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抄録 

本研究の目的は，メカニカルストレスを想定したハイドロキシアパタイト（Hap）ブロッ

クによる圧縮力が骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）に与える影響を明らかにすることで

ある．ポリスチレンディッシュで培養後に細胞上に Hap を静置することにより圧縮力を負

荷した群（UH 群）とディッシュ上に静置した Hap 上で細胞を培養後に Hap を反転し圧縮

力を負荷した群（OH 群）を実験群とし，ディッシュ上で通常培養したものをコントロール

群（C 群）とした．各群とも confluence 後に圧縮力を負荷し，1，2 および 3 日間培養行い，

総蛋白質量の測定と，Alkaline Phosphatase (ALP)，Osteocalcin（Oc)，RANKL，OPG の

mRNA 発現量を real-time PCR 法にて定量した．総蛋白質量は，UH 群，OH 群とも経時

的に増加したが，C 群と比較し有意に低い値を示したことから，細胞増殖の抑制が示され

た．UH 群においては，Oc と ALP の遺伝子発現は経時的に増加したが，Oc は 3 日後，ALP

はいずれの時点においても，C 群に比較し有意に低い値を示した．RANKL は経時的に増加

しC群に比較し有意に高い値を示したが，OPGは有意に低い値を示した．以上の結果から，

骨芽細胞の分化は抑制され破骨細胞の分化が促進される可能性が示唆された．一方，OH 群

においては，Oc と ALP は経時的に増加し，Oc では負荷 3 日後，ALP ではいずれの計測時

点においても C 群に比較し有意に高い値を示し，RANKL は経時的に減少し C 群に比較し

有意に低い値を示したことから，UH 群と異なり，骨芽細胞の分化が促進され破骨細胞の分

化は抑制される可能性が示唆された．以上より，MC3T3-E1 細胞に対する Hap による圧縮

力は，細胞増殖を抑制すること，また圧縮力の方向は骨形成に関する機能発現と破骨細胞の

分化に影響を与えることが示唆された． 

 

