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5北海道歯誌　40：5 ─ 12，2019．

原　著

間歇的な機械的刺激は RAW264.7 細胞において破骨細胞分化を抑制する

抄　録：骨改造において機械的刺激が重要な役割を果たしていることが明らかとなっているが，破骨細胞の分化誘
導系に対し機械的刺激を直接作用させた報告は我々の研究のみである．これまで我々は周期的および持続的な機械
的刺激による破骨細胞分化の抑制に関して報告してきた．本研究では，可撤式矯正装置の間歇的な使用による組織
変化を想定して，間歇的な機械的刺激を加えた場合の破骨細胞分化への影響について検討した．RAW 264.7 細胞
を通法に従い３日間培養した．その後，Flexcell tension system を用い，培養４日目から48時間，伸展率10 %で，
合計刺激時間を24時間とし，1，2，3，4，6，12時間毎にそれぞれ持続的機械的刺激と無刺激とを繰り返し，間歇
的な機械的刺激とした．48時間無刺激としたものを対照群とした．TRAP 染色にて核数ごとに破骨細胞数を測定
し，破骨細胞関連遺伝子の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法にて定量した．全ての実験群では破骨細胞数が
有意に抑制された．また，１時間毎の刺激付与群（１時間群）と12時間毎の刺激付与群（12時間群）を比較する
と，1時間群において総破骨細胞数は有意に抑制された．特に2，3，4核の破骨細胞数が有意に抑制された．両群の 
mRNA 発現量の比較では，DC-STAMP および OC-STAMP，CD47 の発現は１時間群において有意に抑制され
た．12時間群に比べ１時間群では，単核の前破骨細胞同士，および単核の前破骨細胞と２〜４核の小数核の破骨細
胞との融合に関与している CD47 の発現抑制により，２〜４核の破骨細胞数が抑制され，さらに DC-STAMP お
よび OC-STAMP の発現抑制により総破骨細胞数が抑制されることが示唆された．以上から，間歇的な機械的刺
激を付与する回数，時間によって細胞融合因子が抑制され，破骨細胞分化を抑制することが示唆された．
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緒　　　　　言

メカニカルストレスに応答する組織は運動骨格系だけで
はなく生体内に広く分布し，とくに循環器系である血管や
内皮細胞については多くの研究が報告されてきた1，2）．骨
がリモデリングを行い，恒常性を維持するためには，重力や
運動などの適度なメカニカルストレスが必要である3，4）．

歯科矯正治療は，歯牙に対し持続的に矯正力を加えるこ
とで周囲に骨改造が引き起こされ，歯の移動が起こるとい
う原理に基づいて行われている5，6）．骨の反応は歯根膜を
介して伝達され, 歯はその支持組織とともに歯槽骨内を移
動する．歯と歯周組織は咀嚼により間歇的な強い力を受
け，日常的に骨のリモデリングが引き起こされ，その恒常

性が保たれる．また，歯の移動を引き起こすような矯正力
を加えた場合には，組織圧迫側および牽引側では，それぞ
れ周囲組織に存在する線維芽細胞，骨芽細胞などにメカニ
カルストレスとして伝達され，歯槽骨にリモデリングが引
き起こされる7）．

破骨細胞は造血幹細胞由来の多核の巨細胞で，生体内で
唯一骨吸収能を有し，骨のリモデリングにおいて重要な役
割を果たしている．破骨細胞の機能の低下により大理石骨
病が引き起こされ8），機能の亢進により骨粗鬆症や関節リ
ウマチ，歯周疾患が誘発される9，10）．破骨細胞はさまざま
な骨疾患の標的細胞として注目されており，破骨細胞分化
の制御メカニズムの解明は非常に重要である．

