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ケルセチンによる破骨細胞の分化および機能抑制

序齢

廿のi止と機能は。 1't牙細胞による什形成と
破什制胞による什附収(廿破増!)のバランスに

よって維持されている 尚帥村会の111で忠古数

が急速にJf'1111しつつある1't:ffl慰拍は 破廿細胞

による過剰な廿眼収により廿代謝のパランスが

破綻し 骨罰が減少する疾忠である 岐廿細胞

の分化や機能を阻吉する物質は 什刷収抑制剤

として廿栴I綜症やリウマチ柑11'扶忠を合む代謝

甘H侠忠の予防や治時に応川できる しかしな
がら!このような性質を有する既存の薬剤には

副作用 効民 投与方法と11I間などで!日l凶内が

指摘され 斬脱薬剤や発姉をl'防する他1;1，企BItt

の附尭が望まれている

動物実験でパセリや-"ねぎなどの成分が骨相l

転結などの骨疾忠に有効であるという報告がけ

日をjj;めている (Muhlbauerct al.， 1999) 玉

ねぎ抽m物は高PTH(日IJ甲状腕ホルモン)血
註ラソ iにおける海綿什の減少を抑制すること

も知られている (Ingoldet a1.. 1998) 前近

玉ねぎのフラポノイドである叩tinが卵巣摘IHラ

ットにおいて苦しい骨触収抑制活性をイIするこ

とが申告されている (Horcajada-Moleteniet al 

2叩0)

このような;r'yj;;'から食品成分のIjrには骨組穏

症の発杭予防効県をもっ成分の昨夜が 191i~さ れ

る 寂々は代謝性骨院地に臨'"*J，白川可能な廿肺
収抑制剤あるトは発政予防却11.*をもっ食品成分

を仰る日的で 髄骨細胞の分化政び機能に作川

する活性物質を柏物代謝i1j'i物 '1' から r~らおしてき

た

材料と方法

眠薬および細胞

Minimum Essential Med山口1Alpha Medillm 

( a-MEM)はInvitrogencorllorationから購入し

た I1fiW世舵骨綱引出分ft因子 (solllbleRec叩加r
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Activator of N下KBLigand : sRANKU IまPepro

Tech incから附人した PD98059 (.1Calbiochem 

から腕人した αMEMはポアサイズ0.22μm

の滅的フィルターを聞いて鴻過した さらにJI

働化 (56'C.30分)した牛胎児血清 (Fetal

Bovine Serum; FBS. IWAKI)を10%加え、出量

械とした RAW264制!出はRikencell bankより

購入し lOcm o dish J にて 1 0% FBSを~む α

MEMで附舶させ 96well plateにO.4X 1 0~ 

cells/wellの細胞市l!iで指傾した

RAW264細胞から破骨細胞への分化

破ft細胞のう}化誘導は RAW264細胞株を

sRANKLを50ng/ml添加した10%FBSαMEM 

で3日間J.3TCで椛苦し多核叫廿細胞を得た

(Wani et al.， 1999) 酒石酸耐性厳ホスフ ァター

ゼ (TartraleResistant Acid Phosphatase ; TRAP) 

は岐什制胞に特徴的な静主として知られてお

り十この鮮輩出刊を利附して師骨細胞を選択的

に染色することがm来る

共存培聖による破骨細胞の形成

破1't制胞は マウスの";~~1it1史び大腿什より採

取したft髄細胞をマウス新生児の副rn1~tより採

取したj'~芽細胞と cu\ture dish Iで7日11¥1Jも(rrd
誌をすることにより調製した この時世骨細

胞の分化誘導のために地;J'!t系に活性型ビタミン

D3 (10 nM)を添加した ケルセチンの活性M

fllijは I'RAPに対する染色 (TRAP染色)を行っ

た憧 顕微鏡削紫により判定した

TRAP活性測定法

IOmM泊石椴ナ iリウムを含む50mMクエン

階級術液 (pH4.6) 1 mL当た り1.36mgのp-

Nitrophenyl phosphate disodium crystalline 

(SIGMA)を混作し正目的液とした (Takahashi

et al.. 1988) この反応液は使用直前に淵製した
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mR怯 府首if~を除去し. 10%ホルマリンを古

むPBSで細胞を15分IIIIWljEし さらにエタノー

ルでl分円凶定した 悶ii;械を除1、し風乾怯

TRAP反比t減(lOOpl!well)を加え宅幽で30分

|川反~i5させた 0.1 N NaOH 000μI/weJl)を加

えることにより反応を停止させ 波長4050mに

おける脚光度をTRAP活性の指聞とした

TRAP染色法

地't(Smg(Naphtol AS-MX phosphate)を

N，NーDimethylformamidc500/11に市解し さ

らに色素30mg (Fast red violct Ls salt)とJtに

50mM柄行俄ナトリウム-:'t1iO.lM酢厳ナトリ

ウム緩衝液 (pH5.0)50mlに出僻することによ

り rRAP~企色泌を訓製した

陪毘i長 .t;~'i*液を除l、し 1 0拓ホルマリンを合

むPBSで細胞を15分間凶定し さらにエタノ

ルで1分jliI判定した 由1711械を除1し風乾怯!

