるかどうか検討するために、MC3T3-E1 細

胞を 2週間まで培養し、骨芽細胞の初期マーカーである ALP の測定を行った、その結果、未分

化 MC3T3-E1 細胞では TZ処理を行った全ての群で ALP がコントロール群と比較して有意に減

少していることが確認された（Fig. 2-5 A）。同様に分化誘導 MC3T3-E1細胞においても、全て

の TZ群で ALP がコントロール群と比較して有意に減少していた（Fig. 2-5 B）。さらに、未分

化細胞の TZ0 群と比較して分化誘導細胞の TZ0 群では ALP が 4倍ほど増加していた。TZ添加

群においても分化誘導処理によりほぼ同等の ALP の増加が確認できた為、TZは分化誘導その

ものに影響を与えていないと考えられた。また、データには示していないが、この結果は未分

化および分化誘導のどちらの群でも、2 日目から同様の結果が得られた。 

 

 

破骨細胞分化誘導試験 

 マウス骨芽細胞由来の RANKLによる破骨細胞の分化誘導に対する TZの影響を検討するた

め、RAW264.7 細胞に TZ処理を行い 7日間培養した後、TRAP 染色を行った。データには示し

ていないが、分化誘導を行わずに TZ処理を行った結果全ての群において TRAP 陽性細胞は認

められず、TZ自体に破骨細胞分化誘導能がないことが確認された。続いて分化誘導を行った

RAW264.7 細胞では全ての群で TRAP 陽性細胞が確認された。その中でも、TZ 0.01 群ではコン

トロールと比較して有意に TRAP 陽性細胞数が増加していた（Fig. 2-6）。 
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定量的リアルタイム PCR 

 骨芽細胞の各種遺伝子発現量に対する TZの影響を検討するため、未分化および分化誘導

MC3T3-E1細胞を 2 週間まで培養（1、2、3、7、14日）し、Runx2、OCN、OPN、ALP、およ

び RANKLの発現量を調べた。 

 TZ処理群の Runx2 は、未分化 MC3T3-E1細胞の全ての日数においてコントロール群と比較

して有意な差は認められなかった（Fig. 2-7 A）。また、分化誘導 MC3T3-E1 細胞に関しても有

意な差は認められなかった（Fig. 2-7 B）。    

ALP は未分化 MC3T3-E1 細胞の全ての日数において、TZ処理群とコントロールとの間に有意

な差が認められなかった（Fig. 2-8 A）。一方、分化誘導 MC3T3-E1 細胞では 2日目の全ての TZ

群でコントロール群と比較して有意な減少が認められた。3 日目においても、TZ 0.01 群がコン

トロールと比べて有意な減少が確認された（Fig. 2-8 B）。 

 OCN は未分化 MC3T3-E1 細胞の全ての日数において TZ処理群はコントロール群と比較して

差は認められなかった（Fig. 2-9 A）。一方、分化誘導 MC3T3-E1細胞において 2日目までは有

意な差は認められなかったが、3 日目において全ての TZ群がコントロール群と比較して有意に

減少していた（Fig. 2-9 B）。7日目は有意な差は認められなかったが、14日目においても全て

の TZ群でコントロール群と比較して有意な減少が確認された。 

 OPNは未分化 MC3T3-E1 細胞の全ての日数において、TZ処理群とコントロールとの間に有
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意な差は認められなかった（Fig. 2-10 A）。一方、分化誘導 MC3T3-E1 細胞では 7日目まで有意

