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概  要 

 

 高血圧は，高血糖および血中脂質異常とともにメタボリックシンドロームの

判定要因の一つとして捉えられ，血管疾患のリスク因子となることが知られて

いる。最近，高血圧症が骨粗鬆症のリスク因子となることや，炎症性骨吸収を

主症状とする成人性歯周炎の罹患者では健常者に比べて収縮期血圧が高いこと

が疫学研究で明らかにされ，高血圧症と骨代謝の関連性は重視されている。 

アンジオテンシン (angiotensin; Ang) II は，Ang II type 1 (AT1) および Ang II 

type 2 (AT2) 受容体を介して，細胞外液量と血圧の調節に関与する生理活性物質

である。Ang IIを標的にした薬剤は，血圧降下だけでなく骨量の増加にも有効

であることが報告されており，骨代謝における Ang IIの役割が注目されている。 

 正常な骨組織では，骨リモデリングにおける骨形成と骨吸収の均衡が厳密に

調節され，恒常性が維持されている。しかし，骨粗鬆症や炎症性骨吸収などの

骨疾患では，この均衡が崩れて骨吸収系に傾くことで骨組織の破壊が進行する。

骨芽細胞は高い alkaline phosphatase (ALPase) 活性を有し，I型コラーゲン，bone 

sialoprotein (BSP)，osteopontin (OPN) および osteocalcin (OCN) などの細胞外マ

トリックス (extracellular matrix; ECM) タンパクを多く産生し，骨形成において

中心的な役割を担っている。また，骨芽細胞は，matrix metalloproteinases (MMPs) 

および plasminogen activators (PAs) などの ECM タンパク分解酵素と，これらの

内因性阻害剤である tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) および

plasminogen activator inhibitor (PAI) を産生し，骨組織の osteoid 層における ECM

タンパク代謝を調節している。さらに，骨芽細胞は，破骨細胞分化促進因子で

ある receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) とその decoy受容

体を産生して，破骨細胞の分化を調節している。 

 Ang IIが骨代謝に影響するメカニズムとしては，Ang II が破骨細胞に直接作

用して，あるいは骨芽細胞の RANKL 産生増加を介して破骨細胞による骨吸収

を促進することが報告されている。しかし，骨芽細胞による ECM タンパク代

謝に及ぼす Ang IIの影響は調べられていない。著者は，Ang IIは，骨芽細胞の

RANKL 産生を増加させるだけでなく，ECM タンパク分解酵素とそれらの内因

性阻害剤の発現にも影響することで，骨代謝とくに ECM タンパク代謝を分解

系に傾けるのではないかと考えた。 

 そこで本研究の第 1 章では，骨芽細胞による osteoid 層の ECM タンパク代謝

を想定し，骨芽細胞のモデルとしてラット骨肉腫由来株化骨芽細胞である

ROS17/2.8 細胞を用いて，Ang II が ROS17/2.8 細胞の増殖，ALPase 活性，AT1
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および AT2受容体，MMPs および PAs とそれらの阻害剤である TIMPs および

