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緒言 

超高齢社会を迎えた我が国において，「高齢者の健康寿命の延伸」が国家的命題の

一つである。「食べること」は高齢者の日常の楽しみの一つであり，栄養摂取だけで

なく，人としての尊厳を維持する上での精神的健康維持に大きく寄与する 1)。したが

って，口腔機能を良好に維持することは，非常に重要である。近年，8020運動を代表

とする口腔衛生に対する意識向上の結果，80歳で 20本以上の自分の歯を有する高齢

者の割合が 50 %を超えた 2)。しかしその一方で，現在歯数の増加に伴い，歯周炎に罹

患する高齢者数の増加が報告されている 3)。そのため，歯周炎の治療は超高齢社会に

おける喫緊の課題の一つでもある。	

歯周炎は成年期から高齢期にかけて歯の喪失の主な原因となりうる国民病であり，

糖尿病や関節リウマチなどの全身疾患の発症と進展に関与する 4)。その病態は歯周病

原細菌が感染することによって発症する感染性疾患であると同時に 5)，マクロファー

ジなどの免疫担当細胞や炎症サイトカインによる過剰な免疫反応によって，自己組織

の破壊，すなわち歯周組織（歯槽骨を含む）の破壊が引き起こされる炎症性疾患でも

ある 6)。本来，生体内では破骨細胞と骨芽細胞によって，骨リモデリングと呼ばれる

骨の再構築が常に行われており，健康な状態では，骨吸収と骨形成は均衡が保たれて

いる 7, 8)。しかし，歯周炎が進行すると，炎症性サイトカインが破骨細胞活性化因子
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の分泌を促進し，破骨細胞が過剰に形成される。その結果，骨リモデリングの均衡が

崩れ，歯槽骨破壊が進行する 9)。破骨細胞の分化調節機構において，receptor activator 

for NF-kB ligand（RANKL）誘導性シグナル経路が主要な経路であり 10-12)，これまで

の研究で骨芽細胞が産生する RANKL とマクロファージコロニー刺激因子

（macrophage colony stimulating factor：M-CSF）が破骨細胞の分化に必須な因子である

ことが明らかにされている 13)。さらに，RANKL誘導性シグナル経路による破骨細胞

の形成が，in vitroおよび in vivoで再現可能となったことで，破骨前駆細胞における

主要な転写因子や細胞内シグナル因子が数多く明らかとなっている 14)。その中でも，

nuclear factor of activated T-cell cytoplasmic 1（NFATc1）の発現が破骨細胞の分化に必要

不可欠なマスター転写因子であることが報告されている 15, 16)。以上のことから，歯周

炎を制御するためには，NFATc1 をはじめとした破骨細胞の分化機能を制御する必要

がある。 

現行の歯周治療では，まず物理的／化学的な感染源の除去によって歯周組織の治癒

を促すが，治癒経過は宿主の生体反応性に依存しているのが現状である。したがって，

破骨細胞の機能制御などによって生体の炎症反応を効果的に制御する治療法を見出

すことが，歯周病治療を発展させる上で求められている。現在，破骨細胞をターゲッ

トにした骨吸収抑制薬として，ビスホスフォネート（bisphosphonate：BP）製剤が骨
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粗鬆症や悪性腫瘍に対して臨床応用されている。しかし，重篤な副作用として抜歯後

の顎骨炎症に伴う薬剤関連性顎骨壊死（medicine-related osteonecrosis of the jaw：

MRONJ）が挙げられる17)。そのため，生体安全性に優れた骨吸収抑制薬の開発が急務

である。 

(+)-terreinは近年，抗菌作用18)，癌細胞におけるangiogenin産生抑制による抗癌作用

19)，メラニン産生抑制20)，植物成長抑制21)，そして歯髄細胞における抗炎症作用22)な

ど，様々な生理的作用が報告されている物質である。1935年にRaistrickとSmithによっ

て，真菌の一種であるAspergills terreusから二次代謝産物として分離された化合物であ

り23)，現在では同様の物質を有機化学的に合成する経路も確立されている24)。所属す

る研究室の先行知見として，有機化学的合成によって得られた(+)-terreinが歯肉線維芽

細胞（human gingival fibroblasts: HGFs）におけるインターロイキン6（interleukin-6：IL-6）

誘導性の血管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor：VEGF）およびM-CSF

を抑制することを報告した25, 26)。IL-6は炎症反応，免疫応答反応，そして炎症性骨吸

収促進作用をはじめとした，多様な生理的作用を有するサイトカインであり27)，慢性

歯周炎患者の歯肉溝滲出液中には健常者と比較すると多量のIL-6が存在するなど，慢

性歯周炎の病態と深い関連性が報告されている28)。(+)-terreinは抗IL-6作用を有する抗

炎症薬として応用できる可能性が示唆されているだけでなく，破骨細胞分化に必須な
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M-CSFを抑制することから，(+)-terreinが破骨細胞の分化や機能制御に影響を及ぼす可