これまでに，メカニカルストレスが骨組織に受容，伝達
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される分子メカニズムを解明するため，様々な実験系が
考案され，潅流刺激・圧迫刺激11-14）・伸展刺激15-19）・静
水圧刺激20）・回転刺激21）・振動刺激22-24）などがメカニカ
ルストレスとして用いられている．骨芽細胞や歯根膜由
来線維芽細胞に対してメカニカルストレスを加えた実験
系や，骨芽細胞と破骨細胞を共培養しメカニカルストレ
スを加えた実験は数多く報告されている一方で，破骨細
胞を単独培養して，直接メカニカルストレスを加えた研
究は少ない．Shibata ら16）は，RAW264.7 細胞を３日間
培養し，Flexcell tension system を用い，30 cycle/分，10 
%の伸展率で48時間にわたり機械的刺激を与え，その後
機械的刺激を解放し，破骨細胞の変化について観察した．
その結果，機械的刺激の付与により，破骨細胞の融合は
有意に抑制されたと報告している．Kameyama ら17）は，
RAW264.7 細胞を３日間培養し，Flexcell tension system 
を用い，30 cycle/分，10 %の伸展率で6，12，24時間にわ
たり機械的刺激を与え，短時間刺激を作用させた場合の破
骨細胞の変化について観察した．いずれの条件においても
破骨細胞数の抑制が認められ，特に24時間作用させた場
合に顕著に抑制されたと報告した．その後，上村ら18）は，
Flexcell tension system を用いて持続的な機械的刺激を
直接破骨細胞に与えた場合の破骨細胞の変化を観察した．
RAW264.7 細胞を３日間培養し，その後，5，10，15 %の
伸展率で24時間機械的刺激を持続的に付与した場合，対照
群と比較し，10 %および15 %で有意な破骨細胞数の抑制
を認めた.さらに，刺激付与時間を1，3，6，12 時間/日と
し，２日間刺激を与えた場合，６時間，12時間で有意な破
骨細胞数の抑制が認められた．

歯科矯正の臨床において，日常的に可撤式の装置は選択
される．成長期の患者の成長のコントロールや，マルチブ
ラケット装置での治療後の保定など，その使用目的は多岐
にわたる．我々矯正歯科医は，患者に対し可能な限り長時
間使用するよう協力を要請するが，可撤式であるが故にそ
の協力度は患者自身に委ねられる．また，日中の使用に関
しては，食事や学校，仕事など様々な場面において外す必
要性が出てくることも容易に想像できる．このように，可
撤式の装置は１日の使用の中で，その頻度に個人差はある
ものの，頻回に着脱が繰り返されている．可撤式の装置の
使用においては１日に12時間以上，間歇的な力が歯およ
び歯周組織に加えられることが望ましいとされる．そこで，
合計刺激時間を一定とした場合に，間歇的な機械的刺激
の間隔差が破骨細胞に対しどのような影響を与えるのか，
我々は破骨細胞もメカニカルストレスを感知していると考
え，牽引側歯根膜での破骨細胞の反応を想定して，間歇的
な機械的刺激が破骨細胞の分化に与える影響を検索した．

材 料 と 方 法

１．細胞の培養
破骨細胞の前駆細胞として,マウス腹水由来の単球マク

ロファージである RAW264.7 細胞（RAW 細胞：ATCC 
no, TIB-71TM ; Manassas, VA, USA）を使用した．RAW 
細胞は RANK を発現しており，M-CSF による刺激が無
くとも RANKL の刺激により破骨細胞に分化すること
が可能である．10 %牛胎児血清（Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA）と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, Osaka, Japan）を用いて
培養した．細胞を100 mm スタンダードディッシュ（BD 
Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）上の培地の中で，37 ℃，
5 % CO2 の気相下にて一晩培養し，0.48 mM EDTA 含有 
Dulbecco’s phosphate-buffered saline（Ca2+，Mg2+ 不含）
で洗浄後，細胞を回収した．well底部がシリコーン膜で構
成され，表面をⅠ型コラーゲンコートされたBioFlex plate

