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Ⅰ．緒　　　　言
　骨リモデリングや骨折時の治癒過程において、中枢およ
び末梢交感神経系が重要な役割を果たすことが多数報告
されてきた 1－4）。骨形成を担う骨芽細胞や骨吸収を担う破
骨細胞では、αおよびβアドレナリン受容体（以下、α-
およびβ-ARs）が発現していることが知られている 5－7）。
骨芽細胞では、α1-ARsがカリウムチャネルを抑制する
ことで細胞増殖が亢進すること 8）、cebpd （CCAAT/
enhancer-binding proteinδ）の発現上昇による細胞増
殖の亢進を介して、骨形成が促進することが示されてい
る 9）。また、α1-AR作動薬が骨折時の仮骨形成を促進
させることが報告されている 10）。さらに、視床下部受
容体に結合するレプチンがβ2-ARを介して骨の恒常性
の制御に関与すること、このβ2-ARが CREB（cAMP 
response element-binding protein）のリン酸化を阻害
することで、骨芽細胞の増殖の低下が引き起こされるこ
とが報告されている 11）。
　破骨細胞形成においては、β-ARs作動薬（イソプレナ
リン）がヒト破骨細胞による骨吸収を促進させること 6）、
β2-ARシグナルによる活性酸素生成が、破骨細胞形成
を促進させることが報告された 12）。α1- およびβ-ARs
が骨芽細胞における receptor activator of nuclear 
factor кB ligand（RANKL）の発現を誘発し、その結果、
RANKLによる破骨細胞形成が促進されることが見出さ
れ、ARsは骨芽細胞と破骨細胞との相互作用に重要な
役割を果たしていることが示されている 13－15）。しかし、
我々の渉猟し得た限りでは、破骨細胞分化におけるα-ARs
の役割はほとんど明らかになっていない。
　α2-ARsは、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）ファ
ミリーに属し、3つのサブタイプ（α2A、α2B、α2C）
があり、アデニル酸シクラーゼの抑制と cAMPの減少
を介して、種々の生理的機能を調節する 16－21）。例えば、
シナプス前膜にあるα2-ARsは、交感神経によるノルエ
ピネフリンの分泌を阻害する 16）。また、α2A-ARは降
圧反応 17）、鎮静および鎮痛作用 18）に重要な役割を果た
していることが報告されている。さらに、膵臓β細胞上
のα2A-ARは、インシュリン分泌を阻害することが示
されている 19）。α2-ARsが生体の恒常性に、種々の役割
を果たすことが見出されてきたが、破骨細胞形成への直
接的な作用についてはほとんど明らかになっていない。
　本研究では、RAW264.7 破骨細胞前駆細胞およびマウ
ス骨髄細胞由来マクロファージを用いて、破骨細胞形成
におけるα2-ARsの役割を検討した。これらの細胞を、
α2-AR作動薬（guanabenz、clonidine、xylazine）お

よびα2-AR拮抗薬（yohimbine、idazoxan）の存在下
または非存在下において、破骨細胞分化培地下で培養し
た。また、破骨細胞形成におけるこれらの作動薬および
拮抗薬の効果を評価するために、リアルタイム定量ポリ
メラーゼ連鎖反応（qPCR）と酒石酸耐性酸性ホスファ
ターゼ（TRAP）染色、およびウエスタンブロット解析
を行った。

Ⅱ．実験材料および方法
1．動物
　中部科学資材株式会社（名古屋、日本）より
C57BL/6Jマウスを購入し、骨髄細胞を採取した。本研
究では、合計 35 匹の雌性マウス（8-10 週齢）を使用した。
マウスは 12 時間の明暗周期で飼育され、水と食物が自
由に提供された。 動物実験のプロトコールは、愛知学
院大学動物実験委員会の承認を受けた（承認番号：
AGUD321）。