能性が示唆されるも，未だ詳細は不明である。 

以上の背景から，本研究は，(+)-terrein の RANKL 誘導性破骨細胞分化に及ぼす影

響を検討するとともに，破骨細胞分化最終転写因子 NFATc1への影響を検討すること

によって，(+)-terreinの骨代謝に及ぼす作用効果と作用機序の解明を図った。
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材料と方法 

 

1．試薬 

(+)-terreinは，Mandaiらの方法 29)に従って L-酒石酸から合成したものを，リン酸緩

衝生理食塩水（phosphate buffer saline：PBS，pH 7.2，Invitorogen，Carlsbad，CA，USA）

で希釈して 100 mMの濃度に調整して-80˚C下で保存した。使用の際には，イーグル

最小必須培地射a改変型培地（minimum essential medium eagle，alpha modification：

aMEM，Wako Pure Chemical Industries，Japan）で 10 µMに調整した。 

破骨細胞分化因子（receptor activator of NF-kB ligand：RANKL，Wako Pure Chemical 

Industries，Japan）は PBSで希釈し，100 µg/mLの濃度に調整して-80˚C下で保存した。 

M-CSFはロイコプロール点滴静脈用 800万単位（Leukoprol，JCR Phamaceuticals Co.，

Ltd.，Japan）を PBSで希釈し，10 µg/mLの濃度に調整して-80 ˚C下で保存した。 

 

2．細胞培養 

細胞は，Tevlinらの方法 30)に従って，6週齢のマウス（C57BL6/J，日本クレア株式

会社，5週齢，雄）大腿骨から骨髄を採取し，24時間培養した後，浮遊細胞のみを分

離・培養した。増殖した樹状様細胞をマウス骨髄由来マクロファージ様細胞（bone 
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marraow-derived macrophage：BMMs）として用いた。本研究は，岡山大学動物実験委

員会承認（OKU-2016277）のもとで実験を行った。培養は，10%ウシ胎児血清（fetal 

bovine serum：FBS，Themo Fisher Scientific，Gibco，Canada）を含むMinimum Essential 

Eagle Alpha Modification（MEMa：Wako Pure Chemical，Japan）を用いて 37˚C，5 %炭

酸ガス下，95%湿潤下で行った。細胞が 80%コンフルエントの細胞密度になった時点

で実験に供した。細胞数の計測は，血球計算板（NanoEntec，Seoul，Korea）を用いて

計測した。 

 

3．RANKL 誘導性破骨細胞分化誘導の方法 

RANKL 誘導性破骨細胞分化は，Horibe らの方法 31)に従って，BMMs を 1.0 × 105 

cells/cm2の密度で播種し，同時に RANKL（100 ng/mL）およびM-CSF（100 ng/mL）

を添加することで誘導した。 

 

4．(+)-terrein の細胞傷害性試験 

(+)-terreinの BMMsへの細胞傷害性は，CellTiter 96 ® Aqueous Assay（Promega，

Madison，WI，USA）を用いて，3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-5-（3-carboxymethoxyphenyl）

-2-（4-sulfophenyl）-2H-tetrazolium（MTS）法 32)によって調べた。BMMs 細胞播種と
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同時に(+)-terrein（0.01-1,000 µM）を添加し，24時間培養した後，MTSの最終濃度が

0.5 mg/mLになるように添加して，2時間後に生成されたホルマザリン色素の吸光度

をマイクロプレートリーダー（SH-1000 Lab：コロナ電気株式会社，茨城）を用いて

490 nmの波長で測定した。 

 

