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原　著

エダラボンは破骨細胞の分化誘導を抑制する

北海道歯誌　40：105－113，2020．

大西　香織1）　　吉村　善隆2）　　飯村　忠浩2）　　山崎　裕3）

抄　録：近年，超高齢社会となり高齢者のQuality of life（QOL）を低下させ得る骨粗鬆症による骨折が多くな
ってきているが，骨粗鬆症に関係する破骨細胞の分化誘導系に対し，重大な副作用なく効果を示す新しい薬物が
望まれている．本研究では，RAW264.7破骨細胞前駆細胞を用いて既に急性期の脳梗塞に対して臨床応用されて
いるエダラボンが，RANKL誘導性の破骨細胞分化誘導系に与える影響について検証した．RANKL添加日を１
日目とした場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と
場合分けした時の総破骨細胞数，核数別破骨細胞数の計測を行った．また，Real-time-PCR法によりエダラボン
添加後の３，６，12，24，48時間後の破骨細胞関連遺伝子のmRNA発現量を計測した．50 µMエダラボンの添
加により，総破骨細胞数はA，B群では対照群と比較し約45%減少し，C群では約15%減少した．核数別の破骨
細胞数は少数核の破骨細胞でも巨大破骨細胞でも有意な減少を認めた．Real-time-PCR法による破骨細胞関連遺
伝子のmRNA発現量は，RANK，NFATc1，TRAP，Cathepsin K，OC-STAMPにおいて一時的な減少を認めた．
以上からエダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制さ
れる可能性が示唆された．

キーワード：エダラボン，RAW264.7細胞，破骨細胞，破骨細胞分化誘導抑制
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粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．

歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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エダラボンは破骨細胞の分化誘導を抑制する

－33－

粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．

歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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大　西　香　織　ほか

粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．

歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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　超高齢社会となった現在，骨粗鬆症による骨密度の低下
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粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．

－35－

エダラボンは破骨細胞の分化誘導を抑制する

歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．
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歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．

－37－

エダラボンは破骨細胞の分化誘導を抑制する

歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．
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歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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粒子は高価であるとの問題がある．そこで急性期の脳梗塞
に対し既に臨床応用されているエダラボンに注目した．
2018年にエダラボンが急性期の脳梗塞の治療薬となると
報告され，エダラボンは点滴静注される世界初の脳保護剤
として使用されている13－16）．エダラボンは脳梗塞の急性
期に投与すると酸化される対象が脳神経ではなく，エダラ
ボンとなることで脳神経を間接的に保護する抗酸化物質で
ある．しかし，エダラボンの破骨細胞の分化誘導に与える
影響についての報告はない．本研究はRAW264.7細胞

（RAW細胞）を用いて破骨細胞分化誘導系に対するエダラ
ボンの作用を明らかにするとともに，それが破骨細胞の分
化誘導過程のどの時期に作用するのかを検証した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
　マウス白血病ウイルスによって誘導され，マウス腫瘍細
胞から樹立された単球マクロファージであるRAW細胞

（ATCC no.TIB-71TM；Manassas, VA, USA）を 破 骨 細 胞
の前駆細胞として使用した. RAW細胞は10％牛胎児血清

（HyClone Laboratories, UT, USA）, 66.7 µg/ml硫酸カナマ
イシン（Meiji Seika, Tokyo, Japan）を含むDulbecco’s 
modified Eagle’s培 地（D－MEM：Wako pure chemical 
industries, Osaka, Japan）を用いて，100mmスタンダード
ディッシュ（ED Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の
培地の中で, 37℃, 5％ CO2 の気相下で一晩，前培養を行っ
た．その後，0.48mM EDTA含有Dulbecco’s phosphate－
buffered saline（Ca2+，Mg2+不含）で洗浄後，細胞を回収
した．10％牛胎児血清，284 µM L－アスコルビン酸2－リン
酸（Sigma－Aldrich, MO, USA），および 2 mM L－アラニル
－L－グルタミン（Sigma-Aldrich）含有α－minimum 
essential培地（α－MEM : Wako pure chemical industries）
を用いてRAW細胞を播種した．破骨細胞への分化誘導に
は，50 ng/ml RANKL（Oriental Yeast Corp, Tokyo, 
Japan）を使用した．50 ng/ml RANKLをRAW細胞培養
液に添加した日を１日目とし，48時間毎に細胞培養液を
交換した．