2．細胞培養
　雌性マウスを頚椎脱臼後、長管骨（大腿骨および脛骨）
から骨髄細胞を単離した。簡潔に述べると、長管骨の遠
位部と近位端の除去後、 25G針を用いて、骨髄腔内をリ
ン酸緩衝生理食塩水で流し出した。次に細胞を含む流し
出された緩衝液を細胞ストレーナー（100μm; BD 
FalconTM; BD Biosciences、 Durham、NC、USA）に通
し、通過した骨髄細胞を用いた 22）。
 マ ウ ス 骨 髄 細 胞 お よ び American Type Culture 
Collectionから購入した RAW264.7 マウス破骨細胞前
駆細胞（Manassas、VA、USA）を 10%ウシ胎仔血清
と抗生物質（100 U/mlペニシリン、100μg/mlストレプ
トマイシン）を含むα-Minimum Essential medium
（Wako、大阪、日本）で培養した。培養は加湿インキュ
ベーター内で 37℃、5％ CO2 存在下で行った。

3．定量的リアルタイムPCR
　マウス骨髄細胞および RAW264.7 細胞を RANKL存
在下にてα2アドレナリン作動薬 /拮抗薬の添加の有無
で、37 ℃ で 2-4 日 間 培 養 後、RNeasy Plus mini kit
（Qiagen、Germantown、MD、USA） を 用 い て 全
RNA を抽出した。逆転写は、high-capacity cDNA 
reverse transcription kit（Applied Biosystems、
Carlsbad、CA、USA）を用いて行った。定量的リアル
タイム PCRは THUNDERBIRD SYBR qPCR mix kits
（TOYOBO、大阪、日本）を用いて、TaKaRa Thermal 
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Cycler Dice Real Time System IIIにて行った。
　PCRのサイクル条件は、95℃で 10 分間の初期変性を
行った後、95℃で 15 秒間の変性反応および 60℃で 1分
間の伸長反応を 40 サイクルで行なった。表1に列挙し
た PCR プ ラ イ マ ー を 用 い て、NFATc1、TRAP、
cathepsin K およびα2A-、α2B-、α2C-AR の mRNA
の発現レベルを評価した。その際、glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase（GAPDH）を内部標準とし
て各遺伝子の発現量を補正した。PCR結果は、2-ΔCq（図
1）および 2-ΔΔCq（図2-6）法を使用して解析した 23）。

4．破骨細胞形成と tartrate-resistant acid phosphatase
（TRAP）染色

　マウス骨髄細胞を 12well plateと 60mm dishに、そ
れぞれ 1.2x105 と 1.0x106 個の細胞を播種し、10ng/ml
マクロファージコロニー刺激因子（macrophage colony-
stimulating factor、M-CSF; PeproTech、Rocky Hills、
NJ、USA）存在下にて 37℃で 3日間培養し、接着細胞
を破骨細胞前駆細胞として使用した 22）。 
　これらの細胞は、10ng/mlの M-CSFと 50ng/mlの
RANKL（PeproTech）存在下にて培養した。5-20μMの
guanabenz（R&D Systems、Minneapolis、MN、
USA） ま た は 10-20μM の xylazine（Sigma-Aldrich; 
Merck KGaA、Darmstadt、Germany）は RANKL と
同時に添加され、10-20μMの clonidine（Sigma-Aldrich; 
Merck KGaA）は RANKLと同時または RANKL添加
1日後に添加された。
　RANKL処理 60 時間後、細胞を室温にて 10%ホルマ
リン中性緩衝液で固定した。その後、Naphthol AS-MX 
phosphate、Fast Red Violet LB Salt、塩化マンガン、
酒石酸ナトリウムを含む酢酸ナトリウム緩衝液（0.1M、
pH5）を 37℃で 60 分間反応させ、TRAP染色を行った。

3つ以上の核を持つ TRAP陽性細胞を TRAP陽性の多
核細胞として、その数を測定した。TRAP陽性細胞は光
学 顕 微 鏡（ 拡 大 率、x100; Zeiss AG、Oberkochen、
Germany）を用いて計数した。
　qPCR解析のため、RAW264.7細胞を60mm dishに1.0x105