5．(+)-terrein が破骨細胞分化に及ぼす影響の検討 

(+)-terrein が RANKL 誘導性破骨細胞分化に及ぼす影響は，酒石酸抵抗性酸性ホス

ファターゼ（tartrate-resistant acid phosphatase：TRAP）染色を用いて評価した 33)。すな

わち，BMMsを 96-well plateに前述の記載（材料と方法 3項）と同様に播種し，分化

誘導開始と同時に(+)-terreinを添加した。そして細胞播種から 5日後に 4 % パラフォ

ルムアルデヒド液（Wako）で 1時間固定した。その後，0.1% Triton X-100を含有する

PBS溶液で 10分間定温放置した。その後，PBS溶液で 2回洗浄した。Naphthol AS-MX 

phosphate 1 mg（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA），Fast Red LB Salt 5 mg

（Sigma-Aldrich），0.1 M酢酸ナトリウム溶液（pH 5.0）9 mLおよび 0.5 M酒石酸ナト

リウム溶液 1 mLを混和し，染色液を作製した。各 wellに染色液を 100 µLずつ添加

し，10分後に評価した。3核以上有する破骨細胞を成熟破骨細胞とみなした。 

6．(+)-terrein が破骨細胞の硬組織吸収能に及ぼす影響の検討 
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生体骨材料を模倣した無機結晶性リン酸カルシウムがコーティングされたオステ

オアッセイ 96-well plate（Corning，Corning，NY，USA）に BMMsを前述の記載（材

料と方法 3 項）と同様に播種し，分化誘導開始と同時に(+)-terrein 添加した。そして

細胞播種から 5 日後に培養液を除去し，5%次亜塩素酸ナトリウム溶液で洗浄した。

画像解析ソフト Image J（version 1.46r，NIH，Bethesda，MD，USA）を用いて 1 well

（0.35 cm2）あたりの吸収窩の面積を計測した。 

 

7．(+)-terrein が NFATc1 の遺伝子発現に及ぼす影響の検討 

(+)-terreinが NFATc1の遺伝子発現に及ぼす影響は，リアルタイム PCR法を用いて

検討した。BMMsを 12-well plateに前述の記載と同様（材料と方法 3項）に播種し，

分化誘導開始と同時に(+)-terreinを添加した。そして細胞播種から 1日後に全 RNAを

RNeasy Mini Kit（Qiagen，Hilden，Germany）にて抽出した。RNAの濃度と純度は，

NanoDrop2000（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）を用いて 260 nmと 280 

nm での吸光度とその比を用いて測定した。全ての RNA の純度は，A260/A280 値が

1.8〜2.2の間である事を確認した。RNA抽出過程で RNase-Free DNase Set（Qiagen）

を用いて混入した DNAを除去した。抽出した RNAの 1 µgをテンプレートとして，

50 µM oligo（dT）12-18 Primer（Thermo Fisher Scientific）と 10 mM dNTP Mix（Thermo 
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Fisher Scientific）を 1:1で混合した 13 µLの溶液を，65˚Cで 5分間熱処理して RNA

のステム構造を破壊した後に氷上で 1分間急冷反応させた後，プライマーを 60℃でア

ニールした。さらに 4 µLの 5 × First Strand，各 1 µLの 0.1 µM dithiothreitol，SuperScript 

Ⅲ Reverse Transcriptase（全て Invitrogen），および RNase-free Water（Qiagen）を追加

することで最終濃度を 20 µLの溶液とし，50 ˚Cで 1時間の逆転写反応を行って cDNA

を合成した。その後，70˚C，15 分間の熱処理によって逆転写酵素を不活化した。合

成した cDNAの溶液を 10倍希釈した溶液を，合成したセンスおよびアンチセンスPCR

プライマーで（10 µM），2 × Power SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific），

および RNase-free Waterと混合し，95˚Cで 10分間の 2本鎖 DNAの変性後，95˚Cで

15秒の熱変性，60˚Cで 1分のアニーリングと伸長反応のステップを 40サイクル行っ

た。この反応は 7300 Fast Real-time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて行

い，その際に PCR産物が発する蛍光量を SDS vl.X.with RQ Software（Thermo Fischer 

Scientific）にて測定した。NFATc1の mRNA発現量はb-actinの mRNA量を内部対照と

して，比較 Ct法にて定量し，相対発現量として示した。なお，NFATc1およびb-actin

のプライマーは，Primer3 Plus（http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi）を用

いて合成し，NCBI primer-BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用

いて目的遺伝子に理論上特異的であることを確認した。 
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8．(+)-terrein が NFATc1 のタンパク質産生に及ぼす影響の検討 