（Flexcell International Corp, Burlington, NC, USA）に回
収した RAW 細胞を播種した．細胞密度は，1-well あた
り9.0 × 104 個となるように調整した．破骨細胞を誘導す
るために，細胞を10 %牛胎児血清，2 mM L-アラニル－
L-グルタミン（Wako Pure Chemical），284 µM L-アスコ
ルビン酸2-リン酸（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA），
66.7 µg/ml 硫酸カナマイシンおよび50 ng/ml RANKL

（Oriental Yeast Corp, Tokyo, Japan）を含む α-minimum 
essential 培地（α-MEM ; Wako Pure Chemical）を用い
て37 ℃，5 % CO2 の気相下にて培養した．プレートに 
RAW 細胞を播種した日を培養１日目とし，培養液は培養
２日毎に交換した．

２．Flexcell tension systemの適用
Flexcell tention system は BioFlex plate（6-well, 9.6 ㎠

/well）と台座の間を陰圧にし，細胞が播種されたシリコ
ン膜を伸展することで細胞に対し機械的刺激を与える．

本実験は，Bio Flex plate 上で 37 ℃，5 % CO2 の気
相下にて３日間培養後，FX-3000™ Flexcell Strain Unit

（Flexcell International Corp, Burlington, NC, USA）を用い
て次の条件で機械的刺激を与えた．RAW 細胞をRANKL 
で処理して破骨細胞を誘導した日を１日目とし,培養４日
目から２日間，伸展率10 %で，合計刺激時間を24時間と
し，1，2，3，4，6，12時間毎にそれぞれ持続的機械的刺
激と無刺激とを繰り返し，間歇的な持続的機械的刺激を与
えた（図１）．なお，機械的刺激の付与方法は，これまで
の30 cycle/分のように与える方法を周期的な機械的刺激
とし，今回のような一定時間，同じ力で刺激を与える続け
る方法を持続的な機械的刺激とした．
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３．酒石酸耐性酸性ホスファターゼ（TRAP）陽性細胞数
の計測
細胞を各条件下で培養後，10 %中性ホルマリンにて固

定した．その後，蒸留水で洗浄し，Fast Red Violet LB 
Salt（Sigma Aldrich）を含む TRAP 染色液（pH 5.0）を
用いて TRAP 染色した．光学顕微鏡を用い，２から７核
のそれぞれの細胞数，および残りの多核の破骨細胞を８核
以上として細胞数を計測した．

４．逆転写反応と real-time PCR
培養４日目の１回目の持続的刺激（12時間および１時

間）除去後，15分後，30分後に Trizol（Invitrogen）を用
いて細胞から RNA を回収した．Rever Tra Ace-α FSK-
101（Toyobo, Osak, Japan）にて逆転写反応を行い，1.0 
µg の RNA から cDNA を合成した．real-time PCR は 
ABI7300 を用いた．プライマー（Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA）は以下のものを使用した．NFATc1

（Mm00479445_m1），RANK（Mm00437135_m1），TRAP
（Mm00475698_m1），DC-STAMP（Mm01168058_m1），
OC-STAMP（Mm00512445_m1），CD47（Mm00495011_
m1），syncytin-A（Mm02744887_s1） お よ び GAPDH

（Mm99999915_g1）である．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て2-ΔΔCt 法にて計
算した25，26）．

５．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，２
群間における統計処理には，Student’s t-test を行った．
p<0.05 のときに統計的に有意差を認めるとした．

図１　間歇的な機械的刺激の付与日程
RAW 細胞を RANKL で処理して破骨細胞を誘導した日を１日
目とし，培養４日目から Flexcell tension system を用いて，伸
展率10 %でシリコーン膜を伸展させ機械的刺激を与えた．合計
刺激時間は24時間とし，それぞれ12 h，6 h，4 h，3 h，2 h，1 
h持続的機械的刺激と無刺激を交互に繰り返した．