緒言 

生体においては，様々な組織や細胞が力学的負荷（メカニカルストレス）を受けている．

特に，骨組織においては，メカニカルストレスは，恒常性を保つには，重要であり，骨には

生理的なメカニカルストレスの幅（physiological window）を感知するメカノセンサーが存

在すると考えられている 1,2）．長期間の寝たきり状態やギブスによる固定などによりメカニ

カルストレスが減少した状態では，骨量や骨密度が低下すること 3），また，運動などの適度

なメカニカルストレスは骨形成を促進し，骨量や，骨密度が上昇することが報告されている

4-6）．すなわち，メカニカルストレスの持続的負荷が一定期間内に繰り返されることが骨の

構造と機能の維持に必要であり，Frost により，これらのメカニズムを説明する仮説として

メカノスタット説（mechanostat theory）が提唱されている 7）．また，インプラント治療に

おいても，適切な咬合力の負荷はインプラント周囲骨の形成を促進し，過大な咬合力はイン

プラント周囲の骨組織を吸収し，オッセオインテグレーションの喪失につながることが報

告されている 8）． 

このように，歯科臨床においてもメカニカルストレスは，考慮すべき重要な因子であること

から，メカニカルストレスが骨芽細胞に与える影響については，多くの研究がなされている．



動物実験 9,10）に加えて，培養細胞を用いてメカニカルストレスが細胞に受容される分子機

構を解明しようとする研究も行われている．細胞にメカニカルストレスを加える方法とし

ては，液流を与えて細胞に刺激を加える fluid shear stress11-13），培養基質への伸縮力の負

荷 14,15），ガラスシリンダーを用いた圧縮力の負荷 16-18）などがなされている．メカニカルス

トレスを加えることにより，細胞内 Ca2＋濃度が上昇し，ALP や Osteocalcin などの遺伝子

発現に影響を与えることが報告されている 19-21）． 

近年，インプラント臨床において埋入即時荷重負荷がなされている 22）が，十分な基礎的研

究はなされていない．また，骨芽細胞に対する伸展に関する研究 23）はなされているが，臨

床における機能力はむしろ圧縮に近いメカニカルストレスと考えられる．すなわち，圧縮力

に対しての持続的影響や方向が重要であると考えられるが，これらに関する研究はなされ

ていない．我々は，生体適合性が高く，特に骨組織との適合性が高いため，歯科臨床におい

て骨補填材として使用されることが多いハイドロキシアパタイト（以下 Hap とする）を用

いてメカニカルストレスを与えることに着目した．Hap はその組成が骨組織の無機成分と

近似しており，材料表面に骨の添加性の沈着が起こり，骨基質と明瞭な骨性癒着をすること

が報告されている 24,25）．本研究では，骨補填材として使用されている Hap を用いることで

臨床におけるメカニカルストレスを想定し，Hap ブロックの重さによる圧縮力が骨芽細胞

様細胞（MC3T3-E1 細胞）の分化に与える影響について検討した． 

 

材料と方法 

1. 細胞と細胞培養 

骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）を使用した 26,27）．培養液は，10％牛胎児血清（HyClone 

Laboratories），284 µM L-アスコルビン酸 2-リン酸（Sigma-Aldrich），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: 和光

純薬工業）を用い（以下αMEM 培地とする），37 ℃，5 ％ CO2 条件下にて培養を行い，

培養液は培養 1 日毎に交換した． 

2. メカニカルストレスの負荷方法 

メカニカルストレスとして圧縮力を用い，圧縮力には Hap ブロックを使用した．Hap ブ

ロックは直径 13 mm，高さ 2 mm，重さ 0.8 g ，気孔率 0 %，円柱（HOYA）を使用した

（圧縮力は重さ/面積より約 60 Pa となる）．圧縮力は以下の異なる 2 通りの方法で作用さ

せた． 

実験① 

24 穴ポリスチレンディッシュ（Corning，Falcon Tissue Culture Plate 24-well）に 1 穴

あたり 1×105 個の細胞密度で播種し，2 日間培養を行い，confluence となったことを確認

し，この時点を 0 日目とし，Hap ブロックを静置することにより持続的に圧縮力を負荷し

た（以下 UH 群とする）． Hap ブロックを静置せずポリスチレンディッシュ上に培養した

ものをコントロールとした（以下 C 群とする）．圧縮力負荷後，1，2 および 3 日間培養し



た（図 1）． 

実験② 

24穴ポリスチレンディッシュにHapブロックを静置し，その上に 1×105個細胞播種し，

confluence となったことを確認し，この時点を 0 日目とし，細胞が付着している Hap ブロ

ックを反転することにより圧縮力を負荷した（以後 OH 群とする）．Hap ブロックを静置せ

ずポリスチレンディッシュ上で細胞培養したものをコントロールとした．圧縮力負荷後，1，

2 および 3 日間培養した（図 2）．  

3. 評価項目 

1） 総蛋白質量の測定 

総蛋白質量の測定は，Micro BCA Protein Assay Reagent（サーモフィッシャーサイエン

ティフィック）を用いてメーカーの指示する方法に従い測定した．サンプルは 560nm の吸

光度で測定し，吸光度の測定には MIDROPLATE READER（Bio RAD）を使用した． 

2） Real-time PCR 

Osteocalcin（Oc），Alkaline Phosphatase（ALP），Receptor activator of nuclear factor-

κB（RANK）-ligand（RANKL），Osteoprotegerin（OPG）遺伝子の発現について分析を

行った． RNA 抽出には Trizol（Life Technologies）を用い，総 RNA 量を各サンプルで調

整後，ReverTra Ace reverse transcriptase（東洋紡）と Oligo d（T）primer（東洋紡）を

用いて逆転写反応を行い，EagleTaq Master Mix with RDX（ロシュ）により cDNA を合

成した．real-time PCR は ABI7300（Applied Biosystems）を用いて増幅産物を定量した．

mRNA の発現量は，Glyceraldehyde 3-phosohate dehydrogenase （GAPDH） mRNA の

発現量を用いて標準化した．プライマーは以下の Taq-man® gene expression assay（ABI），

Oc（Mm00470030_m1），ALP（Mm00475834_m1），RANKL（Mm00441906_m1），OPG

（Mm01205928_m1）および GAPDH（Mm99999915_g1）を用いた． 

4. 統計学的分析 

 総蛋白質量，mRNA 発現量におけるデータは，2 群間における統計処理に Student,s t-

test を用いて統計学的処理を実施し，p<0.05 以下を統計学的に有意とした．グラフは平均

値±SD で示した． 

 