個 播 種し、25ng/mlの RANKL 存 在 下 で、10-20μM 
の yohimbineまたは idazoxan（Sigma-Aldrich; Merck 
KGaA）の存在下または非存在下、および 5-20μMの
guanabenz、10-20μM の clonidine または xylazine の
存在下または非存在下で 2-4 日間 37℃で培養した。

5．ウエスタンブロット解析
　プロテアーゼ阻害剤（Santa Cruz Biotechnology、Inc.、
Dallas、TX、USA）とホスファターゼ阻害剤（Merck 
KGaA）を含む1x radoimmunoprecipitation assay（RIPA）
バッファにて、RAW264.7 細胞を溶解した。抽出されたタ
ンパク質を Pierce bicinchoninic acid protein assay kit
（Thermo Fisher Scientific、Inc.）を用いて定量し、それ
らを10% SDSゲルで分離後、Immobilon-P membranes
（EMD Millipore、Billerica、MA、USA）に転写した。そ
の後、そのメンブレンは、1%スキムミルク（Bio‐Rad 
Laboratories、Inc.、Hercules、CA、USA）を用いて、4℃
で一晩中ブロッキング処理された。次に、eukaryotic 
translation initiation factor 2α（eIF2α; cat. no. 9722; 
Cell Signaling Technology、Inc. Danvers、MA、USA）、
リン酸化された（p）-eIF2α（cat. no. PA1‐26686; Thermo 
Fisher Scientific、Inc.）、β- ア ク チ ン（cat. no. A5441; 
Sigma-Aldrich; Merck KGaA）に対する抗体を室温で 1
時間インキュベートした後、HRP標識された抗ウサギまた
は 抗 マ ウ ス IgG 抗 体（cat. nos. 7074、7076; Cell 
Signaling Technology、Inc.）を室温で 45分間インキュベー
ションした。タンパク質の発現レベルは、SuperSignal 

表 1．本研究で使用したリアルタイムPCRプライマーの塩基配列

gene forward primer backward primer

α2A-AR 5’- GGTGTGTTGGTTTCCGTTCT -3’ 5’- CGGAAGTCGTGGTTGAAGAT -3’

α2B-AR 5’- TCGGAGAGGCTAATGGACAC -3’ 5’- TCTTCAGCTCCCTTCTCTGC -3’

α2C-AR 5’- CATGGGCGTGTTCGTACTGT -3’ 5’- CAGGCCTCACGGCAGATG -3’

cathepsin K 5’- CAGCTTCCCCAAGATGTGAT -3’ 5’- AGCACCAACGAGAGGAGAAA -3’

NFATc1 5’- GGTGCTGTCTGGCCATAACT -3’ 5’- GCGGAAAGGTGGTATCTCAA -3’

TRAP 5’- TCCTGGCTCAAAAAGCAGTT -3’ 5’- ACATAGCCCACACCGTTCTC -3’

GAPDH 5’- TGCACCACCAACTGCTTAG -3’ 5’- GGATGCAGGGATGATGTTC -3’
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図 1　RAW264.7 およびマウス骨髄細胞由来マクロファージにおけるα2-ARs の mRNA発現レベル
RAW264.7およびマウス骨髄細胞由来マクロファージを、RANKL（RAW264.7：25ng/ml、マクロファージ：50ng/ml）の存在下で、
α2-ARs（α2A-、α2B-、α2C-AR）のmRNA発現レベルを測定した。
（A） RAW264.7におけるα2-ARsのmRNA発現レベル（Day 0、2、4; n=3）
（B） マウス骨髄細胞由来マクロファージにおけるα2-ARsのmRNA発現レベル（Day 0、2; n=3）
データは平均値±S.D.で表した。
* : Day 0群に対して、p＜0.05  ** : Day 0群に対して、p＜0.01
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図 2　guanabenz 添加による破骨細胞関連遺伝子への影響
RAW264.7およびマウス骨髄細胞由来マクロファージを、RANKL（RAW264.7：25ng/ml、マクロファージ：50ng/ml）の存在下で
guanabenzの添加あるいは非添加で、2日間培養後、RNAを回収し、破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）の
mRNA発現レベルを測定した。
（A） RAW264.7における破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル（n=4）
（B） マウス骨髄細胞由来マクロファージにおける破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル（n=4）
データは平均値±S.D.で表した。RANKLおよび guanabenz非添加群を 1とした。
*：RANKL単独添加群に対して、p＜0.05  **：RANKL単独添加群に対して、p＜0.01