な差は認められなかったが、14日目において、全ての TZ群でコントロールと比較して有意に

減少していた（Fig. 2-10 B）。 

 RANKLに関しては、未分化 MC3T3-E1 細胞は全ての日数において遺伝子発現量が少なく検

出することができなかった。一方、分化誘導 MC3T3-E1 細胞では 7日目までは全ての群で有意

な差は認められなかったが、14日目には全ての TZ群でコントロールと比較して有意な減少が

認められた（Fig. 2-11）。 
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考察 

 第 1章で TZが OVX マウスに対して骨量減少抑制作用を持つことが確認された。その中でも

TZは骨芽細胞に対する影響が強いことが予想されたため、第 2章では、まず、MC3T3-E1細胞

の骨の無機基質形成能に対する TZの影響について検討を行った。 

また、TZが骨芽細胞の分化誘導に影響するかどうかを検討するため、MC3T3-E1 細胞は未分

化、分化誘導させたもの 2つのグループで検討した。まず、TZが MC3T3-E1細胞の細胞数に

影響を与えるか検討したところ、未分化および分化誘導 MC3T3-E1 細胞どちらにおいても TZ

処理によって有意な増加を示し、これは高濃度 TZにおいても確認された（Fig. 2-4）。骨形成能

を示す PTH製剤は骨芽細胞の生存期間を延長させることで骨芽細胞の機能を活性化することが

報告されている 52。過去の報告では、in vitro の実験において NZの IC50 = 3.8 mM と非常に高濃

度を示しており、NZは毒性が低いものと考えられている 26。また、NZはスナギンチャク

（Zoanthus. sp）の表層に存在しており、紫外線からの保護作用を持つことが報告されているた

め、生理的な作用としては細胞保護作用を持つことが予想されている 56。今回の結果からは、

TZが NZと同様に細胞保護作用を示し、骨芽細胞の生存期間を延長することで骨芽細胞数を増

加させる可能性が考えられた。 

 次に MC3T3-E1細胞による石灰化に関して TZが影響するか検討を行った。その結果、未分

化 MC3T3-E1 細胞では TZの濃度依存性に石灰化が有意に増加していた（Fig. 2-5 A）。これは、

TZによる細胞増加によって石灰化量も増加したものであると考えられた。しかし、分化誘導



57 

 

MC3T3-E1細胞では濃度依存性に減少傾向がみられ、TZ 1および TZ 10群ではコントロール群

と比較して有意な石灰化量の減少を示した（Fig. 2-5 B）この原因としては TZが MC3T3-E1細

胞の石灰化を直接抑制する、あるいは TZが MC3T3-E1 の分化誘導を抑制していることによっ

て石灰化が抑制されることが考えられた。そこで、TZの骨芽細胞の活性および分化に対する影

響を検討するため、骨芽細胞の初期分化マーカーである ALP の測定を行った。その結果、未分

化 MC3T3-E1 細胞では TZによって ALP が有意に減少することが確認された（Fig. 2-6 A）。分

化誘導 MC3T3-E1細胞においても同様に TZ群がコントロール群に比べて有意に ALP が減少し

ていた（Fig. 2-6 B）。以上の結果から TZは骨芽細胞の活性を抑制することが示唆された。ま

た、TZによって ALP は減少していたが、未分化 MC3T3-E1 細胞と比べると分化誘導 MC3T3-

E1 細胞の ALP は 5 倍程度の高値を示しており、TZは分化誘導そのものには大きな影響を与え

ていないことが示唆された。ALP は骨芽細胞の分化により上昇し、骨芽細胞周囲の環境での石

灰化を促進する役割を果たしていると言われている 57。そのため、未分化 MC3T3-E1 細胞にお

ける TZ処理による石灰化量の増加は、TZによる細胞数増加の影響が ALP 活性の抑制の影響

を上回ったことによると考えられるが、分化誘導 MC3T3-E1 細胞では細胞数の増加の影響に対

して ALP 活性が大きく抑制されたため、石灰化が抑制されたものと考えられた。 

次に、MC3T3-E1細胞の骨形成能の抑制に対する更なる検討を行うために、定量的リアルタ

イム PCRを行った。骨芽細胞の分化に関する Runx2 において、全ての日数において TZ群とコ

ントロールの間に有意な差は認められなかった（Fig. 2-7）。Runx2 は骨芽細胞のマスター転写
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因子であるが、骨芽細胞前駆細胞に対しては分化促進に対して働き、成熟した骨芽細胞におい

ては逆に分化抑制の方向に働くことが知られている 58。このデータから、TZは分化誘導の前後

において Runx2 に影響を与えず、MC3T3-E1細胞の分化シグナルに対しては影響を与えないこ

とが示唆された。 

骨芽細胞の活性に関する ALP、OPNおよび OCN においては、未分化 MC3T3-E1 細胞におい

て TZ群は全ての日数でコントロールと比較して有意な差は認められなかった（Fig. 2-8 A、9 

A、10 A）。このことから、TZは未分化 MC3T3-E1細胞の骨形成の活性に与える影響はほとん

ど影響しないことが考えられた。一方、分化誘導 MC3T3-E1 細胞では、ALP は初期の 2、3 日

目で TZ群の有意な抑制が認められた（Fig. 2-8 B）。また、OCN、OPNは ALP とは異なり、培

養後期の 3から 14 日において発現量の有意な低下が認められた（Fig. 2-9 B、10 B）。ALP は前

述のように、骨芽細胞分化の初期から多く発現して骨の石灰化を促進する。OCN および OPN

は骨芽細胞分化の中期から後期にかけて多く発現する 59,60。以上のことから、TZは分化誘導

MC3T3-E1細胞の分化誘導が進むにつれて活性化する因子の発現を抑制することが示唆され

た。また、OPN ノックアウト動物において大理石病を呈することや、破骨細胞の骨への接着に

は、OPN とインテグリンの結合が必須であるということが報告されている 61。これらの報告と

今回の結果から、TZは破骨細胞の骨吸収を抑制する可能性が考えられた。しかしながら、本研

究においては、破骨細胞の骨吸収能に関する TZの影響は検討しておらず、今後の課題である

と考えられた。 
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RANKLは骨芽細胞および骨細胞において発現、分泌される因子であり、M-CSF によって発