PAI-1 の発現に及ぼす影響を調べた。その結果，Ang II刺激で，ROS17/2.8 細胞

の増殖，MMP-3 および MMP-13 の発現は増加し，ALPase 活性は低下した。一

方，MMP-2，MMP-9，MMP-14，tissue-type PA (tPA)，urokinase-type PA (uPA)，

TIMP-1，TIMP-2，TIMP-3 および PAI-1 の発現は Ang II刺激の影響を受けず，

MMP-1 と TIMP-4 の発現は Ang II刺激の有無に関わらず検出されなかった。さ

らに，Ang II 刺激で誘導される MMP-3 および MMP-13 の発現増加は AT1受容

体拮抗剤 losartan で抑制されたが，AT2受容体拮抗剤 PD123319 はこれらの発現

増加に影響しなかった。次に，Ang II 誘導性の MMP-3 および MMP-13 発現増

加に関与する細胞内シグナル伝達経路を調べるために，ROS17/2.8 細胞内の

mitogen-activated protein kinase (MAPK) シグナル伝達経路に及ぼす Ang IIの影

響を調べた。その結果，Ang II刺激で extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2，

p38 MAPK および stress-activated protein kinases/c-jun N-terminal kinases 

(SAPK/JNK) のリン酸化が増加した。また，Ang II 刺激で誘導されるこれらの

リン酸化の増加は losartan で，Ang II刺激で誘導される MMP-3 および MMP-13

の発現増加は ERK1/2 および SAPK/JNK の特異的リン酸化阻害剤である

PD98059 および SP600125 で，それぞれ完全に抑制された。なお，p38 MAPK 特

異的リン酸化阻害剤 SB20358 は，ROS17/2.8 細胞の増殖を著しく抑制した。 

 以上の結果から，Ang IIは，骨芽細胞の AT1受容体に結合して MAPK シグナ

ル伝達経路を活性化させ，MMP-3 および MMP-13 の産生増加を誘導すること

が明らかになった。 

 骨芽細胞の分化は，そのプロセスにおけるさまざまな段階において，複数の

転写因子によって調節されている。Runx2 と Osterix は，膜性骨化と軟骨内骨化

のいずれにおいても不可欠な転写因子である。また，Msx2 や Dlx5 などの骨に

非特異的な転写因子も骨芽細胞の分化を促進する。一方，AJ18 は骨芽細胞の分

化を抑制する転写因子である。Ang II は，ラット胎児頭蓋冠由来骨芽細胞の

ALPase 活性と OCN 発現を低下させたと報告されており，著者も第 1 章におい

て，Ang IIが ROS17/2.8 細胞の ALPase 活性を低下させることを確認した。しか

し，骨芽細胞の分化に関与する転写因子や，OCN 以外の ECM タンパクの発現

に及ぼす Ang IIの影響については調べられていない。 

 そこで第 2 章では，Ang IIが ROS17/ 2.8 細胞の転写因子とコラーゲン性およ

び非コラーゲン性の ECM タンパク発現に及ぼす影響を検討した。また，ROS17/ 

2.8 細胞による石灰化物形成と，それに含まれるカルシウム蓄積量に及ぼす Ang 

II の影響についても併せて検討した。その結果，Ang II 刺激で Runx2，Msx2

および OCN の発現は低下し，AJ18 の発現は増加した。なお，Osterix，Dlx5，I
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型コラーゲン，BSP および OPN の発現には Ang II 刺激の影響は認められなか

った。また，石灰化物形成とそれに含まれるカルシウム量は Ang II刺激で減少

した。さらに，losartan は，Ang II刺激による Runx2，Msx2 および OCN の発現

低下と AJ18 の発現増加を完全に抑制した。 

以上の結果から，Ang II は，ROS17/2.8 細胞の AT1 受容体に結合し，Runx2

および Msx2 発現を減少させる一方で AJ18 発現を増加させ，骨芽細胞分化を抑

制すると考えられた。さらに，Ang IIは ALPase活性と OCN発現を低下させて，

ROS17/2.8 細胞の石灰化物形成を抑制することが示唆された。 

第 1 章および第 2 章で得られた結果から，Ang II は，骨芽細胞の AT1受容体

と MAPK シグナル伝達経路を介して MMP-3 と MMP-13 の産生を増加させ，

ECM タンパク代謝を分解系に傾けることが明らかになった。また，Ang II は，

骨芽細胞の分化を促進する転写因子 Runx2 と Msx2 の発現低下と分化を抑制す

る転写因子 AJ18 の発現増加を介して骨芽細胞分化を抑制し，ALPase 活性と

OCN 発現を低下させて石灰化物形成を抑制することが明らかとなった。 

なお，本論文は，2013 年に掲載された原著論文 (Nakai et al., Biochimie 95, 

922-933) を基幹論文とし，これに掲載予定の原著論文 (Nakai et al., Archives of 

Medical Science) を副論文として加え，総括したものである。 

 

 

 

 



- 5 - 

 

第 1 章 

 

アンジオテンシン II は AT1受容体と MAPK シグナル伝達経路を介

して骨芽細胞の MMP-3 と MMP-13 の産生を誘導する 

 

Nakai K, Kawato T, Morita T, Iinuma T, Kamio N, Zhao N, Maeno M (2013) 

Angiotensin II induces the production of MMP-3 and MMP-13 through the MAPK 

signaling pathways via the AT1 receptor in osteoblasts. Biochimie 95 (4), 922-933. 

 

緒  言 

 

MMPs は，活性中心に亜鉛イオンを含む酵素群である。骨芽細胞が産生する

MMPs は中性の pH 領域で活性化され，osteoid 層のコラーゲン，プロテオグリ

カンおよび非コラーゲン性タンパクなどの ECM 分子の正常な turnover を触媒

している (Malemud, 2006)。MMP ファミリーは，基質特異性の違いによって，

コラゲナーゼ (MMP-1，MMP-8 および MMP-13)，ゼラチナーゼ (MMP-2 およ

び MMP-9)，ストロムライシン (MMP-3，MMP-10 および MMP-11)，マトリラ

イシン (MMP-7 および MMP-26)，膜型 MMP (MMP-14 および MMP-17) および

その他の MMP の 6 種のサブグループに分類される。これらは，アミノ酸配列

の類似性およびドメイン構成などによって一次構造が類似している (John et al., 

2001; Egeblad et al., 2002)。MMPs の酵素活性は，MMPs と TIMPs との相互作用

によって調節される (Visse et al., 2003)。哺乳類では 4 種類の TIMPs (TIMP-1, 

TIMP-2, TIMP-3 および TIMP-4) がクローン化されており，その一次構造と機能

が解析されている (Olson et al., 1997; Yu et al., 2000; Huang et al., 2002)。PAs は，

骨芽細胞を含むさまざまな種類の細胞から分泌され，不活性型のプラスミノー

ゲンを活性型のプラスミンへ変換する。PAsには tPAと uPAの 2種類が存在し，

それらの酵素活性は PAI-1 によって阻害される (Nagamine et al., 2005)。プラス

ミンは，基質特異性が広いセリンプロテアーゼであり，ECM 中の非コラーゲン

性タンパクを分解する (Skrzydlewska et al., 2005)。さらに，プラスミンは不活性

型 MMPs を活性化させることで，間接的に ECM タンパク分解に関与する (Pins 

et al., 2000)。 

  Ang IIは，生理活性を有するオクタペプチドであり，細胞外液量と血圧の維

持に重要な役割を担っている。Ang IIは，7 回膜貫通 G タンパク質共役型受容

体であるAT1およびAT2受容体を介してMAPKを活性化させる (Senbonmatsu et 
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al., 2003)。Ang IIは，破骨細胞の AT1受容体を介して骨吸収を促進することが

in vitro あるいは卵巣摘出マウスおよびラットでの動物実験で報告されており，

Ang IIは骨粗鬆症の発症，進行に関与すると考えられている (Hatton et al., 1997; 