基盤論文参照

(BIOMEDICAL REPORTS 8, 407-416, 2018)

基盤論文参照

(BIOMEDICAL REPORTS 8, 407-416, 2018)
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図 3　clonidine 添加による破骨細胞関連遺伝子への影響
RAW264.7およびマウス骨髄細胞由来マクロファージを、RANKL（RAW264.7：25ng/ml、マクロファージ：50ng/ml）の存在下で
clonidineの添加（RANKLと同時添加または RANKL添加１日後に添加）あるいは非添加で、2または 4日間培養後、RNAを回収し、
破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベルを測定した。
（A） RAW264.7における破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル（Day 2; n=4）
（B） RAW264.7における破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル（Day 4; n=4）
（C）  マウス骨髄細胞由来マクロファージにおける破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル 

（Day 2; n=4）
（D）  Day 1で clonidineを添加した時のマウス骨髄細胞由来マクロファージにおける破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、

cathepsin K）のmRNA発現レベル（Day 2; n=4）
データは平均値±S.D.で表した。RANKLおよび clonidine非添加群を１とした。
*：RANKL単独添加群に対して、p＜0.05  **：RANKL単独添加群に対して、p＜0.01
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West Femto Maximum Sensitivity Substrate（Thermo 
Fisher Scientific、Inc.）を用いて測定した。バンドの強度
を測定するために、イメージは luminescent image 
analyzer（LAS-3000; Fujifilm、Tokyo、Japan）でスキャ
ン し、Image J v1.48（National Institutes of Health、
Bethesda、MD、USA）を用いて定量した。

6．統計分析
　得られた実験データは平均値と標準偏差で示し、 統計的
な有意差の検定にはStudentの t検定を使用した。p＜0.05
を統計的有意差ありと判定した。

Ⅲ．結　　　　果
1．破骨細胞（破骨細胞前駆細胞）におけるα2-ARs の
mRNA発現

　α2A-、α2B-、α2C-ARの遺伝子の発現レベルを検
討した結果、全てのサブタイプのα2-ARsの発現が認め
られた （図1）。しかし、RAW264.7 とマウス骨髄細胞由
来マクロファージでは、RANKL添加によるα2-ARの

発現への影響が異なった。RAW264.7 では、RANKL添
加前後で、α2-ARsの発現レベルに有意な変化が認めら
れなかった （図1A）。一方、マウス骨髄由来マクロファー
ジ で は、α2A- お よ びα2C-AR の 発 現 レ ベ ル が、
RANKL添加によって低下し、α2B-ARの発現レベル
は RANKL添加によって上昇した（図1B）。