図２　培養日数別の総破骨細胞数
RAW 細胞を RANKL で処理して破骨細胞を誘導した日を１日
目とし，２〜７日目に10 %中性ホルマリンにて固定した．２
核以上の破骨細胞は３日目で観察されるようになり，６日目を
ピークに７日目にかけて減少した．mean ± SD，n = 4．

結　　　　　果

１．TRAP 陽性破骨細胞数の経時的変化
RAW 細胞を RANKL で処理して破骨細胞を誘導した

日を１日目とし，破骨細胞の分化・融合の経時的な変化に
ついて観察した．培養２日目には破骨細胞は認められなか
ったが，３日目から６日目にかけて細胞数は増加した．６
日目をピークとし，破骨細胞数は減少した（図２）．以上
から，以降の実験については，機械的刺激は４日目〜５日
目に付与することとし，以降の実験日程は６日目を上限と
した．

２．間歇的な機械的刺激が破骨細胞に与える影響
Flexcell tension system を用い，破骨細胞に機械的刺激

を与える際，合計刺激時間が24時間となるように，４日目
から間歇的な機械的刺激を与えた．伸展率は10 %で，機
械的刺激を与えなかった群を対照群とし，対照群の細胞数
を100 %として各実験群の細胞数を比較した．その結果，
対照群に対し，全ての実験群で破骨細胞数は有意に抑制さ
れた．特に１時間毎の刺激付与群（１時間群）で破骨細胞
数が大きく抑制され，12時間毎の刺激付与群（12時間群）
と比較すると，１時間群において総破骨細胞数の増加は有
意に抑制された（図3-A）．特に，２，３，４核の破骨細胞
数が有意に抑制されていた（図3-B）．５，６，７核および
８核以上の破骨細胞数は１時間群と12時間群の間で有意な
差は認められなかった．

３．破骨細胞関連遺伝子の発現
破骨細胞の抑制に差が認められた１時間群と12時間群を

比較するため mRNA 発現量を real-time PCR を用いて，
刺激除去後15分後，30分後に測定した．その結果，DC-
STAMP および OC-STAMP，CD47 の発現量は１時間群
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において有意に抑制されたが，刺激除去後15分後，30分
後のいずれにおいても TRAP，RANK，NAFTc1 および 
syncytin-A の mRNA 発現量においては有意な差を認めな
かった（図4-A，B，C，D）．

考　　　　　察

今回の実験において，機械的刺激は培養開始４日目から
付与し，６日を上限として行った．これは，これまでの研
究において，RAW 細胞から誘導された破骨細胞は培養３
日目に出現し，その後６日目まで増加を続けた後，細胞死
に至ることが報告されてきたためであり27），今回の結果

（図２）からも証明された．Shibata ら，Kameyama らの
実験では，培養４日目から Flexcell tension system の周
期的な機械的刺激を与えており，その伸展率は10 %に設
定されていた16，17）．上村らの実験から，RAW 細胞を用

8
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図３　刺激時間毎の破骨細胞の抑制率
培養４日目から Flexcell tension system を用いて，伸展率10 %
でシリコーン膜を伸展させ機械的刺激を与え，培養６日目に10 
%中性ホルマリンで固定後，TRAP 染色を行った．対照群を100 
%とし各実験群の細胞数を比較した.
Ａ．対照群に比較し，実験群では破骨細胞数は有意に抑制され

た．また，12時間群（12 h）と１時間群（1 h）で比較すると1 
h で有意に抑制を認めた．

Ｂ．核数別の破骨細胞数では,対照群に比較し,全ての実験群にお
いて２，３，４核の破骨細胞は有意に増加が抑制された．特に
２核において抑制された．12 h と1 h で比較すると，２，３，４
核の少数核の破骨細胞は1 h で有意にその増加が抑制された．

mean ± SD，n = 4，p < 0.01（**），p < 0.05 （*）．

図４　破骨細胞関連遺伝子の発現量の変化
培養４日目から伸展率10 %で，それぞれ12 h（12 h MS : □），1 h

（1 h MS : ■）機械的刺激を付与し，刺激除去15分後，30分後に回
収した mRNA の発現量を，real-time PCR 法にて測定した（MS : 
Mechanical Stress）．破骨細胞の融合因子である DC-STAMP，OC-
STAMP，CD47 において，対照群と比べ発現量が有意に減少した