Shimizu et al., 2008; Guan et al., 2011; Kaneko et al., 2011)。また，Ang IIは，骨芽

細胞が産生するサイトカインや RANKL を介して，間接的に破骨細胞を活性化

させる (Bandow et al., 2007; Shimizu et al., 2008; Guan et al., 2011; Kaneko et al., 

2011)。しかし，骨芽細胞による osteoid 層の turnover における Ang II の役割は

不明である。 

そこで，本研究では，骨芽細胞による osteoid 層の ECM タンパク代謝を想定

し，骨芽細胞のモデルとして ROS17/2.8 細胞を用いて，Ang II，AT1受容体拮抗

剤 losartanおよび AT2受容体拮抗剤 PD123319が，ROS17/2.8細胞の増殖，ALPase

活性，AT1および AT2受容体，MMPs および PAs とそれらの阻害剤である TIMPs

および PAI-1の発現に及ぼす影響を調べた。また，Ang IIが，ERK1/2，p38 MAPK， 

SAPK/JNK のリン酸化に及ぼす影響についても併せて検討した。 
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材料および方法 

 

1. 細胞培養 

 本研究には，骨芽細胞として ROS17/2.8 細胞を用いた。ROS17/2.8 細胞の培

養は，10% ウシ胎児血清 (FBS) と 1% ペニシリン－ストレプトマイシン溶液

を含む α-MEM を培養液として用いて 37°C，5% CO2存在下で行った。ROS17/2.8

細胞を刺激する際の Ang II濃度は，Lamparter ら (1998)，Shimizu ら (2008) お

よび Guo ら (2011) の報告を基に，0，10
–8，10

–7および 10
–6

 M とした。 

 

2. 細胞増殖および ALPase活性 

  細胞増殖は cell-counting kit を用いて細胞数を調べた。ALPase 活性は，p-ニト

ロフェニルリン酸を基質とし，酵素反応の結果生じる p-ニトロフェノール量を

測定して求めた。 

 

3. Real-time PCR 

 細胞から全 RNA を抽出後，逆転写酵素で mRNA から cDNA を作成し，

SYBER-Green Iを用いた intercalater 法，または TaqMan Fast Advanced Master Mix

を用いた TaqMan probe 法で real-time PCR を行った。Table 1 に intercalater 法で

使用したプライマーの配列を示す。また，TaqMan probe 法では，TaqMan Gene 

Expression Assay (MMP-3: Rn00591740, MMP-13: Rn01448194) を probe および

primer として用いた。遺伝子の増幅は，intercalater 法では Smart Cycler を，

TaqMan probe 法では Thermal Cycler Dice Real Time System を用いて行い，それ

ぞれの装置に付属の解析ソフトで結果を解析した。すなわち，intercalater 法で

はあらかじめ作成した検量線をもとに，TaqMan probe 法では 2
ΔΔCt法により遺伝

子の増幅量を求め，glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) の増幅量

で補正した値を mRNA 発現量とした。 

 

4. SDS-PAGE および Western blotting 

SDS-PAGE は 4-20% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動後，ゲル

内のタンパクを PVDF膜に転写した。Western blottingは，1次抗体として抗AT1，

抗 AT2，抗 MMP-2，抗 MMP-3，抗 MMP-9，抗 MMP-13，抗 MMP-14，抗 TIMP-1，

抗 TIMP-2，抗 TIMP-3，抗 tPA，抗 uPA，抗 PAI-1，抗 ERK1/2，抗リン酸化 ERK1/2，

抗 p38 MAPK，抗リン酸化 p38 MAPK，抗 SAPK/JNK，抗リン酸化 SAPK/JNK

または抗-tubulin 抗体を用いて，2 次抗体としてビオチン標識の各免疫動物に

対する抗体を用いて行った。さらに，ペルオキシターゼ標識ストレプトアビジ
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ン溶液を加えた後，化学発光反応を行い X 線フィルムに感光させた。タンパク

発現の強さは，scanner と digital image analysis software を用いて測定し，-tubulin

発現量で補正して求めた。 

 

5. ゼラチンザイモグラフィー 

 ゼラチナーゼによるゼラチン分解活性を評価するために，0.1% ゼラチンを

含有する 7.5% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動後，ゲルを 2.5% 

Triton X-100 および 50 mM Tris-HCl (p 7.5) に浸漬し，37°C で 4 時間，ゼラチン

の消化反応を行った。ゼラチナーゼ活性の強さは，Coomassie Brilliant Blue R-250

を含む 40% 酢酸メタノールでゲルを染色して確認した。 

  