(+)-terreinが NFATc1のタンパク質産生に及ぼす影響は，ウエスタンブロッティング

法を用いて検討した 34)。BMMsを 12-well plateに前述の記載（材料と方法 3項）と同

様に播種し，分化誘導開始と同時に(+)-terrein を添加した。そして細胞播種から 2 日

後に，氷冷した cell lysis buffer｛50 mM塩化ナトリウム（NaCl），10 mMトリスヒド

ロキシメチルアミノメタン塩酸バッファー（Tris-HCl，pH 7.2），1%ノニデット P-40，

5 mM エチレンジアミン四酢酸ナトリウム，1%ドデシル硫酸ナトリウム（SDS），プ

ロテアーゼインヒビターカクテル（Sigma）｝にて 10分間細胞を溶解し，4˚Cで 10分

間，12,000 × gにて遠心分離を行い，その上清をタンパク質として回収した。タンパ

ク質濃度はウシ血清アルブミン（bovine serum albumin：BSA）を対照に，Bradford法

35)にて測定した。細胞溶解物（30 µg）に SDSサンプルバッファー｛1 %（w/v）SDS，

45 mM Tris-HCl（pH 6.8），15 %（v/v）グリセリン，144 mM 2−メルカプトエタノール，

0.002 %フロモフェノールブルー｝を加え，95˚Cで 5分間煮沸して還元状態にした。

なお，還元状態になるまでの試料は全て氷上で操作を行った。還元状態にした試料を

泳動緩衝液（25 mM Tris-HCl，200 mM glycine，35 mM SDS）を用いたポリアクリル

アミドゲル｛アクリルアミド濃度 7.5 %（v/v）：NFATc1｝電気泳動にて分離した。（室
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温，150 V 定電圧条件）。その後分離したタンパク質を，湿式転写装置（MINI 

PROTEAN®Ⅱ：Bio-Rad laboratories，Hercules，CA，USA）を用いて転写用バッファー

（1.8 mM Tris-HCl，190 mM glycine，20% methanol）中で 60 分間，polyvinylidene 

diffluoride（PVDF）膜（Millipore Corporation，Billerica，MA，USA）へ転写した（4 ˚C，

100 V定電圧条件）。転写後の PDVF膜は，5 %スキムミルク（BD Bioscience，Franklin 

Lakes，NJ，USA）を含有するトリス緩衝食塩水（TBS：10 mM Tris-HCl，150 mM NaCl，

pH 7.4）に浸漬し，室温にて１時間のブロッキング操作を施した。その後，１次抗体

を 5 %BSA含有 TBSで希釈した溶液中で PVDF膜を 4˚Cで 12時間振とうした。反応

後，0.1 % Tween-20含有 TBS（T-TBS）で洗浄し，二次抗体を 5%スキムミルク含有

TBSで希釈した溶液中に PVDF膜を浸漬し，4 ˚Cで 1時間振とうさせた。一次抗体と

してヒト由来抗マウス NFATc1モノクローナル抗体（1:1,000，Santa Cruz，Santa Cruz，

CA，USA）を用い，二次抗体として，horseradish peroxidase（HRP）標識抗マウス IgG

抗体（1:2,000，GE Healthcare UK Ltd，Buckinghamshire，UK）を用いた。反応タンパ

ク質の検出は，高感度ケミルミネッセンス法（enhanced chemiluminescence：ECL法，

Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate：Thermo Fisher Scientific）を用いて

行った。使用した PVDF 膜は抗体除去バッファー（RestoneTM Western Blot Stripping 

Buffer：Thermo Fisher Scientific）中で室温にて 30分間振とうして抗体を除去した後，
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上記に記載したブロッキング操作と同様の操作を行い，マウス由来抗b-actinポリクロ

ーナル抗体（1:10,000，Sigma）を用いて検出を行うことで，ゲルの各レーンのタンパ

ク質が等量であることを確認した。標的タンパク質に相対するバンドの強度は，画像

解析ソフト Image Jを用いて黒化度を数値化し，RANKL無添加で(+)-terrein無添加時

の黒化度を基準とした相対黒化度とした。 

 