rRAP~色i傑 (50/.J.l!we IO を加え'均12Mlで30分 11\1

染色した 染色佳品官l水によって洗浄し 品

色に染色された制胞を破竹刷胞とした

MTIアッセイ

RAW264細胞に対する化合物の#刊は3

(4，5-Dimethyl-2-th iuzolyl)ー2，5-diphenyl-

2H-tetrazolium bromide (M1T) (Dojindo)によ

って評価したも制H胞包凶lは孟M

E理Eして.. 時手11川l叫H反正応、させ570nmにおける服光度を

測定した

破骨細胞のアクチンリンデ染色

RAW264細胞をRANKLとPD98059存在ドで

4-51-IIU]!日聾してリング状のアクチンフィラメ

ント榊}(ì(ア クチンリング)を"、す成熟帥f~細

胞を削製した (Hotokezakael al.. 2002) 拙叶

細!砲のアクチンリングは ケルセチン存在 lで

24時!日l処理した能町lOdamine-phaloidinでアク

チンフィラメントを抗光染色し 蛍光顕微鏡で

脱原した

骨吸収活性

械什細胞の廿馳収活性は!活性型ビタミン

D3(1I，下でマウスi't悩制胞とST2刷胞の共m白
書からi捌製した成熟破什刷胞を111，、て行った

般竹細胞を皐!fI;1JH上に掃いた怯24時1111地誰し

Mayc内 hematoxylinm椛で形成されたピ ァトを

染色し その散を敬えた

結果

ケルセチンは破骨細胞の骨化を阻書する

RAW264細胞をRANKLの({IH でr，'';1.tする
と 枯草3Rnで肺什細胞のマーカーである
TRAPlli性が上叫する ケルセチンはRANKL

による rRAP話刊の Icjj.を湖町依!i的にm;!i-し
IC50仙は約2flMであった (1刈])

0.6 

0.2 

RANKL ++++  
SOnglml 2 5 

臥舟官制 (μ.，
図 RAW細胞徐におけるRANKLによるTRAPi!;
性 'cf/に対するQuer白山町効烈

破竹細胞のrRAP前刊の Uj.をHl川する濃度

でRAW2臼細胞のm拙m宵やJド特別的な帯性は

?&められなかったまたケルセチンは RANKL

およびM-CSFによる什髄制胞出Eからの舷ft細

胞形成をm'Jiした "'12AおよびB) その阻:1f

効出はRAW264細胞に!，ける :Vl ~とほぼ悶限度

であった史に ケルセチンは活性噌ビタ

ミンD3!i在 Fにおける骨髄細胞と什芹細胞と

の RU府民による破什制1I 11~形成をfIl，写 した

(dllta not shown) 

ケルセチノは成熟破骨細胞のアクチンリンずの

破寝を眠導する.

肺1't細胞が骨岨収機能を出たすためには分ft

料T挫の活性化過引が必世ィ、"1決である 活性

化雌竹制胞はアアクチンリングを古むが sポANKL

およびPD98059存(，ドでRA¥V264細胞からもこ

のh~ .ì1.tをも っ た多岐舵什制!出が形成される(凶

3) このアクチンリングをもっ酷叶制胞をケル

セチンで24時間処里J1するとリングV:の細胞構造
が随模された ケルセチンはrRAP活性や破什
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ロj片上に哨首し ピッ卜形成に対するケルセチ
ンの効却を検討した その結果十ケルセチンは

鳩山依(i的にピット形成を抑制した(悶4) ま

た 45Caプレラベル骨の培並でPTHli廿からY3

地へのカルンウムの政出を促進する ケルセチ

ンは PTHによる45Caの般m促進を抑制した
(data not shown) 
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ケルセチンは動物実験で~~~n)l収をF附J't るこ

とが知られているが その11'川標的制胞はまだ
"11らかにされていなかった 今JnJ 寂々の研究
ケルセチンは十破竹細胞のtiii駆細胞

RAW264 Iニ作川しRANKLによる巾松舵竹刷胞の

形成をHl~i;.することが町i らかにな っ た また

什髄細胞と宮r2細胞との]1;<r-t;i詫における時十「
制胞形成もケルセチンによ って阻害された ま

た 活性化破什細胞lこl出められるアクチンリン

グ柿泊の破3曹を訴導し 破什細胞による控1切

片上でのピット形成を抑制した 吏に

チンは 45Caのプレラベルしたマウスのftから

的地へのCaの放1'1'1を抑制した したがって

廿馳収抑制効出ほ アクチンリングのmi!fl二山

来すると与えられる k.l:近 ケルセチンは成融

破i凶仰の細胞死h仰するこ とが報告されて

(Wal1cl ct aL 2003) しかし その泊度は

50/1 M以 iで献什細胞による廿肺収をHLlfする
i由度の10fi}以 lである したがって ケルセチ

ンの'~tl吸収判明制活性が 破廿細胞の細胞死誘導

にrll*するのは部分的であり アクチンリング

の破刷と初期l分化叫13が汁触収~JqIJ に深く 1瑚わ

察考

で

comrot Q肌 rl'dm
110μM) 

図2

rRAP染色
Quercetinによる成鼎破ft細胞のリング梢
遣の時J実

図3

ケルセ

1111胞の生存に影響は認められなかった

チン5μMで50%.10μMで90%以|リ ング状

の制胞構造が般消された 方眼什細胞をケ

ルセチンで12時間l地J'][f:義 的地からケルセチン

を除止すると破j賀されたリング状の剥IJJJ包構造の

回復(約80%)が認められた

ケノレセ

い匂

ケルセチン11破骨細胞による骨吸収を抑制する

骨0)]収構能を有する{政 i'~細胞を叶).;" 1:.1二倍躍

するとピットを形成する 骨髄細胞と什牙制胞

との共有地位から何られた成熟破竹制'l~ を県 1
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っていると考えられる ケルセチンは 日?首の

企品から岨収され 人において山中濃度が0.5-

1.6μMまで L押することが知ら れている

(Pagangaet a1.. 1997> この都世は 舵叶制胞の

分ftを阻苫する濃度とほぼ一致する以上より
ケルセチンの骨粗聖書続予防iil'."'素材としての紅、

川が1911事される
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