現した RANK と結合することで破骨細胞の分化を促進する 62,63。そこで、骨芽細胞由来である

RANKLに対する TZの影響を検討した。RAW264.7 細胞を RANKLによって分化誘導する際に

TZを添加したところ、TZ 0.01 群においてのみコントロールと比較して有意に TRAP 陽性細胞

数が増加していた（Fig. 2-6）。このことは TZが RANKLを介した破骨細胞の分化を促進するこ

とを示しており、TZが破骨細胞前駆細胞の RANK 発現を高める可能性が考えられた。一方、

分化誘導 MC3T3-E1 細胞における RANKL遺伝子の発現量は培養後期において強く抑制されて

いた（Fig. 2-11）RANKL の発現を促進する因子としては炎症性サイトカインである IL-1 や IL-

6 が報告されており 64、IL-6 およびそのレセプターは骨芽細胞に存在することが確認されてい

る 65また、NZは IL-6 を抑制することが示唆されており 25、今回の TZによる RANKL発現の低

下は IL-6 を介している可能性が考えられた。しかしながら今回の結果では、TZは RANKLに

よる破骨細胞株の分化促進と骨芽細胞株の RANKL発現抑制と一貫した結果は得られなかった

ため、今後破骨細胞と TZの関連について、より詳細な検討が必要であると考えられた。 

 以上のことから、TZは骨芽細胞株の骨の無機基質形成能に対して影響を与えることが確認さ

れた。また、TZは骨芽細胞由来の破骨細胞活性化因子である RANKLや OPN を抑制すること

が示唆しており、骨芽細胞を介して破骨細胞を抑制することが考えられた。しかしながら、今

回の検討では、TZの骨量減少抑制効果の作用機序として骨の無機基質形成を強く支持する結果

は示されなかった。生体内では骨芽細胞と破骨細胞が共存した環境で骨吸収と形成を行ってお
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り、本研究の様に単独の細胞では存在していない。そのため、骨芽細胞と破骨細胞の共培養条

件での検討が骨の無機基質形成に対する TZの影響がより詳細に明らかになると考えられた。 
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MC3T3-E1 cell 

Incubate（37℃, 5 % CO
2
） 

differentiation 

    (+) or (-) 

TZ 24 hr 

Fig. 2-1 MC3T3-E1 細胞培養 

 MC3T3-E1細胞は 37℃、5 % CO
2
で継代し、24時間後に接着した様子を確

認してから TZを添加した。分化誘導を行う際は培地に L-アスコルビン酸

（50 µg/ml）および 5 mM β グリセロリン酸を加えたものを使用した。培地

の交換は 3日毎に交換し、その度に TZを再度添加した。 
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? 

Fig. 2-2 RAW264.7 細胞培養 

 RAW264.7 細胞は 37℃、5 % CO
2
で継代し、24時間後に接着した様子を確

認してから 

TZを添加した。分化誘導は培地に M-CSF（10 ng/ml）、RANKL（10 ng/ml）

を加えたものを 

使用した。培地の交換は 3日毎に交換し、その度に TZを再度添加した。 

TZ  

0.1  µM 

0.01 μM 

1   μM 

0   μM 

10   μM 
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Gene Forward primer 

(5`-3`) 

Reverse primer 

(3`-5`) 

Product  

size (bp) 

Runx2 GCCGGGAATGATGAGAACTA GGACCGTCCACTGTCACTTT 200 

OCN AAGCAGGAGGGCAATAAGGT TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC 156 

OPN CGATGATGATGACGATGGAG TGGCATCAGGATACTGTTCATC 241 

RANKL CCTGAGGCCCAGCCATTT CTTGGCCCAGCCTCGAT 108 

GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 423 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4 リアルタイム PCR に用いたプライマー  
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Table 5 リアルタイム PCR のサイクル条件  
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Fig. 2-3 Cell proliferation test of undifferentiated osteoblastic and differentiated 

osteoblastic MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by 

culturing in medium containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol 

phosphate. MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 

days. Data are expressed as mean ± S.E.M.. (undifferentiated group n = 10, 

differentiated group = 10). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-4 Calcification test of undifferentiated osteoblastic and differentiated 

osteoblastic MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing 

in medium containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. 

MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Data 

are expressed as mean ± S.E.M.. (undifferentiated group n = 5, differentiated group 

= 12). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-5Alkaline phosphatase (ALP) activity test of undifferentiated osteoblastic and 

differentiated osteoblastic MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by 

culturing in medium containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol 

phosphate. MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. 

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n = 10). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-6 TRAP positive cells number of differentiated osteoclastic RAW264.7 cells. 

Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium containing 10 ng/ml 

mouse RANKL and 10 ng/ml mouse M-CSF. RAW 264.7 cells were treated with TZ 

(0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 7 days. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n = 10).  

* P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-7 Effect of TZ on Runx2 expression in undifferentiated and differentiated 

MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium 

containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells 

were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Values were normalized to 

expression of GAPDH and expressed relative to data from TZ 0 Data are expressed 

as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-8 Effect of TZ on ALP expression in undifferentiated and differentiated 

MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium 

containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells 

were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Values were normalized to 

expression of GAPDH and expressed relative to data from TZ 0 Data are expressed 

as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-9 Effect of TZ on OCN expression in undifferentiated and differentiated 

MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium 

containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 

cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Values were 

normalized to expression of GAPDH and expressed relative to data from TZ 0 Data 

are expressed as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-10 Effect of TZ on OPN expression in undifferentiated and differentiated 

MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium 

containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells 

were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Values were normalized to 

expression of GAPDH and expressed relative to data from TZ 0 Data are expressed 

as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 2-11 Effect of TZ on RANKL expression in undifferentiated and differentiated 

MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium 

containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells 

were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Values were normalized to 

expression of GAPDH and expressed relative to data from TZ 0 Data are expressed as 

mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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第 3章 骨芽細胞由来細胞外マトリックスコラーゲンに対する TZ

の効果に関する検討 
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緒言 

 第 2章で、TZの骨量減少抑制作用は骨芽細胞の骨の無機基質形成能を促進することによると

仮定して実験を行った。その結果、TZは骨芽細胞を介した骨の無機基質形成能に影響すること

が確認されたが、TZの骨量減少抑制効果を強く支持するものではないと推測された。 

骨粗鬆症は骨強度の低下に伴う骨折リスクが増加する病態と定義されており、その骨強度は

骨密度によるものだと考えられてきていた。しかしながら、近年において骨強度における骨密

度の寄与率は 70%であり、残りの 30%は骨質によって決まると考えられている 28。骨質は骨の

微細構造や、代謝回転、微細骨折の集積などの骨環境によって変化すると考えられている。ま

た、骨質を決定する因子として、骨基質の性状も重要であると考えられており、その中でコラ

ーゲンは特に重要視されている 27。コラーゲンは骨重量の 20%を、また体積の 50%を占めてい

る。コラーゲンは 30から 40 歳代をピークに加齢性に減少することが報告されており、また生

活習慣病などで分子間の架橋構造が劣化すると考えられている 66。コラーゲンの架橋構造に関

しては、生理的な架橋と非生理的な架橋の 2種類が関与する。生理的な架橋構造に関しては、

lysyl oxidase（LOX）や lysyl hydroxylase（LH）がコラーゲンの翻訳後修飾において、コラーゲ

ンの成熟架橋を増加させると考えられている（Fig. 3-1）67,68。また、非生理的な架橋に関して

は終末糖化産物（advanced glycation end products、AGEs）の増加によって非生理的な架橋構造

が増加すると考えられている 66。実際、2 型糖尿病患者においては、骨密度が正常であるにも

かかわらず骨折リスクが増大するが 69、血中 AGE が増加することからコラーゲンの非生理的架
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橋の増加が示唆されている 70。また、NZはコラゲナーゼによるコラーゲン分解を抑制すること

が示唆されており、TZに関しても同様の効果を持つ可能性が示されている 26,32。 

そこで、本研究では、骨の有機基質であるコラーゲン形成やコラーゲン架橋構造に対する TZ

の影響を検討した。 

細胞外マトリックスコラーゲン形成能に関しては、TZを作用させた MC3T3-E1 細胞におけ

る細胞外マトリックスコラーゲン量の定量化と col1A1 の遺伝子発現の定量化を行った。また、

コラーゲンの架橋構造に関する検討に関しては、TZを作用させた MC3T3-E1細胞において、

LOX、LH2 および LH3 の遺伝子発現の定量化による検討を行った。 
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材料と方法 