2．α2-ARs 作動薬による破骨細胞関連遺伝子への影響
　RAW264.7 およびマウス骨髄細胞マクロファージにお
いて、RANKL添加 2日後では、NFATc1、TRAPおよ
び cathepsin Kの遺伝子の発現レベルは、RANKL単独
添加群に対し、RANKLと 5-20μMの guanabenzの同
時添加群で有意に抑制された（図2）。RAW264.7 細胞に
おいて、RANKL添加 2日または 4日後では、RANKL
と 20μMの clonidineの同時添加群における NFATc1、
TARPおよび cathepsin Kの発現が抑制された（図3A、
B）。また、マウス骨髄細胞由来マクロファージでも、
10-20μMの clonidineを RANKLと同時に添加すると、
RANKL添加 2日後で破骨細胞関連遺伝子の発現が有意
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図 4　xylazine 添加による破骨細胞関連遺伝子への影響
RAW264.7およびマウス骨髄細胞由来マクロファージを、RANKL（RAW264.7：25ng/ml、マクロファージ：50ng/ml）の存在下で
xylazineの添加あるいは非添加で、2日間培養後、RNAを回収し、破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）の
mRNA発現レベルを測定した。
（A） RAW264.7における破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル（n=4）
（B） マウス骨髄細胞由来マクロファージにおける破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベル（n=4）
データは平均値±S.D.で表した。RANKLおよび xylazine非添加群を 1とした。
*：RANKL単独添加群に対して、p＜0.05  **：RANKL単独添加群に対して、p＜0.01
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図 5　guanabenz、clonidine による破骨細胞関連遺伝子の発現抑制作用に対する yohimbine の影響
RAW264.7を 25ng/mlの RANKLと guanabenzまたは clonidineの存在下で yohimbineの添加あるいは非添加で、2日間培養後、
RNAを回収し、破骨細胞関連遺伝子（NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベルを測定した。
（A） guanabenzの破骨細胞関連遺伝子の発現抑制作用に対する yohimbineの影響（n =4）
（B） clonidineの破骨細胞関連遺伝子の発現抑制作用に対する yohimbineの影響 （n =4）
（C） yohimbine単独添加による影響（n = 4）
データは平均値±S.D.で表した。RANKL、α2-AR 作動薬（guanabenzまたは clonidine）および yohimbine非添加群を 1とした。
*：RANKL および guanabenz添加群に対して、p＜0.05  ** : RANKL および guanabenz添加群に対して、p＜0.01
#：RANKL および clonidine添加群に対して、p＜0.05  ## : RANKL および clonidine添加群に対して、p＜0.01
$：RANKL 単独添加群に対して、p＜0.05  $$：RANKL 単独添加群に対して、p＜0.01
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図 7　α2-ARs 作動薬による破骨細胞分化に対する影響
マウス骨髄由来マクロファージを 50ng/mlの RANKLの存在下でα2-ARs作動薬の添加あるいは非添加で、60時間培養後、TRAP
染色を行い、3つ以上の核を持つ TRAP陽性細胞数を計数した。
（A） guanabenz添加による TRAP陽性細胞数の変化（n=3）
（B） clonidine添加による TRAP陽性細胞数の変化（n=3）
データは平均値±S.D.で表した。RANKLおよびα2-AR 作動薬（guanabenzまたは clonidine）非添加群を 1とした。
*：RANKL単独添加群に対して、p＜0.05  **：RANKL単独添加群に対して、p＜0.01

図 6　guanabenz による破骨細胞関連遺伝子の発現抑制作用に対する idazoxan の影響
RAW264.7を 25ng/mlの RANKLと guanabenzの存在下で idazoxanの添加あるいは非添加で、2日間培養後、RNAを回収し、破
骨細胞関連遺伝子 （NFATc1、TRAP、cathepsin K）のmRNA発現レベルを測定した。
データは平均値±S.D. n=4で表した。RANKL、guanabenzおよび idazoxan非添加群を 1とした。
*：RANKLおよび guanabenz添加群に対して、p＜0.05  **：RANKLおよび guanabenz添加群に対して、p＜0.01
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に抑制された（図3C）。しかし、clonidineの添加を
RANKL添加 1日後にした場合、RANKL添加 2日後で
の破骨細胞関連遺伝子の発現抑制作用は示されなかった
（図3D）。また、20μMの xylazineを RANKLと同時に
添加することで、RAW264.7 およびマウス骨髄細胞由来
マクロファージにおける破骨細胞関連遺伝子の発現抑制
が認められた（図4）。

3．α2-ARs 作動薬による破骨細胞関連遺伝子抑制作用
に対するα2-ARs 拮抗薬の影響

　guanabenzおよび clonidine添加による破骨細胞関連
遺伝子の発現抑制作用は、20μMの yohimbine（図5A、B）
および 20μMの idazoxan（図6）の添加で有意に減弱し
た。以上の結果より、α2-ARs作動薬の作用をその拮抗
薬が抑制することが示され、α2-ARは破骨細胞関連遺
伝子の発現に関与していることが示唆された。また、
yohimbine単独添加でも破骨細胞関連遺伝子の発現を
有意に上昇させた（図5C）。