２．エダラボンの添加
　エダラボンの粉末（Tocris Bioscience, Bristol, UK）を
エタノールで溶解して60mMとし，これをストック溶液
とした．エダラボンの最終濃度が10，25，50，75，100 µM
となるように培養液に添加した．Control群は無添加とし，
Vehicle群はエタノールを添加した．

３．細胞内ATP量の測定
　RAW細胞に各濃度のエダラボン（10，25，50，75，100
µM）を添加した際の生存細胞数を調べるために，Via 

Light Plus Kit（Lonza, ME, USA）を用いて細胞内ATP
量を測定した．生存細胞には生命を維持するためにATP
が含まれており，このATPの生物発光を計測することに基
づいているため，細胞数を直接的に評価することができる．
ATPとルシフェリンに触媒であるルシフェラーゼを添加
した際に生じる化学反応の産物が生物発光である．この生
物発光の検出には，Wallac 1420 ARVOsx（Perkin Elmer, 
MA, USA）を使用した． 

４．破骨細胞数の計測
　Control群ならびにエダラボン投与群を各条件のもとで
培養し，１日目と３日目の両日にエダラボンを添加した場
合（A群），１日目のみに添加した場合（B群），３日目のみ
に添加した場合（C群）と添加する日を場合分けした．５日
目に10％中性ホルマリン溶液にて固定し，破骨細胞を観察
するために酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（TRAP）染
色液（pH: 5.0）は，Naphthol AS-MX phosphate（Sigma－
Aldrich）とFast red violet LB salt（Sigma－Aldrich）を
加えた0.1 M sodium acetate buffer用いてTRAP染色を行
った．光学顕微鏡にて２核から７核のものを核数別でそれ
ぞれTRAP染色陽性破骨細胞数を計測し，残りの多核の
TRAP染色陽性破骨細胞を８核以上の巨大破骨細胞12）と
して計測した．

５．Real－time－PCR
　エダラボンを添加してから３，６，12，24，48時間後それ
ぞれの時間においてTRIzol（Invitrogen，MD，USA）を用い
てRNAの抽出を行い，さらにRever Tra Ace reverse 
transcriptase（Toyobo, Osaka, Japan）とOligo d（T）
primerを用いて逆転写反応を行い，cDNAを合成した．
Real－time－PCRはABI 7300（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．mRNAの発現量は
Glyceraldehyde 3－phosphate dehydrogenase（GAPDH）
mRNAの発現量を用いて標準化した．プライマー（Applied 
Biosystems）は以下のものを使用した．RANK（Mm00437132
＿ml）， NFATc1（Mm01265944＿ml）， TRAP（Mm00475698
＿ml），Cathepsin K（Mm00484036＿ml），DC-STAMP

（Mm04209236_ml）, OC-STAMP（Mm00512445＿ml），
Syncytin-A（Mm02744887＿ml）．各サンプルの遺伝子の発
現量はGAPDHの発現量を用いて標準化し，2－ΔΔCt法で計
算した．

６．統計学的分析
　すべての結果は平均値±標準偏差（S.D.）で示した．２群
間における統計処理にはStudent’s t-testを，３群以上の
統計処理にはBonferroni法を用いた．p＜0.05のときに統
計的に有意差を認めると判断した．
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エダラボンは破骨細胞の分化誘導を抑制する

歯もMRONJ発症のリスクとなりうる5）．
　骨粗鬆症は骨形成と骨吸収のバランスが不均衡となり，
相対的に骨吸収が加速された結果であるが，その骨のリモ
デリングに関与している細胞の１つが破骨細胞である6－8）．
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞へと分化誘導する機序は，
骨芽細胞および骨細胞などがマクロファージコロニー刺激
因子であるM-CSFと細胞膜上に発現しているRANKLを
提供し，一方，単球・マクロファージ系である破骨細胞前
駆細胞がM-CSFの受容体であるc-Fmsおよび，RANKL
の受容体であるRANKを発現する．これらが相互作用す
ることにより，単核の前破骨細胞へと分化する．前破骨細
胞は融合因子であるDC-STAMPとOC-STAMPを発現し，
それらを介して融合することにより多核の破骨細胞へと分
化誘導される9－11）．副作用なく破骨細胞の分化誘導を制御
することが出来れば，より安全に骨粗鬆症を予防すること
が可能となる．
　破骨細胞の分化誘導の抑制には抗酸化作用を示す白金ナ
ノ粒子が有効であるとの報告がある12）．しかし，白金ナノ