結果 

1. 総蛋白質量について 

実験①における総蛋白質量は，UH 群，C 群とも経時的に増加した．UH 群は，負荷 1 日

後では C 群との間に有意差を認めなかったが，負荷 2 日後および 3 日後では，C 群に比較

し有意に低い値を示し，負荷２日後では C 群と比較し UH 群では約 70%の値であり，負荷

3 日後では約 65%であった（図 3-A）．実験②における総蛋白質量は，OH 群，C 群とも経

時的に増加し，負荷 1 日後から OH 群は C 群に比較し有意に低い値を示した．負荷 1 日後

では C 群と比較し OH 群では約 70%に，負荷 2 日後および 3 日後では約 50%の値を示した



（図 3-B）． 

2. 遺伝子発現の解析 

実験①において Oc の発現は，C 群においては経時的に増加したが，UH 群では負荷 1 日

後から負荷 2 日後では増加したが，負荷 2 日後から負荷 3 日後では減少し，負荷 3 日後で

は UH 群は C 群に比較し，有意に低い値を示した（図 4-A）．ALP の発現は，UH 群，C 群

とも経時的に増加し，負荷 1，2 および 3 日後いずれの計測時点においても UH 群は C 群

に比較し有意に低い値を示した（図 4-A）．RANKL の発現は，C 群においては経時的に減

少したが，UH 群では経時的に増加した．負荷 1 日後では UH 群は C 群に比較し有意に低

い値を示したが，負荷 2 日後および 3 日後では，UH 群は C 群に比較し有意に高い値を示

した（図 4-B）．OPG の発現は，負荷 1，2 および 3 日後いずれの計測時点においても UH

群は C 群に比較し有意に低い値を示した（図 4-B）．RANKL/OPG は，C 群においては経時

的に減少したが，UH 群では経時的に増加し，負荷 2 日後および 3 日後では，UH 群は C 群

に比較し有意に高い値を示した（図 4-C）． 

実験②において Oc の発現は，OH 群，C 群とも経時的に増加し，負荷 1 日後および 2 日後

では有意差は認めなかったが，負荷 3 日後では，OH 群は C 群に比較し，有意に高い値を

示した（図 4-D）．ALP の発現は，OH 群，C 群とも経時的に増加したが，負荷 1，2 およ

び 3 日後いずれの計測時点においても OH 群は C 群に比較し有意に高い値を示した（図 4-

D）．RANKL の発現については，OH 群，C 群とも経時的に減少したが，負荷 1，2 および

3日後いずれの計測時点においてもOH群はC群に比較し有意に低い値を示した（図4-E）．

OPG の発現については，C 群では経時的に減少したが，OH 群では継時的な変化は認めな

かった．また，両群を比較しても有意差は認められなかった（図 4-E）．RANKL/OPG は，

OH 群，C 群ともに経時的に減少したが、両群を比較しても有意差は認められなかった（図

4-F）． 

 