実験 3 骨芽細胞由来細胞外マトリックスコラーゲンに対する TZの効果に関する検討 

 

1. Truncated-Norzoanthamine 

実験 1-1、1 と同じものを使用した。 

 

2. 骨芽細胞株 

 実験 2、2 と同様の手順で行った。 

 

3. 群の設定 

実験 2、3と同じ群を設定した 

 

4. 細胞外マトリックスコラーゲン定量化試験 

 実験には SircolTM Soluble Collagen Assay（biocolor life science assay, antrium, UK）を使用した。

まず、MC3T3-E1細胞を 5×103 cells/well で 96ウェルに播種し、14日間培養した。培養終了

後、各ウェルから培養液を除去し、PBS（－）で wash を 3 回行った。PBS（－）を除去後、各

ウェルにペプシン 0.1 mg/ml 含有の 0.5 N酢酸を 400 µl/well 加えて 4℃にて 24時間 over night す

ることで細胞外マトリックスコラーゲンを抽出した。各ウェルの酢酸を 1.5 ml チューブへ回収
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し、Acid Neutralising Reafent を 100 µlずつ加えて転倒混和した。次に Isolation & Concentration 

Reagent を 200 µlずつ加えて再び転倒混和した後、各 1.5 ml チューブを氷上で 24 時間 over night

した。各チューブを 12000 g、室温、10 分間の条件で遠心分離を行い、遠心終了後に上清を除

去した。上清除去後、各チューブへ Sircol dye Reagent を 1 ml ずつ加え、10 分毎に転倒混和を

行いつつ室温で 30 分間静置した。次に 12000 g、室温、10分間の条件で遠心分離を行った。遠

心後、各チューブの上清を除去し、氷冷した Acid-Salt Wash Reagent を 750 µlずつ加え、12000 

g、室温、10 分間の条件で遠心分離した。上清を完全に除去し、Alkali Reagent を 250 µlずつ各

チューブへ加えて色素が抽出されたことを確認した。最後に各チューブから 200 µl ずつ 96ウ

ェルプレート移し、マイクロプレートリーダーで 490 nmの波長を測定した。検量線はラット

コラーゲンのスタンダードを用いて作製した。 

 

5. RNA抽出 

 実験 2、8 と同様の手順で行った。 

 

6. cDNA作製 

 実験 2、9 と同様の手順で行った。 

 

7. プライマー作製 
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 Table 5に示した col1A1、Lysyl oxidase（LOX）、Lysyl hydroxylase 2（LH2）および Lysyl 

hydroxylase 3（LH3）の primer は過去の報告を基にして設計した 67,71。各種プライマーは設計後

にグラジエント PCRを行い PCR産物ができたことを確認した後に、後述のリアルタイム PCR

に用いた。 

 

8 リアルタイム PCR 

 実験 2、11と同様の手順で行った。 

 

8. 統計解析 

各群間の比較はソフトウェア JMP12（SAS Institute Japan, 東京） を用い、Dunnett 検定で解析

を行った。すべての統計解析において有意水準 p < 0.05 とした。結果は平均値±標準誤差で表

示した。 
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結果 

 

実験 3 骨芽細胞由来細胞外マトリックスコラーゲンに対する TZの効果に関する検討 

 

細胞外マトリックスコラーゲン定量試験 

TZが骨芽細胞の形成する細胞外マトリックスコラーゲンに与える影響を検討するために、

TZ処理した MC3T3-E1 細胞を 2週間培養した後、コラーゲンの定量を行った。その結果、未

分化 MC3T3-E1 細胞において TZ 0.1、TZ 1 および TZ 10 群がコントロール群と比較して有意に

細胞外マトリックスコラーゲン量が増加していた。さらに、分化誘導 MC3T3-E1細胞では全て

の TZ群で細胞外マトリックスコラーゲン量が増加しており、その中でも TZ 0.01、TZ 0.1 およ

び TZ 1 群はコントロールと比べて有意に増加していた（Fig. 3-2）。 

 

定量的リアルタイム PCR 

 TZが骨芽細胞由来のコラーゲン発現に影響を与えるかどうかを検討するため、col1A1 の遺

伝子発現量を検討した。その結果、未分化および分化誘導 MC3T3-E1 細胞のどちらにおいても

TZ処理群はコントロールと比較して有意な差は認められなかった（Fig. 3-3）。 

続いて、TZが骨芽細胞由来コラーゲンの架橋構造に与える影響を検討するため、TZ処理し

た MC3T3-E1 細胞の LOX、LH2、LH3 の遺伝子発現量を検討した。尚、この実験では細胞外マ
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トリックスコラーゲン量が顕著に増加していた分化誘導 MC3T3-E1 細胞でのみ実験を行った。 