4．α2-ARs 作動薬による破骨細胞分化に対する影響
　TRAP陽性多核細胞数は 5-20μMの guanabenzおよ
び 10、20μMの clonidine添加により濃度依存的に減少
した。この結果より、α2-ARs作動薬は、破骨細胞形成
を抑制することが示された（図7）。

5．α2-ARs 作動薬による eIF2αのリン酸化への影響
　guanabenzは eIF2αの脱リン酸化を阻害することで
破骨細胞分化を抑制することが知られている 24－26）。そ
こで、clonidine、xylazineが eIF2αの脱リン酸化を阻
害するのかを RAW264.7 を用いて検討した。ウエスタ
ンブロット解析の結果、20μMの guanabenz添加で
p-eIF2α が 増 加 し た。 一 方、20μM の clonidine、
xylazine添加では p-eIF2αのレベルに影響を及ぼさな
かった（図8）。

Ⅳ．考　　　　察
　本研究では、α2-ARs 作動薬である guanabenz、
clonidine、xylazineが、RAW264.7 およびマウス骨髄
由来マクロファージにおいて、破骨細胞関連遺伝子
（NFATc1、TRAP、cathepsin K）の発現レベルを抑制し、
TRAP陽性多核細胞数を減少させることが示された。ま
た、α2-ARs拮抗薬である yohimbine、idazoxanは、
α2-ARs作動薬による破骨細胞関連遺伝子の抑制効果を
減弱した。clonidineと xylazineの結果と比較して、
guanabenzによる破骨細胞関連遺伝子のmRNAレベル
の抑制作用は強く認められた。この理由としては、
guanabenzは eIF2αの脱リン酸化阻害作用をもつため、
その作用による破骨細胞分化抑制の増強が考えられる。
　α2-ARs 拮抗薬として知られている yohimbine、
idazoxan27）を 用 い て、α2-ARs 作 動 薬 guanabenz、

図 8　guanabenz による eIF2αの脱リン酸化阻害作用
RAW264.7を 25ng/mlの RANKLと guanabenzまたは clonidine、xylazineの存在下で eIF2αのリン酸化レベルをウエスタンブロッ
ト法にて測定した。
（A） guanabenz、clonidineまたは xylazineによる eIF2αのリン酸化への影響
（B） eIF2αのリン酸化レベルを（p-eIF2α）/（total eIF2α）で算出した
データは平均値±S.D.で表した。RANKLおよびα2-AR 作動薬（guanabenz、clonidineおよび xylazine）非添加群を 1とした。
*：RANKL単独添加群に対して、p＜0.05
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clonidineの効果を拮抗することができるのかを検討し
た。その結果、α2-AR作動薬による破骨細胞関連遺伝
子の発現抑制効果は、yohimbine、idazoxan添加によっ
て減弱した。興味深いことに、yohimbine単独添加で
も破骨細胞関連遺伝子の発現が上昇した。アドレナリン
受容体、ヒスタミン受容体、アデノシン受容体などの
GPCRsは、作動薬が存在しない状態でも持続的に活性
化されており、それらの受容体の拮抗薬を添加すること
で、その活性が低下するという報告があり、このような
拮抗薬は inverse agonistと呼ばれる 28－32）。 例えば、
アデノシン A1 受容体は破骨細胞前駆細胞で恒常的に活
性化されており、その拮抗薬である rolofyllineを添加
すると、inverse agonistとして作用し、破骨細胞の分
化を抑制することが報告されている 32）。よって、
yohimbine単独添加による破骨細胞関連遺伝子の
mRNAの上昇は、yohimbineが inverse agonistとして
作用した可能性があると考えられる。
　guanabenz、clonidine、xylazine は 全 てα2-ARs 作
動薬であるが、異なる特性を合わせもつ。guanabenz
は eIF2αの脱リン酸化を阻害し、小胞体ストレスを軽
減する働きをもち、その結果、破骨細胞関連遺伝子の発
現、および破骨細胞分化を抑制する 24－26）。ウエスタン
ブロット解析では、RAW264.7 に guanabenzを添加す
ると p-eIF2αの発現レベルが上昇するが、clonidineや
xylazineを添加しても、そのリン酸化レベルに対して
は影響を及ぼさなかった。以上の結果より、guanabenz
はα2-ARs作動薬であるとともに、eIF2αの脱リン酸化
阻害剤としても作用し、その結果、clonidine や
xylazineと比較して、破骨細胞関連遺伝子の発現レベ
ルや破骨細胞分化に対して強い抑制効果をもたらしたと
考えられる。
　破骨細胞前駆細胞では、RANKLが c-AMPを上昇さ
せることが報告されており、clonidine、guanabenzの
α2-ARsを介した破骨細胞分化抑制機構に、c-AMPが
関与している可能性がある 33）。c-AMP の上昇は
exchange protein directly activated by cAMP（EPAC）
の活性を増加させ 34, 35）、その結果、NF-кBの核内移行
によって破骨細胞の分化を促進させることが知られてい
る 33）。さらに、アデニル酸シクラーゼの活性化により
上昇する cAMPが、破骨細胞分化促進に関与する c-Fos
の発現を増加させることが見出されている 36, 37）。
α2-ARsが、アデニル酸シクラーゼを抑制し、c-AMP
を減少させること 21）、 clonidine、guanabenzが c-Fos
の発現を低下させることより 25, 38）、α2-ARs作動薬は、