（C，D）．TRAP，RANK，NAFTc1，syncytin-A では対照群に比
べ有意な差を認めなかった（A，B，D）．
mean ± SD，n = 4，p < 0.05 （*）．
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いた破骨細胞の分化誘導系に Flexcell tension system を
用いて持続的機械的刺激を与える場合においても10 %の
伸展率が適当であることが示されたことから18），本研究に
おいても同様の条件を設定した.また，本研究では間歇的
な機械的刺激の影響を観察するため，２日間の刺激付与時
間を合計で24時間とし，各群に刺激を与えた．これは，上
村らの結果から対照群に対し特に12時間群において破骨細
胞の増加が抑制され，また，臨床においても装置の使用
時間は一日に12時間程度を目安とすることが多いためで
ある．今回の結果において，間歇的な機械的刺激により，
２，３，４核の破骨細胞の増加が有意に抑制されたが，５，
６，７核および８核以上の破骨細胞数は有意な差が認めら
れなかった．従って，Flexcell tension system による間歇
的な機械的刺激は，２〜４核の少数核の破骨細胞の増加を
抑制し，総破骨細胞数の減少を引き起こす要因となってい
ることが示唆された．機械的刺激と核数別の破骨細胞数に
ついて報告しているのは上村らのみであり18），少数核の破
骨細胞の分化・融合の抑制に破骨細胞の産生する NO 量
が関与していると報告したが，詳細は不明のままである．

本研究において，12時間群，１時間群の核数別の破骨
細胞数を比較すると，1時間群で２〜４核の破骨細胞数は
増加抑制された．この間歇的な機械的刺激による少数核
の破骨細胞の増加抑制の原因因子を探るために,破骨細胞
のマーカー遺伝子である TRAP，RANK やマスター遺伝
子と言われる NAFTc1 に加え，破骨細胞融合に関連す
る遺伝子であるDC-STAMP，OC-STAMP，CD47および 
syncytin-A に注目した．骨吸収を引き起こすために，破
骨細胞の融合は必須の現象であり，細胞融合において最
も重要な遺伝子は DC-STAMP である．DC-STAMP は
細胞融合の中心的役割を担っており28），樹状細胞，マク
ロファージおよび破骨細胞に存在し，破骨細胞の多核化
に必要不可欠とされている29）．さらに，細胞融合は DC-
STAMP だ け で な く，CD4730-33），syncytin-133，34） お よ
び syncytin-A35，36），OC-STAMP37，38） な ど の 複 数 の 転
写因子により調節されていることが明らかとなってきた．
syncytin-1 はヒト，syncytin-A はマウスに特有であり，
同じ働きをしている．タイムラプスにより破骨細胞の融合
をリアルタイムで観察した報告33）によると，CD47 は単
核の前破骨細胞同士，および単核の前破骨細胞と２〜５核
の少数核の破骨細胞との融合に関与し，中和抗体の添加に
より少数核の破骨細胞の増加が抑制されたと報告されて
いる．一方で syncitin-1 および syncytin-A は多数核の破
骨細胞同士の融合に関与しており，多核の破骨細胞数の
増加および単核の前破骨細胞同士の融合の抑制に関与し
ていると報告された33，34）．また，OC-STAMP37，38）にお
いても３核以上の破骨細胞の融合への関与が報告されてい
る．今回の結果において，12時間群，1時間群の刺激除去
後の変化を比較すると，TRAP，RANK，NAFTc1 およ