LOX は、2 日目までは全ての群でコントロール群と比較して差は認められなかった。3 日目

では TZ 0.01 群がコントロール群と比較して有意な増加を示した。7日目においては TZ 0.01 お

よび TZ 0.1 群がコントロールと比較して有意な増加を示した。さらに、14日目においても TZ 

0.01群は有意な増加を示した（Fig. 3-4）。 

LH2 は 1 日目では TZ 0.01 群でコントロールと比較して有意な増加が認められた。2日目は

全ての TZ群でコントロールと差は認められなかったが、3 日目では TZ 0.1 群が有意に増加し

ていた。7日目では、TZ 0.01、TZ 0.1 および TZ 10群がコントロールと比較して有意な増加を

示した（Fig. 3-5）。 

LH3 は二日目までは、全ての TZ処理群でコントロールと有意な差は認められなかった。3

日目では全ての TZ群がコントロールと比較して有意な増加を示した。また 7日目においても

TZ 1および TZ 10群がコントロールと比較して有意な増加を示した（Fig. 3-6）。 
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考察 

 

 コラーゲンは骨の有機成分の中で最も多くの割合を占めており、その中でも骨芽細胞由来の

ものがⅠ型コラーゲンである。骨内のコラーゲンはプロコラーゲンとして骨芽細胞で生成され

た後に、酵素による修飾を受けてⅠ型コラーゲンとなる。骨形成においては、骨密度だけでは

なく、このコラーゲンが関与する骨質も強度の維持において重要な役割を果たしている。 

 第 2章で、骨芽細胞の無機基質形成を促進することが TZの主な作用機序である可能性は低

いことが考えられたため、TZが骨の有機基質であるコラーゲンに対する影響を検討した。 

まず初めに、TZを作用させた MC3T3-E1 細胞の細胞外マトリックスコラーゲン量を測定し

た。その結果、未分化 MC3T3-E1 細胞では TZ群のコラーゲン量がコントロールと比較して有

意に増加していた（Fig. 3-2 A）TZは NZと同様にコラーゲンの分解を抑制することが過去にも

報告されており、今回の結果からも TZによるコラーゲン分解抑制作用が再確認された 32。分

化誘導 MC3T3-E1細胞では、分化誘導の影響で全体としてコラーゲン量が未分化のそれと比べ

て大きく増加していた。その中でも、TZ群はコントロール群と比較して有意なコラーゲン量の

増加が認められた。また、分化誘導 MC3T3-E1 細胞の TZ群におけるコラーゲン量増加の割合

が、未分化 MC3T3-E1 細胞の TZ群でのコラーゲン量増加の割合よりも高くなっていた。 

そのため、分化誘導 MC3T3-E1 細胞において、TZはコラーゲン分解抑制作用以外にも作用を

持つと考えられた。その要因としては、TZによってコラーゲンの発現量の増加、あるいは TZ
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が架橋構造を増強に関与しているのではないかと考えた。そこで、リアルタイム PCR で

col1A1 の遺伝子発現量の検討を行った。 

 col1A1 の遺伝子発現量の定量化を行ったところ、未分化 MC3T3-E1 細胞においてはすべての

日数で TZ群はコントロール群と比べて有意な差は認められなかった（Fig. 3-3 A）。続いて、分

化誘導 MC3T3-E1細胞で col1A1 を調べたところ、こちらにおいても全ての日数で TZ群はコン

トロール群と有意な差は認められなかった（Fig. 3-3 B）。この結果から、TZは分化誘導前、分

化誘導後のどちらにおいてもコラーゲンの発現量には影響しないことが示され、やはりコラー

ゲンの分解抑制作用による保護作用が主体であると考えられた。次いで、TZは分化誘導後

MC3T3-E1細胞において生理的コラーゲン架橋を促進する可能性を考慮し、LOX、LH2 および

LH3 の遺伝子発現量を検討した。なお、未分化 MC3T3-E1 細胞に関しては、架橋構造に関する

影響が小さいと考えられたため、分化誘導 MC3T3-E1細胞に限定して実験を行った。 

 まず、LOX の遺伝子発現を定量化したところ、3日目から 14 日目まで TZ群において LOX

の遺伝子発現量が有意に増加していることが確認された（Fig. 3-4）。LOX は直接的にコラーゲ

ン架橋量を決定し、また Fig. 3-1 に示すように、コラーゲンの N 末端と C末端に対して部位特

異的に糖鎖修飾を行う 72。LOX を阻害することで、コラーゲンの架橋構造は抑制され、骨形成

に異常が生じることが報告されている 73。このことから、TZにより LOX の発現量が増加する

ことでコラーゲン量が増加することが示唆された。次に LH2 の発現量に関して定量化したとこ

ろ、1 日目の培養初期から TZ群での有意な増加がみられ、3日目と 7日目においても有意な増
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加が認められた（Fig. 3-5）。LH2 も LOX 同様に TZによる発現量の増加がみられたが、LOX よ