考察 

UH 群，OH 群ともに総蛋白量は，confluence 時に比較し増加したが，対照群と比較し有

意に低い値を示したことから，細胞に対する圧縮力は，方向に関係なく，細胞死には至らな

いものの，細胞増殖を抑制することが示された．骨芽細胞の増殖と圧縮力について，長尾ら

16）は，MC3T3-E1 細胞にガラスシリンダーにて 294 Pa の持続的圧縮力を 24 時間与え，細

胞増殖能に有意差はないと報告している．本研究とは，圧縮力を負荷する物質と圧縮力の大

きさは異なるが，負荷する方向は同じであり，本研究における UH 群の 1 日後と同様の結

果を報告している．一方，Iwasaki28）らは，MC3T3-E1 細胞にガラスシリンダーにて 294 

Pa の持続的圧縮力を 24 時間負荷し，骨芽細胞の増殖は抑制されることを報告しており，

圧縮力と骨芽細胞増殖の関係について一定の見解が得られていない．今回の研究において

は，１日後から 3 日後まで増殖抑制の傾向は経時的に強くなっていることが示された．し

かし，UH 群においては 1 日後では有意差が認められなかったことから，細胞に対する圧縮



力の方向は増殖に関係することが示唆された．以上から，細胞増殖には圧縮力の方向や持続

期間も影響する可能性があることが示唆された．  

 骨芽細胞は，分化が進むとともに，ALP，Oc と順次発現していくことが報告されており

29），培養初期に ALP の発現増加が起こり，培養後期に Oc のような骨芽細胞マーカーの増

加が生じる 30）．今回の研究結果でも，対照群からは，同様の結果が得られている．しかし，

UH 群では，ALP は経時的に発現が増加しているが，対照群と比較し測定したいずれの時

点においても有意に低い値を示した．これは，圧縮力が負荷された場合，負荷されない場合

に比較し分化における早期から後期に至るまで分化が抑制されることを示唆するものと考

えられる．長尾ら 16）は，圧縮力の大きさを変化させて ALP の遺伝子発現の影響を検討し，

294 Pa が最も ALP の発現を上昇させたとし，本研究の結果とは異なる報告をしている．圧

縮力の大きさ，実験方法は異なるため，単純な比較は困難であるが，圧縮力の大きさについ

て，今後の検討課題となる．一方，RANKL は骨芽細胞から産生される破骨細胞分化誘導因

子であり，その受容体である RANK を発現する破骨細胞の前駆細胞を刺激して成熟した破

骨細胞へと分化誘導する破骨細胞の特異的マーカーである 31）．OPG は骨芽細胞から分泌さ

れる RANKL のおとり受容体で RANKL と RANK の結合を妨害し，破骨細胞分化を抑制

する破骨細胞抑制因子である 32）．破骨細胞の分化は RANKL と OPG のバランスにより決

定されると考えられている 31,32）．対照群とは全く対照的な UH 群における RANKL の経時

的上昇，OPG は実験期間を通して対照群と比較し有意に低いこと，さらには RANKL/OPG

の経時的上昇から，持続的圧縮力は，骨芽細胞による破骨細胞抑制を低下させ，破骨細胞分

化の誘導を促進することが示唆された．Koyama ら 17）は，Saos-2 細胞にガラスプレートに

て 24 時間，直接圧縮力を作用させた場合に，RANKL などの破骨細胞分化誘導因子が増加

し，破骨細胞分化が促進されることを報告している．上記報告 17）は，圧縮力の負荷後，最

大 24 時間までの観察であるが，本研究では経時的に 3 日後までの経過を観察し，骨芽細胞

の増殖と分化の抑制，骨芽細胞による破骨細胞抑制の低下，破骨細胞分化の促進誘導という

同様の結果を得た． 

 圧縮力の方向に対する影響を検討するため，Hap ブロック上で細胞を培養後，反転し持

続的圧縮力を作用さる OH 群を作成した．OH 群においては，Oc，ALP は対照群と同様に

経時的に増加したが，Oc では 3 日後，ALP ではいずれの計測時点においても対照群と比較

し有意に高い値を示した．Oc ならびに ALP 発現の増加は，圧縮力の方向を変えると骨芽

細胞の分化が促進されることを示唆している．RANKL も対照群と同様の経時的な変化を

示すとともに，いずれの計測時点においても対照群と比較し有意に低い値を示し，破骨細胞

分化の抑制が示唆されたが，RANKL/OPG の結果からは有意差を認めず，骨芽細胞と破骨