9．(+)terrein が破骨細胞の分化に影響を及ぼす時期の検討 

(+)-tererinの添加時期は，BMMsを 96-well plateに前述の記載（材料と方法 3項）と

同様に播種し，(+)-terreinを，分化誘導開始と同時に添加した系（時期①），分化誘導

開始後 24時間後に添加した系（時期②），分化誘導開始後 48時間後に添加した系（時

期③）において，細胞播種から 5日後に TRAP染色を用いて評価した。また，時期①

と時期②に添加した(+)-terreinが NFATc1に及ぼす影響は，前述の記載（材料と方法 8

項）と同様にウエスタンブロッティング法を用いて検討した。 

 

10．統計解析 

各実験系における統計解析は，one-way analysis of variance（one-way ANOVA）を用

い，さらに多重比較検定を Tukey/Kramer testで行った。2群間の差の検定には Student’s 
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t-testを用いた。各々の統計処理には，JMP（Ver. 9.0.2：SAS Institute Inc.，Cary，NC，

USA）を用いて検定を行い，p値が 0.05未満の場合を有意差ありと判定した。 
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結果 

1．BMMs における(+)-terrein の細胞傷害性 

BMMsにおける(+)-terreinの細胞傷害性をMTS assayにて検討した結果，(+)-terrien

は 10 µM以下では細胞障害性がみられなかった（図 1）。一方，100 µM以上の濃度で

(+)-terreinを添加すると，細胞傷害性がみられた（図 1：p<0.05）。 

 

2．(+)-terrein が破骨細胞分化に及ぼす影響 

結果 1 で細胞傷害性のない濃度範囲内で，破骨細胞分化に及ぼす影響を評価した。

すなわち，(+)-terreinを各濃度（0.01-10 µM）で分化誘導開始と同時に添加し，TRAP

染色を用いて評価した。その結果，(+)-terrein は濃度依存的に TRAP 陽性破骨細胞へ

の分化を抑制し（図 2A），10 µM の(+)-terrein を作用させると破骨細胞への分化を有

意に抑制した（図 2B：p<0.05）。次に，無機結晶性リン酸カルシウムをコーティング

したアパタイトプレートを用いて，(+)-terrein（10 µM）が硬組織吸収能に及ぼす影響

を評価した。その結果，(+)-terrein（10 µM）は，RANKLによって誘導される BMMs

の硬組織吸収能を抑制した（図 3：p<0.05）。 

 

3．(+)-terrein が NFATc1 に及ぼす影響 
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(+)-terrein（10 µM）を分化誘導開始と同時に添加し，NFATc1 の遺伝子発現量をリ

アルタイム PCR法にて（図 4），NFATc1のタンパク質産生量をウエスタンブロッティ

ング法にて（図 5）検討した。その結果，(+)-terreinを添加すると NFATc1の遺伝子発

現およびタンパク質産生は抑制された。（図 4，5：p<0.05） 

 