りもより早期から遺伝子発現量の増加が認められた。LOX はコラーゲンの N 末端および C末

端においても、LH2 により修飾された Hyl を修飾する（Fig. 3-1）。このことから TZによる

LH2 の早期からの遺伝子発現量の増加は、間接的に LOX 発現量の増加に関与したことが考え

られた。さらに、LH3 においても 3 日目と 7日目において有意な発現量の増加が認められた。

LH3 は LOX や LH2 とは異なり、コラーゲンの helix部位でコラーゲン修飾に関与している 72。

LH3 の発現量を抑制した MC3T3-E1細胞においては架橋の成熟が抑制されるとともに、LOX の

作用が制御されることが示唆されている 72,74。このことから、本研究において TZによる LH3

の遺伝子発現量の増加は、コラーゲン架橋量の増加および LOX の作用を促進させることが示

唆された。 

 以上のことから、本研究において、TZは骨芽細胞株の細胞外マトリックスコラーゲンを増生

させることが示された。これは、未分化骨芽細胞においては TZによるコラーゲン分解抑制作

用によることが示唆された。また、分化誘導後の骨芽細胞においては、TZのコラーゲン分解抑

制作用だけではなく、コラーゲンの生理的架橋に関わる酵素の発現量を増加による影響が示唆

された。TZは従来の骨粗鬆症治療と全く異なる作用機序を持つ新規治療薬と成り得る可能性が

示唆された。しかしながら、実際のコラーゲン架橋の部位特異的な修飾、またコラーゲンの未

熟/成熟架橋の割合など詳細については、今回の研究では検討できていない。TZが、骨コラー

ゲンを特異的に改善するメカニズムを明らかとするためには、これらの点に関するさらなる検
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討が必要不可欠であると考えられた。 
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Fig. 3-1 MC3T3-E1 細胞の骨基質におけるコラーゲン架橋形成に関する翻訳後修飾 

 

LOX、LH2 および LH3 の部位特異的な修飾を模式図で示した。LOXおよび LH2 は図で示した

N 末端と C末端の○部分（N末端の α1-9と α2-5、C 末端の α1-16）の Hyl
ald
に、LH3 は helix

構造の●部分（helix 構造の α1、α2-87と α1、α2-174 と α2-219）の GG-Hyl である。 

（文献より改変
72
） 
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Gene Forward primer 
(5`-3`) 

Reverse primer 
(3`-5`) 

Product  
size (bp) 

col1A1 CCCCAACCCTGGAAACAGAC GGTCACGTTCAGTTGGTCAAAGG 155 

LOX TTCAGCCACTATGACCTGCTG AGTCTGATTCAGGCACCAGG 271 

LH2 GAGGGAAGCTTTTAACATCAC GGGGTTGGTTGTTCAATAA 315 

LH3 TGTCCCCAATGGCTGGACTC CCAGGCTAAAGTAGAACTCACA 371 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 6 リアルタイム PCR に用いたプライマー  
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Fig. 3-2 Extracellular collagen in undifferentiated and differentiated MC3T3-E1 cells. 

Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium containing 50 μg/ml 

ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 

0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Data are expressed as mean ± S.E.M..(n = 10). * P < 0.05 

compared with TZ 0. 
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Fig. 3-3 Effect of TZ on col1A1 expression in undifferentiated and differentiated 