結　　　　　果

１．破骨細胞数の変化
　50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞を1×104個/ウ
ェル，24ウェル-マルチウェルプレートに播種した．24時
間毎に10％中性ホルマリンで固定し，総破骨細胞数と核
数別の破骨細胞数を計測した．50 ng/ml RANKLを添加し
た日を１日目とすると，４日目に細胞数が増加，５日目に
総破骨細胞数が最大となり，その後減少した（図１A）．また，
核数別で細胞数を計測した場合も同様に，４日目から増加，
５日目を最大としその後減少した（図１B）．

２．生存細胞数の測定
　RAW細胞にRANKL無添加にてエダラボンを添加し，
生存細胞数を検証した． エダラボンが75 µM以下の濃度で
は発光輝度が低下せず，生存細胞数に有意差を示さなかっ
た（図２）．

３．エダラボン添加後の破骨細胞数の変化
　Control群とVehicle群に有意な差が認められなかったた
め（図３），以下の実験ではControl群と実験群を比較する

こととした． RANKL添加培養液への50，75 µMエダラボ
ンの添加を１日目と３日目の両日（A群），１日目のみ（B群），
３日目のみ（C群）と場合分けした時の総破骨細胞数，核
数別破骨細胞数の計測を行った．A，B，C群の破骨細胞
の写真を示す（図４A，B，C）．A，B，C群ともにControl
群と比較し，50，75 µMエダラボン添加群では８核以上の
巨大破骨細胞数の減少が観察された．
　総破骨細胞数はA（図５A），B（図５C），C（図５E）群
ともに50 µMエダラボンによりControl群と比較し有意に総
破骨細胞数が減少した．B群では75 µM エダラボンによっ
ても総破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５C）．また，
核数別の総破骨細胞数において，A群では50 µMエダラボ
ンにより，２，３，５，７核の破骨細胞数，巨大破骨細胞数
に有意な減少を認めた（図５B）．75 µM エダラボンによ
り巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５B）．B群
では50 µM，75 µM エダラボンにより少数核の破骨細胞数，

巨大破骨細胞数の有意な減少を認めた（図５D）．C群で
は巨大破骨細胞数でのみ有意な減少を認めた（図５F）．こ
れらエダラボン添加後の破骨細胞数の結果（図５A-F）から，
エダラボンの濃度を50 µM に設定し，以下の実験を行っ
た．A，B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細
胞数を比較するとControl群と比較しA，B群では有意に
総破骨細胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかっ
た（図５G）． 

４．Real－time－PCR
　Real－time－PCR法で破骨細胞関連遺伝子である，RANK，
NFATc1，TRAP，Cathepsin K，DC-STAMP，OC－
STAMP，Syncytin-AのmRNAの発現量を測定した．
　RANKのmRNA発現量は３，６時間後に有意に減少した

（図６A）．NFATc1のmRNA発現量はエダラボンの添加３，
６，12，48時間後に有意に減少した（図６B）． TRAPの

mRNA発現量は３，６時間後に有意に減少しその後増加し
た（図６C）．Cathepsin KのmRNA発現量はエダラボンの
添加６，12，24時間で有意に減少した（図６D）．DC－STAMP
のmRNA発現量はControl群と比較し，いずれの時間にお
いても有意差は認められなかった（図６E）．OC－STAMP
のmRNA発現量はエダラボンの添加６時間後に有意に減
少した（図６F）． Syncytin－AのmRNA発現量はいずれの
時間においても有意差は認められなかった（図６G）．

考　　　　　察

　本研究は抗酸化作用を示すエダラボンが破骨細胞の分化
誘導へ作用するかどうか，また作用する場合，それが分化
誘導のどの時期に作用しているのかを検証した．また，破
骨細胞関連遺伝子のmRNA発現に対するエダラボンの影
響を検証した．