6. AT 受容体拮抗剤および MAPK リン酸化阻害剤処理 

Ang II誘導性の MMP-3 および MMP-13 発現における AT1受容体，AT2受容体

およびMAPKシグナル伝達経路の役割を調べるために, 細胞を AT1受容体拮抗

剤 losartan (5 μM)，AT2受容体拮抗剤 PD123319 (5μ M)，ERK 1/2 リン酸化阻害

剤 PD98059 (10 μM)， p38 MAPK リン酸化阻害剤 SB20358 (10 μM) あるいは

JNK リン酸化阻害剤 SP600125 (1 μM) で前処理後，各阻害剤の存在下で細胞を

Ang IIで刺激した。なお，AT 受容体拮抗剤の濃度は Hagiwara ら (1998) および

Shimizuら (2008) の報告を基に，リン酸化阻害剤の濃度は，Onoderaら (2002)，

Yang ら (2004) および Chin ら (2008) の報告を基に決定した。なお，real-time 

PCR およびWestern blotting による分析の前に，上記の阻害剤が細胞の形態と増

殖に影響を及ぼさないことを確認した。 

 

7. 統計学的分析 

 すべての実験は 3 回繰り返し，結果は平均値と標準偏差で表した。統計処理

は，一元配置分散分析 (ANOVA) 後，Tukey の多重比較検定を用いて行い，危

険率 5% 未満を統計的な有意差とした。 
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Table 1 

PCR primer used in the experiments 
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成  績 

 

1. 細胞増殖と ALPase 活性に及ぼす Ang II の影響 

細胞数および ALPase 活性は，Ang IIの有無に関わらず，7 日間の培養期間を

通してしだいに増加した (Fig. 1a and b)。 

培養 3，5 および 7 日目の細胞数は，10
-6

 M Ang II存在下でコントロールに比

べて有意に増加したが，10
-8および 10

-7
 M Ang II存在下ではその影響は認めら

れなかった (Fig. 1a)。一方，培養 3，5 および 7 日目の ALPase 活性は, 10
-6

 M の

Ang II存在下でコントロールに比べて有意に減少したが，10
-8

 M および 10
-7

 M 

Ang II存在下ではその影響は認められなかった (Fig. 1b)。 

この結果から，以後の実験は細胞増殖と ALPase 活性に影響を認めた 10
-6

 M 

Ang II存在下および非存在下で行った。 

 

2. MMPs の遺伝子およびタンパク発現に及ぼす Ang II の影響 

 MMP-2，MMP-3，MMP-9，MMP-13 および MMP-14 の遺伝子およびタンパク

発現は，Ang IIの有無に関わらず，培養 5 日目に最も高い値を示した (Fig. 2)。

なお，MMP-1 の遺伝子発現は，Ang II の有無にかかわらず検出されなかった。 

MMP-3 および MMP-13 の遺伝子発現は，培養 5 日目に 10
-6

 M Ang II存在下

でコントロールに比べて有意に増加したが (Fig. 2b and d)，MMP-2, MMP-9 およ

び MMP-14 の遺伝子発現には，7 日間の培養期間を通して Ang II添加の影響は

認められなかった (Fig. 2a, c, and e)。 

MMP-3 のタンパク発現は培養 3 および 5 日目において，MMP-13 のタンパク

発現は 5 日目において，それぞれ 10
-6

 M Ang II 存在下でコントロールに比べて

有意に増加した (Fig. 2g and i)。一方，MMP-2，MMP-9 および MMP-14 のタン

パク発現には，7 日間の培養期間を通して Ang II添加の影響は認められなかっ

た (Fig. 2f, h and j)。 

  

3. TIMPs の遺伝子およびタンパク発現に及ぼす Ang II の影響 

 Ang IIの有無に関わらず，TIMP-1 の遺伝子およびタンパク発現は培養 3 日目

に最も高い値を示し (Fig. 3a and d)，TIMP-2 および TIMP-3 の遺伝子およびタ

ンパク発現は 5 日目に最も高い値を示した (Fig. 3b, c, e and f)。 

TIMP-1，TIMP-2 および TIMP-3 の遺伝子およびタンパク発現には，7 日間の

培養期間を通して 10
-6

 M Ang II添加の影響は認められなかった (Fig. 3a–f)。な

お，TIMP-4 の遺伝子発現は，Ang IIの有無にかかわらず検出されなかった。 
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4. PAs と PAI-1の遺伝子およびタンパク発現に及ぼす Ang II の影響 

 Ang IIの有無に関わらず，tPA，uPA および PAI-1 の遺伝子およびタンパク発

現は培養 5 日目に最も高い値を示した (Fig. 4)。 

tPA, uPA および PAI-1 の遺伝子およびタンパク発現には，7 日間の培養期間を

通して 10
-6

 M Ang II添加の影響は認められなかった (Fig. 4a–f)。 

 

5. ゼラチン分解活性に及ぼす Ang II の影響 

  MMP-2 および MMP-9 のゼラチン分解活性のポジティブコントロールには，

FBS 非存在下でのヒト歯肉線維芽細胞の培養上清と，FBS 存在下で RANKL 刺

激を行った RAW264.7 細胞の培養上清を用いた。なお，Fujisaki ら (2007) は，

RANKL刺激によって RAW264.7細胞のMMP-9発現は増加したと報告している。 

RAW264.7 細胞の培養上清では，92 kDa 付近に MMP-9 の酵素活性が，また

63 kDa 付近に MMP-2 の酵素活性がそれぞれ認められた (Fig. 5A, lane 8)。一方，

ヒト歯肉線維芽細胞の培養上清では，MMP-2の酵素活性のみが認められた (Fig. 