MC3T3-E1 cells. Osteoblastic differentiation was induced by culturing in medium 

containing 50 μg/ml ascorbic acid and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 

cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 10 μM) for 14 days. Values were 

normalized to expression of GAPDH and expressed relative to data from TZ 0 Data 

are expressed as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 compared with TZ 0. 
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Fig. 3-4 Effect of TZ on LOX expression in differentiated MC3T3-E1 cells. Osteoblastic 

differentiation was induced by culturing in medium containing 50 μg/ml ascorbic acid 

and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 

10 μM) for 14 days. Values were normalized to expression of GAPDH and expressed 

relative to data from TZ 0 Data are expressed as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 

compared with TZ 0. 
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Fig. 3-5 Effect of TZ on LH2 expression in differentiated MC3T3-E1 cells. Osteoblastic 

differentiation was induced by culturing in medium containing 50 μg/ml ascorbic acid 

and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 

10 μM) for 14 days. Values were normalized to expression of GAPDH and expressed 

relative to data from TZ 0 Data are expressed as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 

compared with TZ 0. 
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Fig. 3-6 Effect of TZ on LH3 expression in differentiated MC3T3-E1 cells. Osteoblastic 

differentiation was induced by culturing in medium containing 50 μg/ml ascorbic acid 

and 10 nM β-glycerol phosphate. MC3T3-E1 cells were treated with TZ (0, 0.01, 0.1, 1, 

10 μM) for 14 days. Values were normalized to expression of GAPDH and expressed 

relative to data from TZ 0 Data are expressed as mean ± S.E.M..(n = 3). * P < 0.05 
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総括 

 

本研究は、3 つの実験を行うことで TZの骨粗鬆症に対する有用性を示した。まず、第 1 章で

は骨粗鬆症モデルマウスに対する、TZの影響を検討したところ、TZが量減少抑制作用を示

し、特に海綿骨に対する作用が強いことが明らかとなった。また、TZが骨強度を改善すること

も示され、NZと同様に TZは骨粗鬆症において骨強度の改善が期待できる物質であることが示

された。第 2章においては、TZの骨の無機基質形成に対する影響を骨芽細胞株および破骨細胞

株において検討した。第 1章の検討から、骨芽細胞の無機基質形成を促進することが期待され

たが、未分化細胞においては石灰化促進が認められるものの、分化誘導後の細胞では、その効

果がみられなかった。しかしながら、TZは破骨細胞の骨吸収や分化誘導に関与する骨芽細胞由

来の因子である OPNや RANKLを抑制することが明らかとなり、TZは破骨細胞を抑制する可

能性が示唆された。今回の結果と同じく、in vivo と in vitro の実験結果において、大きな矛盾を

抱える骨粗鬆症薬としては、ビタミン Dがある。ビタミン Dは、生体において、腸管や腎臓か

らのカルシウム吸収を促進することや、破骨細胞の骨吸収を抑制することが古くから知られて

いた。しかしながら、in vitro においては、破骨細胞数を増加し、骨吸収を促進するという生体

内と全く逆の結果が報告されていた 75。この矛盾点に関してはバイオイメージングを用いるこ

とで、ビタミン D が破骨細胞の細胞遊走因子である S1P の受容体である S1PR2 の発現を抑制

することで、破骨細胞の骨吸収を防ぐことが近年明らかとなった 76。今回の TZにおける in 
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vivo と in vitro の結果の矛盾は、その環境に違いによるものもあるが、一般的に予想されるもの

とは異なる新たなメカニズムを持つ可能性も考えられる。 

第 3章において、骨の有機基質であるコラーゲンに対する TZの影響を検討した。その結

果、TZによって骨芽細胞由来の細胞外マトリックスコラーゲンが増大することが示された。ま

た、未分化骨芽細胞では TZによってコラーゲン分解が抑制されることが原因であると明らか

になった。さらに、分化誘導後の骨芽細胞においては、TZによるコラーゲン分解抑制作用に加

えて、コラーゲンの生理的架橋に関与する LOX、LH2 および LH3 の遺伝子発現量が増加する

ことを明らかとした。このことから、TZは骨基質内のコラーゲンを保護し、より成熟した安定

状態の維持に貢献している可能性が示された。 

以上の結果から、TZの骨量減少作用を示し、その作用メカニズムとしては、主にコラーゲン

に対する保護作用、架橋構造の増強作用が示唆された。実際の骨粗鬆症患者は、コラーゲン代

謝のピークを過ぎた高齢者に多く、また、糖尿病などの生活習慣病を有する患者などではコラ

ーゲンの非生理的架橋の増加が生じている 69。そのため、このような患者に対する TZの使用

は、骨質の改善や維持に働き有効であると考えられた。しかし、今回用いた骨粗鬆症モデルマ

ウスは成長期の個体を使用しており、エストロジェンの欠乏による破骨細胞の骨吸収亢進以外

の骨代謝は活発なものであり、コラーゲン代謝も正常であると考えられる。そこで、今後は老

齢性や 2 型糖尿病モデル動物の骨に対する TZの効果を調べることで、より詳細な TZの効果が

得られ、臨床応用に向けての検討ができると考えられた。 
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