4．(+)-terrein の作用時期が破骨細胞分化誘導に及ぼす影響 

(+)-terrein（10 µM）を，分化誘導開始と同時に添加した系（時期①）に加え，分化

誘導開始 24 時間後に添加した系（時期②），および分化誘導開始 48 時間後に添加し

た系（時期③）を設定し，上記 3 つの条件下で 120 時間後における(+)-terrein の破骨

細胞分化に及ぼす影響を検討した。その結果，(+)-terrein を時期①だけではなく，時

期②，時期③に添加した場合においても破骨細胞分化は抑制された（図 6：p<0.05）。 

また，時期①と時期②の条件下で 48 時間後における NFATc1 のタンパク質産生に

及ぼす影響を検討した。その結果，NFATc1 のタンパク質産生は抑制された（図 7：

p<0.05）。 
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考察 

本研究では，真菌由来二次代謝産物である(+)-terrein が破骨細胞分化に及ぼす作用

効果と作用機序の解明を試みた。具体的には，(+)-terrein が BMMs における RANKL

誘導性破骨細胞分化に及ぼす影響と，RANKL 誘導性シグナル経路における標的分子

の解明を図り，さらに(+)-terrein が破骨細胞の分化に影響を及ぼす投与時期の検討を

した。本研究で得られた結果は次の 3 点である。BMMs において，１）(+)-terrein は

RANKL 誘導性破骨細胞分化を抑制した。また，2）(+)-terrein は RANKL 誘導性シグ

ナル経路のマスター転写因子である NFATc1を抑制した。さらに，3）(+)-terreinは破

骨細胞分化への誘導開始から 24 時間，および 48 時間後に添加した場合においても，

破骨細胞への分化を抑制した。 

本研究では， (+)-terreinが BMMsにおいて RANKL誘導性破骨細胞分化に及ぼす影

響を，TRAP染色と硬組織吸収能という 2つの側面から検討した。(+)-terreinの効果の

検証に先立ち，BMMsにおける(+)-terreinの細胞傷害性をMTS assayで確認したとこ

ろ，10 µM以下の濃度では細胞傷害性を示さなかった。これまでの知見で，(+)-terrein

は，HGFs やヒト歯髄細胞においても同様の濃度依存的な細胞傷害性を示しており，

10 µM以下の濃度では細胞傷害性を示さなかった 21,25)。以上の結果をふまえ，BMMs

における(+)-terrein の細胞傷害性実験の結果は信頼に足ると捉え，以後の実験系にて
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用いる(+)-terreinの濃度を 10 µMに設定した。10 µMの(+)-terreinは RANKL誘導性の

破骨細胞分化を有意に抑制し，さらに硬組織吸収能も有意に抑制した（図 2B，3）。

破骨細胞分化の主要な調節機構である RANKL誘導性シグナル経路において，NFATc1

は破骨細胞分化のマスター転写因子であることが明らかにされている 14, 15)。RANKL

が，受容体である RANK に結合すると，その下流で様々なシグナルが活性化され，

NFATc1の転写が亢進する。NFATc1は，RANKとは異なる膜タンパク質の共刺激によ

る細胞内のカルシウム濃度の上昇によって核内に移行し 10)，自己増幅を起こすことが

報告されている 36)。また，NFATc1が活性化すると，破骨細胞の機能に必須なカテプ

シン K37)や成熟破骨細胞の誘導に関わる dendric cell-specific transmembrane protein

（DC-STAMP）38）の転写および発現を促進し，破骨細胞への分化が進行する。したが

って，NFATc1 を制御することは破骨細胞分化調節において非常に重要であると考え

られる。本研究では，BMMs において(+)-terrein が NFATc1 に及ぼす影響をリアルタ

イム PCR 法とウエスタンブロッティング法にて検討した。その結果，(+)-terrein は

NFATc1 の遺伝子発現およびタンパク質産生を有意に抑制した（図 4，5）。(+)-terrein

は低分子化合物であることから，受容体を介さず細胞膜を通過して細胞内に侵入する

ことが可能と推察される。すなわち，(+)-terreinが NFATc1に直接，もしくはその上流

のシグナル因子に作用し，破骨細胞分化抑制効果を発揮する可能性が示唆される。 
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現在，NFATc1 の核内移行の抑制を標的とする治療薬として，免疫抑制剤シクロスポ

リン A，およびタクロリムスがある。これらの薬剤はタンパク質脱リン酸化酵素カル

シニューリン（calcineurin：CN）を標的とする。その薬理効果として，CN の活性を

抑制し，T細胞抗原受容体刺激等によって惹起される細胞内カルシウム依存性シグナ

ルを阻害することで，NFATc1 の核内移行を抑制する。そのため，シクロスポリン A

やタクロリムスは CN-NFAT系阻害剤とも呼ばれている 39)。CN-NFAT系阻害剤は免疫

抑制剤として臨床応用される一方で，副作用としての腎障害や耐糖機能障害などが報

告されている 40, 41)。(+)-terreinが CN-NFAT系阻害剤とは異なる作用機序で NFATc1の

発現抑制効果を示すのであれば，これら既存の NFATc1阻害剤に代わる新たな治療薬

の候補になりうる。興味深いことに，(+)-terrein は，時期①だけでなく，時期②，③

においても RANKL誘導性破骨細胞への分化を抑制した（図 6）。また，時期①，②に

おいては，NFATc１のタンパク質産生を抑制した（図 7）。破骨細胞は分化誘導開始後

72時間以内に成熟すると言われており，誘導開始 24時間前後の分化中の細胞は，極

めて特異的な形質をもつと言われている 42)。また，RANKL誘導下で NFATc1の mRNA

発現量が誘導開始 24時間後に有意に増加したという報告がある 16)。これらの知見か

ら，(+)-terreinが一度活性化された NFATc1の増幅を抑制する可能性が考えられる。あ

るいは，NFATc1 によって活性化される他の破骨細胞分化誘導シグナル因子に作用す
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る可能性も示唆される。CN-NFAT 系阻害剤以外にも，炎症性骨吸収抑制薬として，