5A, lane 1)。 

ROS17/2.8 細胞の培養上清では， MMP-2 の酵素活性は確認されたが，MMP-9

の酵素活性は認められなかった。また，7 日間の培養期間を通して，MMP-2 の

酵素活性には 10
-6

 M Ang II添加の影響は認められなかった (Fig. 5A, lanes 2–7)。

なお，これらすべてのゼラチン分解活性は，10 mM EDTA の添加で阻害された 

(Fig. 5B)。 

 

6. AT1と AT2受容体の遺伝子およびタンパク発現に及ぼす Ang II の影響 

 Ang II の有無に関わらず，AT1と AT2受容体の遺伝子およびタンパク発現は

培養 5 日目に最も高い値を示した (Fig. 6)。 

AT1 と AT2 受容体の遺伝子およびタンパク発現には，7 日間の培養を通して

10
-6

 M Ang II添加の影響は認められなかった。 

 

7. Ang IIによって誘導された MMP-3および MMP-13発現に及ぼす losartanと

PD123319 の影響 

 AT1受容体拮抗剤 losartan は，10
-6

 M Ang II添加による MMP-3 と MMP-13の

遺伝子およびタンパク発現の増加をコントロールレベルまで完全に抑制した 

(Fig. 7a，b，e and f)。一方，AT2受容体拮抗剤 PD123319 は，これらの発現増加

に影響を及ぼさなかった (Fig. 7c，d，g and h)。 

  

8. ERK1/2，p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化に及ぼす Ang II と 
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losartan の影響 

 ERK1/2 のリン酸化は，10
-6

 M Ang II 添加の 15 分後にコントロールに比べて

有意に増加したが，30 分後にはコントロールレベルと同程度であった (Fig. 6a)。

p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化は，10
-6

 M Ang II添加の 15 および 30

分後にコントロールに比べて有意に増加した (Fig. 8b and c)。 

 AT1受容体拮抗剤 losartanは，10
-6

 M Ang II添加の 15分後に増加したERK1/2，

p38 MAPK，SAPK/JNK のリン酸化をコントロールレベルまで完全に抑制した 

(Fig. 8d–f)。 

 

9. Ang II によって誘導された MMP-3 と MMP-13 発現に及ぼす PD98059，

SB20358 および SP600125 の影響 

ERK1/2 のリン酸化阻害剤 PD98059 および SAPK/JNK のリン酸化阻害剤

SP600125 は，Ang II 添加によって誘導された MMP-3 と MMP-13 の遺伝子およ

びタンパク発現の増加をコントロールレベルまで完全に抑制した (Fig. 9a–h 

and Fig. 10a-d)。なお，本研究では PD98059 および SP600125 は，ROS17/2.8 細

胞の増殖を抑制しなかったが，p38 MAPK のリン酸化阻害剤である SB20358 は

これを阻害したため，SB20358 存在下における MMP-3 と MMP-13 の遺伝子お

よびタンパク発現を調べることはできなかった (Fig. 11)。



 

 

 

Fig. 1. Effect of Ang II on cellular proliferation and ALPase activity. ROS17/2.8 cells 

were cultured in 96-well plates with 0 (control), 10
–8

, 10
–7

, or 10
–6

 M Ang II for up to 7 

days. (a) Cell number and (b) ALPase activity were determined on days 3, 5, and 7 of 

culture. Each bar indicates the mean ± standard deviation (SD) of six (cell numbers), or 

three (ALPase activity) independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Ang II 

treatment vs. control). 
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Fig. 2. Effect of Ang II on MMP expression. ROS17/2.8 cells were cultured in six-well 

plates with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days. The expression of (a) MMP-2, 

(b) MMP-3, (c) MMP-9, (d) MMP-13, and (e) MMP-14 mRNA in the cells on days 3, 

5, and 7 of culture was determined by real-time PCR. The (f) MMP-2, (g) MMP-3, (h) 

MMP-9, (i) MMP-13, and (j) MMP-14 protein levels on days 3, 5, and 7 of culture 

were determined by Western blotting. Three wells were used per treatment. Each bar 

indicates the mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. *p < 

0.05, **p < 0.01 (Ang II treatment vs. control). 
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Fig. 3. Effect of Ang II on TIMP expression. ROS17/2.8 cells were cultured in six-well 

plates with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days, and the (a) TIMP-1, (b) 

TIMP-2, and (c) TIMP-3 mRNA levels on days 3, 5, and 7 of culture were determined 

by real-time PCR. The (d) TIMP-1, (e) TIMP-2, and (f) TIMP-3 protein levels were 

determined by Western blotting. Three wells were used per treatment. Each bar 

indicates the mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. 
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Fig. 4. Effect of Ang II on PAs and PAI-1 expression. ROS17/2.8 cells were cultured in 

six-well plates with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days, and (a) tPA, (b) uPA, 

and (c) PAI-1 mRNA levels on days 3, 5, and 7 of culture were determined by real-time 

PCR. The (d) tPA, (e) uPA, and (f) PAI-1 protein levels in the cells were determined by 

Western blotting. Three wells were used per treatment. Each bar indicates the mean ± 

standard deviation (SD) of three independent experiments. 
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Fig. 5. Gelatin zymograms of ROS17/2.8 cells treated with or without Ang II. Samples 