び syncytin-A では両群においての差は認められず，DC-
STAMP，OC-STAMP および CD47 において，１時間群
で mRNA の発現は有意に抑制された．このことから，間
歇的な機械的刺激は，単核の前破骨細胞同士および単核の
前破骨細胞と２〜５核の少数核の破骨細胞との融合に関与
している CD47 の発現抑制により，２〜４核，特に２核
の破骨細胞数を減少させたことが示唆された．一方，OC-
STAMP の発現は抑制されたものの，syncytin-A の発現
は抑制されていないため，多数核の破骨細胞同士の融合は
抑制されておらず，５核以上の破骨細胞数の有意な増加抑
制が認められないことが示唆された．破骨細胞の融合では
それぞれの破骨細胞が持つ核数には様々な組合せが考えら
れるが，始めに単核同士の融合が生じて２核の破骨細胞が
生じるため，CD47 の発現抑制は破骨細胞数の増加抑制に
大きく関与していることが示唆された。

以上より，間歇的な機械的刺激は，CD47 の発現抑制に
加えて，OC-STAMP，DC-STAMP の抑制を引き起こし，
破骨細胞の増加を抑制したことが示唆された．

結　　　　　論

破骨細胞の分化誘導系において Flexcell tension system 
による間歇的な機械的刺激の回数および時間が破骨細胞の
分化・融合に影響を与えることが示された．以上より，破
骨細胞もメカニカルストレスを感知し，間歇的な機械的刺
激の付与により種々のシグナル伝達に変化が生じ，破骨細
胞の分化・融合の抑制が起こることが示唆された．
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Suppression of Osteoclast Differentiation with Intermittent Mechanical 
Stress in RAW264.7 Cells

Yuka Kato1), Yoshitaka Yoshimura2), Kotaro Uemura3), Hajime Minamikawa2),
Kuniaki Suzuki2) and Junichiro Iida3)

ABSTRACT : 
Mechanical stress plays an important role in the remodeling of bone. In previous reports by this research team, 

we showed the suppression of osteoclast fusion by cyclic mechanical stress. In this study, we examined the effects 
of intermittent continuous mechanical stress on osteoclastogenesis. We cultured RAW264.7 cells stimulated with the 
receptor activator of nuclear factor-κB ligand (RANKL) using a BioFlex plate. Osteoclasts were stimulated using a 
Flexcell tension system at elongation rates of 10 % for 2 days from the fourth day of culture. In different treatments, 
mechanical stress was applied for 24 h, followed by bouts of continuous mechanical stress and no stress alternating at 1, 2, 
3, 4, 6, or 12 h. In addition, we assayed osteoclast-related genetic mRNA expression using the real-time PCR method. We 
counted the number of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)-positive osteoclasts with 2, 3, 4, 5, 6, or 7 nuclei, and 
those with more nuclei. The number of osteoclasts was lower after mechanical stress when compared with no mechanical 
stress. The number of total osteoclasts was significantly suppressed in the group stimulated every hour (1-h group) 
when compared with the group that was stimulated every 12 h (12-h group). Furthermore, we found that the number of 
osteoclasts with 2-4 nuclei was significantly reduced by intermittent continuous mechanical stress. The measurement of 
mRNA expression using real-time PCR showed the suppression of DC-STAMP, OC-STAMP, and CD47, which are fusion 
factors for osteoclasts. These significantly decreased in the 1-h group compared with that in 12-h group. CD47 participates 
in cell fusion with the mononuclear preosteoclasts among each other, and among the mononuclear preosteoclasts and 
those with 2-5 nuclei. Thus, the suppression of CD47 expression could reduce the number of osteoclasts with 2–4 
nuclei. Furthermore, the total number of osteoclasts was reduced by the suppression of DC-STAMP and OC-STAMP 
expression. These results suggest that intermittent continuous mechanical stress is one factor that suppresses the fusion 
of osteoclasts, and that the cell fusion factor is controlled by the duration and frequency of intermittent stimulation by 
sustained extension.

Key Words : intermittent mechanical stress, osteoclast, CD47
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