BP 製剤，カルシトニン製剤，そして抗 RANKL 抗体による抗体医薬品などが挙げら

れる。我が国は超高齢社会を迎え，多くの高齢者が骨粗鬆症や関節リウマチなどの治

療のために，炎症性骨吸収抑制薬を内服しており，今後も内服患者数は増加し続ける

ことが予想される。一方で，同治療薬を内服することに伴い，MRONJ を始めとする

重篤な副作用の増加が危惧される 19)。そのため，MRONJ等を発症させない新たな治

療薬の開発が求められている。 

(+)-terrein は有機化学的に合成可能であり 24)，その構造を自由に変化させることが

可能である。そのため，破骨細胞分化抑制能を維持したまま新たな誘導体を合成する

ことも可能であるため，より副作用の少ない治療薬の開発につなげられる。また，

(+)-terrein は，経口投与が可能な低分子化合物である 43)ことから，高齢者への応用を

考慮すると非常に有用である。現在，低分子医薬品の開発よりも抗体医薬品をはじめ

とするバイオ医薬品の研究が活発であるが，現在の医療経済環境を考えると，より安

価で簡便に服用可能な薬剤の開発が求められる。高齢者の長期服用を考慮すると，低

分子医薬品になり得る(+)-terrein を応用した治療薬を開発することは非常に意義が高

いと考える。 

(+)-terrein の治療薬としての応用を検討する上で，作用機序のさらなる解明が必須
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である。RANKL誘導性シグナル経路における(+)-terreinの標的因子の同定を進めるこ

とで，分子レベルでの作用メカニズムの解明が今後必要である。また，実験動物を用

いた in vivoにおける(+)-terreinの作用効果および重篤な副作用発症の有無の検討が必

要である。超高齢社会が求める，より副作用の少ない，新たな骨吸収抑制薬として

(+)-terreinの可能性を今後さらに検討することが望まれる。 
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結論 

(+)-terreinは，BMMsにおいて，RANKL誘導性破骨細胞分化を抑制し，RANKL誘

導性破骨細胞分化シグナル経路の最終転写因子である NFATc1の発現を抑制する可能

性が示唆された。 
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図の説明 

図 1．(+)-terrein の細胞傷害性試験 

BMMsは 1.0 × 105 cells/ cm2の細胞密度で播種し，(+)-terrein（0.01-1,000 µM）を細

胞播種と同時に添加して，24時間後にMTS法を用いて細胞傷害性を検討した。グラ

フは 1 匹のマウス由来の BMMs を用いて，同一の 6 回の実験の平均値を示し，エラ

ーバーは標準偏差を示す。各濃度における細胞傷害性（吸光度）は，Student's t-test

を用いて検定した。*：p＜0.05（(+)-terrein 0 µM群との比較） 

 

図 2．(+)-terrein が破骨細胞分化に及ぼす影響 

BMMsは 1.0 × 105 cells/ cm2の細胞密度で播種し，分化誘導開始と同時に (+)-terrein

（0.01-10 µM）を添加した。分化誘導開始 5日後に TRAP染色を行った。 

A：破骨細胞分化状態に及ぼす(+)-terrein の影響を定性的に検討した。スケールバ

ー：100 µm 

B：3核以上有する破骨細胞を成熟破骨細胞とみなし，1 well（0.35 cm2）あたりの

成熟破骨細胞数を計測した。グラフは 3 匹のマウスから得た BMMs を用いた独立し

た 3回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。それぞれの成熟破骨細

胞数の違いは ANOVA/Tukey-Kramer testを用いて検定した。*：p<0.05（RANKL添加
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あり，(+)-terrein添加なし群との比較），スケールバー：100 µm 

 

図 3．(+)-terrein が破骨細胞分化の吸収能に及ぼす影響 

無機結晶性リン酸カルシウムでコーティングしたオステオアッセイプレート上に

BMMsを 1.0 × 105 cells/ cm2の細胞密度で播種し，分化誘導開始と同時に(+)-terrein（10 

µM）を添加した。分化誘導開始 5日後に，1 well（0.35 cm2）あたりの吸収窩の面積

を比較して，(+)-terrein の硬組織吸収能に及ぼす影響を評価した。グラフは 3 匹のマ

ウスから得た BMMs を用いた独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標

準偏差を示す。それぞれの硬組織吸収窩の面積の違いは ANOVA/Tukey-Kramer testを

用いて検定した。*：︎p<0.05（RANKL添加あり，(+)-terrein添加なし群との比較），ス

ケールバー：10 µm 

 