(10 µL aliquots) of each culture medium were subjected to SDS-PAGE without 

reduction. Gels were processed, as described in the Material and Methods, and then 

incubated at 37°C in the absence (A) or presence (B) of 10 mM EDTA for 4 h. Lane M, 

molecular mass marker; lane 1, cell culture media from fibroblasts (as a positive 

control for MMP-2); lanes 2–7, cell culture media from ROS 17/2.8 cells stimulated 

with 0 or 10
–6

 M Ang II; lane 8, cell culture media from RAW264.7 cells stimulated 

with 50 ng/mL RANKL (as a positive control for MMP-2 and -9). 
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Fig. 6. Effect of Ang II on AT1 and AT2 receptor expression. ROS17/2.8 cells were 

cultured in six-well plates with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days. The (a) 

AT1 and (b) AT2 receptor mRNA levels on days 3, 5, and 7 of culture in the cells were 

determined by real-time PCR. The (c) AT1 and (d) AT2 receptor protein levels on days 

3, 5, and 7 of culture were determined by Western blotting. Three wells were used per 

treatment. Each bar indicates the mean ± standard deviation (SD) of three independent 

experiments. 



- 20 - 

 

 

60 



- 21 - 

 

Fig. 7. Effect of losartan or PD123319 on Ang II-induced MMP-3 and -13 expression. 

ROS17/2.8 cells were cultured in six-well plates with or without 5 µM losartan (AT1 

receptor blocker) or 5 µM PD123319 (AT2 receptor blocker) in the presence or absence 

of 10
–6

 M Ang II for 5 days, and MMP-3 and -13 mRNA levels in the cells were 

determined by real-time PCR (a–d). The MMP-3 and MMP-13 protein levels in the 

cells were determined by Western blotting (e–h). Three wells were used per treatment. 

Each bar indicates the mean ± standard deviation (SD) of three independent 

experiments. **p < 0.01. 
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Fig. 8. Effect of Ang II and/or losartan on the phosphorylation of ERK1/2, p38 MAPK, 

and SAPK/JNK. ROS17/2.8 cells were cultured in six-well plates with 0 (control) or 

10
–6

 M Ang II for 15 or 30 min, and the phosphorylation of (a) ERK1/2, (b) p38 

MAPK, and (c) SAPK/JNK was examined by Western blotting. Moreover, ROS17/2.8 

cells were cultured in six-well plates with or without 5 µM losartan (AT1 receptor 

blocker) in the presence or absence of 10
–6

 M Ang II for 15 min, and the 

phosphorylation of (d) ERK1/2, (e) p38 MAPK, and (f) SAPK/JNK was examined by 

Western blotting. Three wells were used per treatment. Each bar indicates the mean ± 

standard deviation (SD) of three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01. 
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Fig. 9. Effect of PD98059 and SP600125 on Ang II-induced MMP-3 and -13 

expression. ROS17/2.8 cells were cultured in six-well plates with or without 10 µM 

PD98059 (MEK1/2 inhibitor) or SP600125 (JNK inhibitor) in the presence or absence 

of 10
–6

 M Ang II for 5 days, and MMP-3 and -13 mRNA levels in the cells were 

determined by real-time PCR (a–d). MMP-3 and MMP-13 protein levels in the cells 

were determined by Western blotting (e–h). Three wells were used per treatment. Each 

bar indicates the mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. *p 

< 0.05, **p < 0.01.  
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Fig. 10. Effect of PD98059 and SP600125 on Ang II-induced MMP-3 and -13 mRNA 

expression (validation using TaqMan quantitative RT-PCR method). ROS17/2.8 cells 

were cultured in six-well plates with or without 10 µM PD98059 (MEK1/2 inhibitor) 

or SP600125 (JNK inhibitor) in the presence or absence of 10
–6

 M Ang II for 5 days, 

and MMP-3 and -13 mRN/A expression levels determined by TaqMan quantitative 

RT-PCR (a–d). *p < 0.05, **p < 0.01. 
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Fig. 11. Effect of MAPK inhibitors on cell morphology and growth. ROS17/2.8 cells 

were cultured in six-well plates with or without 10 µM PD98059 (MEK1/2 inhibitor), 

1 µM SP600125 (JNK inhibitor), or 10 µM SB20358 (p38 MAPK inhibitor) for 5 days. 

The statuses of (a) untreated cells, (b) PD98059-treated cells, (c) SP600125-treated 

cells, and (d) SB20358-treated cells were visualized by light microscopy. 
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Fig. 12. Schematic diagram of the Ang II-induced upregulation of MMP-3 and -13 

expression in ROS17/2.8 cells. 
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考  察 

 

本研究では，Ang II が骨芽細胞の増殖，ALPase 活性，AT 受容体，MMPs，

TIMPs，PAs および PAI-1 の発現に及ぼす影響を検討した。また，Ang II刺激後

の細胞内シグナル伝達経路を検討するために，Ang II受容体拮抗剤と MAPK シ

グナル伝達関連因子である ERK1/2，p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化

阻害剤が，Ang II刺激によって誘導されるMMP-3およびMMP-13の発現増加，

ならびに ERK1/2，p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化に及ぼす影響につ

いても調べた。なお，骨芽細胞として用いた ROS17/2.8 細胞は高い ALPase 活

性を示し in vitro において石灰化物を形成するなど，骨芽細胞としての特性を保

有している (Tanabe et al., 2004; Iida et al., 2011; Kuwabara et al., 2011)。 

まず，ROS17/2.8 細胞の刺激に用いる Ang IIの至適濃度を検討するために，

10
-8，10

-7および 10
-6

 M の Ang IIが ROS17/2.8 細胞の増殖と ALPase 活性に及ぼ

す影響を調べた。その結果，10
-8および 10

-7
 M の Ang II刺激は，ROS17/2.8 細

胞の増殖と ALPase 活性に影響しなかったが，10
-6

 M の Ang II刺激では，コン

トロールに比べて有意な細胞数の増加と ALPase 活性の低下が認められた。こ

れらの結果をもとに，その後の実験では，細胞を刺激する際の Ang II 濃度を 10
-6

 

