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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．RAW264.7 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．	

	

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)．
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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の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
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（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	cm2/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，BioFlex	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．	

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,	

Osaka，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
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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．	

	

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
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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，CD47	30-33)，syncytin-1	33,34)および syncytin-A	35,36)，OC-STAMP	37,38)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-STAMP	37,38)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
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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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図説 

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．	

 

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．	
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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	（*）．	

	