RANKLで誘導される c-AMPの上昇を減弱させ、破骨
細胞分化を抑制すると考えられる。
　本研究では、clonidineが破骨細胞分化に対して抑制
的に作用することを示したが、その詳細は十分には明ら
かになっていない。マウス骨髄細胞に対する clonidine
添加によって TRAP陽性破骨細胞数が増加し、α2A- お
よびα2C-ARノックアウトマウスにおける clonidine添
加では、TRAP陽性破骨細胞数に変化を示さなかったと
いう報告がある 7）。また、CD14 陽性破骨細胞前駆細胞
において、clonidine添加による TRAP陽性破骨細胞数
には変化を示さなかったという報告もある 39）。これら
の研究で用いた実験条件との主な相違は、clonidineの
添加時期である。本研究では、RANKLと同時に、もし
くは RANKL添加 1日後に添加しているのに対し、こ
れまでの報告では RANKL添加 2日後、もしくは 11 日
後に添加していた 7, 39）。本研究において、RANKLと
clonidineを同時に添加した場合は、NFATc1、TRAP、
cathepsin K の mRNA 発 現 を 抑 制 し た。 し か し、
RANKL添加 1日後に clonidineを添加した場合は、そ
れらの mRNA の発現に影響を及ぼさなかった。
RANKL 添加 2 日 後 では、α2A- お よ びα2C-AR の
mRNAの発現が低下することより、clonidineの破骨細
胞分化抑制作用は、添加する時期のα2A- および 
α2C-ARのmRNAの発現レベルに依存すると考えられ
る。
　本研究では、RAW264.7 およびマウス骨髄細胞由来マ
クロファージを用いて、α2ARs作動薬の添加によって
破骨細胞前駆細胞の破骨細胞分化を抑制することを示し
たが、本研究は in vitroの実験のみであり、将来的に臨
床応用を考えるのであれば、動物実験も必要であると考
えている。

Ⅴ．まとめ
　本研究によりα2-ARsの発現が、RAW264.7 細胞株お
よびマウス骨髄由来マクロファージにおいて認められ、
α2-ARs作動薬が、破骨細胞への分化初期に影響を与え、
その結果、破骨細胞を減少させることが示された。以上
の結果より、α2-ARsが破骨細胞分化を抑制的に制御し
ていることが示唆された。
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