M とした。なお，Lamparter ら (1998) は，5 × 10
-8～10

-7
 M の Ang II が ROS17/2.8

細胞の増殖および ALPase 活性には影響を及ぼさなかったと報告しており，本

研究結果は Lamparter ら (1998) の報告と一致した。 

次に，osteoid層の ECMタンパク代謝において重要な役割を担っているMMPs

と TIMPs の発現に及ぼす Ang II の影響を調べた。これまでに，ヒトでは少なく

とも 26 種類の MMPs が知られている。MMPs は，その基質特異性に基づいて 6

つのサブグループ，すなわちコラゲナーゼ，ゼラチナーゼ，ストロムライシン，

マトリライシン，膜型 MMP (MT-MMP) およびその他の MMP に分類されてい

る (John et al., 2001; Egeblad et al., 2002)。なお，骨芽細胞では，マトリライシン

に関する報告はない。本研究では，骨芽細胞での発現が数多く検討されている

コラゲナーゼ (MMP-1 と MMP-13)，ゼラチナーゼ (MMP-2 と MMP-9)，ストロ

ムライシン (MMP-3) および膜型 MMP (MMP-14) の 5 つのサブグループの

MMPs について調べた (Fujisaki et al., 2006; Katono et al., 2009; Tanigawa et al., 

2011; Aida et al., 2012)。MMP-1 および MMP-13 は，それぞれコラゲナーゼ-1 お

よびコラゲナーゼ-3 として，コラーゲン分子の三重らせん構造を N 末端から 4

分の 3 の位置で 2 つの断片に分解する。MMP-2 および MMP-9 は，それぞれゼ

ラチナーゼAおよびBとして，主にゼラチン化したコラーゲン断片を分解する。

MMP-3 は，ストロムライシン-1 として，プロテオグリカンのコアタンパクおよ
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び非コラーゲン性タンパクを分解する。MMP-14 は MT1-MMP とも呼ばれ，細

胞膜の表面上に発現して幅広い基質特異性を有している。MMPs の多くは不活

性型の proMMPs として分泌され，プラスミン，エラスターゼあるいは

MT1-MMP によって活性型の MMPs に変換される (Nagase et al., 2006)。さらに，

活性型 MMPs は，TIMPs によってその酵素活性が阻害される。また，MMPs の

過剰発現は，MMPs と TIMPs の不均衡を招いてさまざまな疾患を引き起こす 

(Venkatesan et al., 2004; Raspollini et al., 2005)。TIMP-1 は，複数の活性型 MMPs

に強く結合してそれらの酵素活性を阻害する。TIMP-2 も TIMP-1 と同様のメカ

ニズムでさまざまな MMPs を阻害し，特に MMP-2 の酵素活性を強く阻害する 

(Olson et al., 1997)。TIMP-3 は ECM と結合して MMPs の酵素活性を阻害し (Yu 

et al., 2000)，TIMP-4 は関節炎に伴う軟骨破壊に関与する MMPs の酵素活性を阻

害する (Huang et al., 2002)。これまでに，骨芽細胞を用いた研究では，interleukin 

(IL)-1α刺激がROS17/2.8細胞のMMPsとTIMPsの両方の産生を誘導し (Fujisaki 

et al., 2006)，ニコチンとリポ多糖の同時刺激がヒト骨芽細胞の MMPs 産生増加

と TIMPs産生低下を誘導した (Katono et al., 2009) と報告されている。しかし，

骨芽細胞の MMPs と TIMPs の発現に及ぼす Ang II の影響については調べられ

ていない。 

 本研究では，10
-6

 M Ang II 刺激によって，培養 5 日目の MMP-3 (ストロムラ

イシン-1) および MMP-13 (コラゲナーゼ-3) の発現はコントロールと比較して

有意に増加したが，MMP-2 (ゼラチナーゼ A)，MMP-9 (ゼラチナーゼ B) および

MMP-14 (MT1-MMP) の発現には Ang II刺激の影響は認められず，MMP-1 (コ

ラゲナーゼ-1) の発現は Ang II刺激の有無に関わらず検出されなかった。一方

で，TIMP-1，TIMP-2 および TIMP-3 の発現に Ang II刺激の影響は認められず，

TIMP-4 の発現は検出されなかった。これらの結果から，Ang II は osteoid 層中

の ECM タンパク代謝におけるコラーゲンおよび非コラーゲン性タンパク分解

の初期段階を促進することが示唆された。骨表面からのコラーゲンおよび非コ

ラーゲン性タンパクの除去は，骨吸収の主役を担う破骨細胞の骨基質への接着

に重要である (Holliday et al., 1997; Zhao et al., 1999)。また，Shimizu ら (2008) は，

卵巣摘出骨粗鬆症モデルラットにおいて，Ang II が骨芽細胞の RANKL 産生を

誘導して破骨細胞を活性化し，骨粗鬆症を悪化させたと報告している。本研究

結果と Shimizu ら (2008) の研究結果から，Ang IIは，骨芽細胞を介して破骨細

胞を骨基質に接着させるとともにその機能を発揮させて骨吸収を促進する可能

性が考えられた。 

 本研究では，MMPs 発現は，Ang II 刺激の有無にかかわらず，培養 3 および

7 日目に比べていずれも 5 日目で高い値を示した。同様の現象は，IL-1α で
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ROS17/2.8細胞を刺激した Fujisakiら (2006) およびニコチンとリポ多糖で正常