　まず，エダラボン無添加で破骨細胞数の変化を観察した．
50 ng/ml RANKLを添加したRAW細胞は破骨細胞へ分化
誘導され，RANKL添加日を１日目とした場合，２，３日目
から少数核の破骨細胞が少数観察されるようになり，その
後，総破骨細胞数，核数別の総破骨細胞数とも４日目から顕
著に増加，５日目を最大とし，その後減少した（図１A，B）．
したがって，破骨細胞の分化・融合が最大となった５日目を
本実験では上限とした．破骨細胞は分化・融合が完了した
後はアポトーシスにより消滅することが報告されている17－19）．
　次に，RANKL無添加のRAW細胞に各濃度のエダラボ
ン（10，25，50，75，100 µM）を添加し，生存細胞数の測定
を行った．エダラボンが75 µM以下の濃度ではControl群
と比較しRAW細胞の生存細胞数に有意差を示さなかった

（図２）．したがって，本実験ではエダラボンの濃度を50 µM，
75 µMに設定し実験を進めた．また，破骨細胞分化誘導系
のどの時期にエダラボンを添加すると，より高い効果が得

られるかを検証するために，RANKL添加日を１日目とし
た場合，エダラボンの添加を１日目と３日目の両日（A群），
１日目のみ（B群），３日目のみ（C群）と日程を場合分けした． 
A，B，C群ともに50 µMエダラボン添加によりControl群
と比較し有意に総破骨細胞数が減少した（図５A，C，E）．
A群では75 µMエダラボンの添加により，総破骨細胞数の
減少に有意差が認められなかった．特に少数核（２～７核）
の破骨細胞に有意差が認められなかった．これは50 µM
エダラボンが破骨細胞の分化誘導を抑制する最適濃度であ
り，75 µMエダラボンでは８核以上の巨大破骨細胞数が減
少したが，２～７核の破骨細胞数は減少しなかったので，
破骨細胞の分化誘導抑制に最適な条件範囲を逸脱し，分化
誘導が抑制されなかった可能性が考えられる．また，A，
B，C群間で50 µMエダラボン添加後の総破骨細胞数を比
較するとControl群と比較しA，B群では有意に総破骨細
胞数が減少したが，C群では有意差を認めなかった（図５
G）．したがって，RANKL添加後，48時間以内にエダラボ
ンを添加することで，より大きな作用が得られることが示
唆された．核数別の破骨細胞数の計測においては，A，B
群では２～７核の少数核の破骨細胞数と８核以上の巨大
破骨細胞数ともに有意な減少を認め，C群では８核以上の
巨大破骨細胞数においてのみ有意な減少を認めた．これに
より，RANKL添加後，48時間以内にエダラボンを作用さ
せた場合，より大きな作用が得られるとともに，破骨細胞
分化誘導過程の初期から後期にかけて分化誘導の抑制作用
が発現していること，エダラボンの添加がRANKL添加後の
48時間以降であった場合には，すでに分化誘導されつつあ
る破骨細胞の巨大化を抑制することが示唆された．
　Real－time－PCR法による破骨細胞関連遺伝子のmRNA
発現量の検証においては，エダラボンを添加して３，６，12，
24，48時間後のDC－STAMP，OC－STAMP，NFATc1，
Cathepsin K，RANK，TRAP，Syncytin－AのmRNA発
現量を検証した． RANKLはその受容体であり，破骨細胞
特有のマーカーでもあるRANK20）と特異的に結合すると，
NF-κBやMAPKsなどの様々なシグナル伝達を刺激し，
これらの経路が破骨細胞の分化誘導過程のマスタースイッ
チであるNFATc121）と相互作用する．NFATc1は破骨細
胞特有のマーカーであるTRAPやCathepsin K22－24）の表
出を制御しており，また破骨細胞融合因子であり破骨細胞
の形成や分化を促進させるタンパク質であるDC－STAMP
やOC-STAMP25－29）による破骨細胞の多核化にも関与して
いる30）．RANKLの添加により発現したRANKはControl
群と比較しエダラボンの添加３，６時間後に有意に減少し
た（図６A）．破骨細胞のマスター遺伝子であるNFATc1
はControl群と比較しエダラボンの添加３，６，12，48時間
後に有意に減少した（図６B）．破骨細胞関連遺伝子である
TRAPはControl群と比較しエダラボンの添加３，６時間
後に有意に減少し，その後増加した（図６C）．TRAPと同