図 4．(+)-terrrein が NFATc1 の遺伝子発現にに及ぼす影響 

 BMMsは 1.0 × 105 cells/ cm2の細胞密度で播種し，(+)-terrein（10 µM）を分化誘導

開始と同時に添加した。細胞播種 1日後に回収した mRNAを用いて，NFATc1の遺伝

子発現量をリアルタイム PCR法で検討した。mRNA発現量はb-actinの mRNA量を内

部対照として比較 Ct 法で定量し，相対発現量として示した。グラフはそれぞれ別の
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マウスから得た BMMs を用いた独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは

標準偏差を示す。それぞれの発現量の違いは，ANOVA/Tukey-Kramer testを用いて検

定した。*：︎p<0.05（RANKL添加あり，(+)-terrein添加なし群との比較），スケールバ

ー：100 µm 

 

図 5．(+)-terein が NFATc1 のタンパク質産生に及ぼす影響 

BMMsは 1.0 × 105 cells/ cm2の細胞密度で播種し，(+)-terrein（10 µM）を分化誘導開

始と同時に添加した。細胞播種 2日後に回収したサンプル中の NFATc1の産生量をウ

エスタンブロット法で検討した。 

・NFATc1のウエスタンブロット像 

b-actin のウエスタンブロッティング像はゲルの各レーンのタンパク質が等量であ

ることを確認したものである。 

・相対黒化度で示した NFATc1産生量 

検出されたバンドの強度は，Image Jを用いて黒化度を数値化し，RANKL無添加

でかつ(+)-terrein無添加を 1.0とした比率で相対黒化度を算出した。 

グラフはそれぞれ別のマウスから得た BMMsを用いた独立した 3回の実験の平均

値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。それぞれの産生量の違いは，
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ANOVA/Tukey-Kramer test を用いて検定した。*：p<0.05（RANKL 添加あり，

(+)-terrein添加なし群との比較），スケールバー：100 µm 

 

図 6．(+)-terrein の添加時期の違いによる破骨細胞分化に及ぼす影響の検討 

BMMsは 1.0 × 105 cells/ cm2の細胞密度で播種し，①分化誘導開始と同時に(+)-terrein

（10 µM）添加，②分化誘導開始 24時間後に(+)-terreinを添加，③分化誘導開始 48時

間後に(+)-terreinを添加，の 3つの系を用いて，(+)-terreinが破骨細胞分化に及ぼす影

響を検討した。分化誘導開始 5日後に TRAP染色を行い，3核以上有する破骨細胞を

成熟破骨細胞とみなし，1 well（0.35 cm2）あたりの成熟破骨細胞数を数えた。 

グラフは 3 匹のマウスから得た BMMs を用いた独立した 3 回の実験の平均値を示

し，エラーバーは標準偏差を示す。それぞれの成熟破骨細胞数の違いは

ANOVA/Tukey-Kramer testを用いて検定した。*：p<0.05（RANKL添加あり，(+)-terrein

添加なし群との比較），スケールバー：100 µm 

 

図 7．(+)-terrein の添加時期の違いによる NFATc1 発現に及ぼす影響の検討 

前述の記載（図 6）と同様の 3つの実験系に対して，分化誘導開始 2日後に回収し

たタンパク質中の NFATc1の産生量をウエスタンブロット法で検討した。 
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・NFATc1のウエスタンブロット像 

b-actin のウエスタンブロッティング像はゲルの各レーンのタンパク質が等量であ

ることを確認したものである。 

・相対黒化度で示した NFATc1産生量 

検出されたバンドの強度は，Image Jを用いて黒化度を数値化し，RANKL無添加

でかつ(+)-terrein無添加を 1.0とした比率で相対黒化度を算出した。 

グラフはそれぞれ別のマウスから得た BMMsを用いた独立した 3回の実験の平均

値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。それぞれの産生量の違いは

ANOVA/Tukey-Kramer test を用いて検定した。*：p<0.05（RANKL 添加あり，

(+)-terrein添加なし群との比較），スケールバー：100 µm 