細胞のバランスから骨吸収能において差がないことが示唆された．しかし，本実験について

は圧縮力の方向だけではなく，細胞が接着する基質の違い，即ち UH 群ではポリスチレン，

OH 群では Hap ブロックに細胞が接着しており，その影響も考慮する必要がある．飯島ら

33）は，MC3T3-E1 細胞について滑面と粗面の Hap とポリスチレンを比較し，滑面 Hap は



細胞の増殖を促進するが，ALP 活性については同様であると報告している．この結果から

は，本研究における ALP の遺伝子発現の増加は，Hap という基質の違いだけではなく，細

胞付着面に対する圧縮力の方向が影響を与える可能性が考えられる．つまり，UH 群では

MC3T3-E1 細胞はポリスチレンディッシュ側に細胞付着しており，圧縮力は細胞付着面の

反対側から加わり，OH 群では MC3T3-E1 細胞は Hap ブロック側に細胞付着しており，細

胞付着面側から圧縮力が加わると考えられ，UH 群と OH 群では異なる力が働いたため，異

なる結果が得られたのではないかと示唆される．基質の違いによる影響を検討するため，今

後，Hap 上で培養した細胞に Hap を反転して圧縮力を負荷するといった研究も必要であろ

う． 

 メカニカルストレスに関係する研究として圧縮とは逆の伸展力を与えた研究も数多くな

されている．白川ら 34）は周期的伸展力をヒト歯根膜細胞に加えることにより，骨芽細胞へ

の分化の促進が確認されたと報告しており，川島ら 35）はマウス頭蓋冠縫合部の細胞に持続

的張力を負荷することにより，骨芽細胞の分化の促進を報告している．柄澤ら 24）は MC3T3-

E1 細胞に周期的伸展力を加えることによって，RANKL 発現減少を介して破骨細胞の分化

を抑制すると報告している．これらの伸展力を負荷した実験の結果は，本研究の OH 群の

結果と同様の傾向を示すことは興味深く，メカニカルストレスの方向についてさらなる詳

細な検討が必要と考えられる．  

 

結論 

マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 細胞に，Hap ブロックを用いて直接持続的な圧縮力を

加え，総蛋白質量を測定するとともに，Oc，ALP，RANKL，OPG の mRNA 発現量を分析

し，以下の結果を得た． 

１． MC3T3-E1 細胞に Hap ブロックを用いて直接持続的な圧縮力を加えると細胞増殖が

抑制されることが示された． 

２． MC3T3-E1 細胞に Hap ブロックを用いて直接持続的な圧縮力を加えることにより，

圧縮力の方向は骨芽細胞分化と破骨細胞分化に影響を与え，骨形成に関する機能発現

に影響を与えることが示唆された． 
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付図説明 

図 1．実験①における培養方法 

図 2．実験②における培養方法 

図 3．実験①，②における総蛋白質量測定の結果 

 Hap ブロックを静置することにより持続的に圧縮力を負荷したものを UH 群とした．

Hap ブロックを反転することにより持続的に圧縮力を負荷したものを OH 群とした．対象

群としてポリスチレンディッシュ上で培養したものを C 群とした．圧縮力負荷後，1，2 お

よび 3 日間培養し，それぞれ，UH1，UH2，UH3，OH1，OH2，OH3 とした．圧縮力負

荷せず，1，2 および 3 日間培養し，それぞれ，C1，C2，C3 とした． 

mean±SD，n＝4，p＜0.05（＊） 

A. 実験①における総蛋白質量の経時的変化 

B. 実験②における総蛋白質量の経時的変化 

図 4．実験①，②における各種 mRNA の発現状況 

A. 実験①における Osteocalcin，ALP 遺伝子の発現状況 

B. 実験①における RANKL，OPG 遺伝子の発現状況 

C. 実験①における RANKL/OPG 遺伝子の発現状況 

D. 実験②における Osteocalcin，ALP 遺伝子の発現状況 

E. 実験②における RANKL，OPG 遺伝子の発現状況 

F. 実験②における RANKL/OPG 遺伝子の発現状況 

mean±SD，n＝4，p＜0.05（＊） 

 