様に破骨細胞関連遺伝子であるCathepsin KはControl群と
比較しエダラボンの添加６，12，24時間で有意に減少した

（図６D）．破骨細胞融合因子であるDC-STAMPはいずれの
時間においても有意差を認めなかった一方で，同様に破骨
細胞融合因子であるOC－STAMPはControl群と比較しエダ
ラボンの添加６時間後に有意に減少した（図６E，F）．多核
の破骨細胞同士の融合に関連するSyncytin-Aはいずれの
時間においても有意差を認めなかった（図６G）．Syncytin－
Aはマウスに，Syncytin－1はヒトに特有であり，同様の働
きをする31，32）．図５B，５D，および５Fの結果より，エ
ダラボンの添加により多核の破骨細胞同士の融合は抑制さ
れたことから，エダラボンはDC－STAMP，OC－STAMP，
Syncytin－A以外の因子により多核の破骨細胞同士の融合
を抑制していることが示唆された．
　エダラボンは最も強力な酸化力を有するフリーラジカル
種であるヒドロキシルラジカル（・OH）のみならず，酸
化力の強い他のフリーラジカルも消去し，幅広い抗酸化活
性を有することが示唆されている13）．アラキドン酸代謝系
や一酸化窒素合成酵素などのフリーラジカル産生系が脳内
に存在すること，また脳虚血もしくは脳血流再開通時に活
性化したフリーラジカルが産生され，脳神経の酸化障害が
引き起こされることが報告されている14）．このフリーラジ
カルスカベンジャーであるエダラボンの抗酸化活性によ
り，破骨細胞内のフリーラジカルが捕捉されたことにより
分化誘導が抑制されたのではないかと考えられる．以上よ
り，エダラボンの添加により破骨細胞分化関連因子が抑制
されることにより，破骨細胞の分化誘導が抑制されること
が示唆された．

結　　　　　論

　エダラボンの投与がRANKL添加後，48時間以内であっ
た場合，エダラボンにより破骨細胞分化関連因子が抑制さ
れることにより，破骨細胞の分化誘導が分化初期から後期
にかけて抑制される可能性が示唆された．
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Edaravone suppresses osteoclastogenesis

Hokkaido J. Dent. Sci., 40：105－113，2020．

Kaori Onishi1）, Yoshitaka Yoshimura2）, Tadahiro Iimura2） and Yutaka Yamazaki3）

ABSTRACT : Recently, in a super-aged society, bone fractures due to osteoporosis, have been increasing. This can reduce 
the quality of life for the elderly, There is a demand for new drugs without serious side effects, that are effective against 
osteoclast differentiation-induction system related to osteoporosis. In this study, using RAW264.7 osteoclast precursor 
cells, we examined the effect of edaravone, which has already been clinically used for acute cerebral infarction, on the 
RANKL－induced osteoclast differentiation-induction system. In this study, RANKL was added on the first day; edaravone 
(50µM) was added on the first and third days (Group A), on only the first day (Group B), and on only the third day (Group 
C).  Afterwards, the total number of osteoclasts and the number of osteoclasts by number of nuclei were counted. A Real－
time polymerase chain reaction was used to measure the quantity of the mRNA expression levels of osteoclast－related 
genes at 3, 6, 12, 24, and 48 h after the addition of edaravone. We found that the number of total osteoclasts decreased by 
approximately 45% in Group A and B compared with that of the control group, and by approximately 15% in Group C. 
The number of osteoclasts by number of nuclei significantly decreased in both small and large osteoclasts. The mRNA 
expression levels of osteoclast－related genes (RANK, NFATc1, TRAP, Cathepsin K, and OC-STAMP) were temporarily 
decreased. These results suggest that edaravone suppresses osteoclast differentiation－related factors, thereby inhibiting 
osteoclast differentiation.

Key Words : edaravone, raw264.7 cells, osteoclast, inhibition of osteoclast differentiation induction 
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