ヒト骨芽細胞を同時刺激した Katono ら (2009) によっても報告されている。し

たがって，7 日間の培養期間内における非刺激時の MMP 発現の変化は，骨芽

細胞の in vitro での特徴であると考えられた。 

Mizutani ら (2001) は，マウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞株である MC3T3-E1

細胞をアスコルビン酸-2-リン酸で骨芽細胞へ分化誘導すると，MMP-2，MMP-13

および MT1-MMP 発現が増加したと報告している。また，MT1-MMP の発現は

分化の初期段階では増加したが，その後は徐々に減少したと報告している。一

方，ROS17/2.8 細胞では，アスコルビン酸-2-リン酸で分化を誘導しなくても典

型的な骨芽細胞としての特徴を示すが (Tanabe et al., 2004; Iida et al., 2011; 

Kuwabara et al., 2011)，Runx2，Osterix，Msx2および Dlx5 などの骨芽細胞分化

関連転写因子の発現は，培養期間内で変化したと報告されている (Morozumi, 

2011)。これらの知見から，ROS17/2.8 細胞の分化段階は，刺激の有無と無関係

に培養期間中に変化すること，また，ROS17/2.8 細胞と MC3T3-E1 細胞の MMP

発現は，分化の程度と関係する可能性が示唆された。 

 本研究では，ROS17/2.8 細胞は MMP-2 と MMP-9 の両方のゼラチナーゼを発

現していたが，ゼラチン分解活性は MMP-2 のみに認められた。これらの結果

から，ROS17/2.8 細胞によるゼラチンの分解は，主に MMP-2 に依存していると

考えられた。また，ゼラチンザイモグラフィーでは，MMP-2 の酵素活性には

Ang II刺激の影響は認められず，MMP-2 の発現レベルにおける Ang IIの影響を

調べた結果と一致した。 

   Ang II受容体には，AT1および AT2の 2 つのタイプが存在する (Senbonmatsu 

et al., 2003)。ROS17/2.8細胞はAT1およびAT2の両方の受容体を発現していたが，

その発現に Ang II刺激の影響は認められなかった。さらに，Ang II がどちらの

受容体に結合して，MMP-3 および MMP-13 発現を誘導しているかを検討する

ために，AT1とAT2のそれぞれに特異的な拮抗剤である losartanおよび PD123319

が，Ang II 刺激による MMP-3 および MMP-13 産生増加に及ぼす影響を検討し

た。その結果，losartan は，Ang II刺激による MMP-3 および MMP-13 発現増加

を完全に抑制したが，PD123319 はこれらの発現増加を抑制しなかった。この結

果から，Ang IIはAT1受容体を介してROS17/2.8細胞に作用すると考えられた。 

Ang IIは，細胞内の MAPK を活性化させることが多くの組織で確認されてい

る。Guo ら (2011) は，骨芽細胞において，Ang IIが ERK1/2 経路を介して IL-6

の合成を誘導したと報告している。また，Yao ら (2012) は，単球遊走因子が，

Ang IIによって誘導される SAPK/JNK および ERK1/2 を介した血管平滑筋細胞

の増殖を触媒したと報告している。本研究では，Ang II刺激によって，ERK1/2，
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p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化の増加が認められた。さらに，losartan

は，Ang II刺激による ERK1/2，p38 MAPK，SAPK/JNK のリン酸化の増加を完

全に阻害した。これらの結果から，Ang II は，ROS17/2.8 細胞の ERK1/2，p38 

MAPK あるいは SAPK/JNK のシグナル伝達経路を介して MMP-3 および

MMP-13 産生を誘導すると考えられた (Fig. 12)。また，本研究では，Ang IIに

よる ERK1/2 のリン酸化の増加は，10
-6

 M Ang II刺激の 30 分後に消失した。一

方で，ERK1/2 のリン酸化阻害剤 PD98059 は，Ang II による MMP-3 および

MMP-13 の発現増加を完全に抑制した。同様の効果は，JNK の特異的リン酸化

阻害剤である SP600125 でも認められた。これらの結果から，ROS17/2.8 細胞に

おける ERK1/2 のリン酸化の増加は一時的であって，Ang IIによる MMP-3 およ

び MMP-13 の発現増加には，ERK1/2 と SAPK/JNK の両方のシグナル伝達が重

要であることが示唆された。なお，本研究において，培養期間中の継続的な

SB203580 処理が，ROS17/2.8 細胞の増殖を阻害したため，Ang II による MMP-3

およびMMP-13の発現誘導における p38 MAPKシグナル伝達経路の役割を検討

することはできなかった。本研究から，p38 MAPK のシグナル伝達経路は，骨

芽細胞の増殖に重要である可能性が示唆された。 

 IL-1α は，ROS17/2.8 細胞の tPA および uPA の産生促進と PAI-1 の産生抑制を

介して，プラスミノーゲン /プラスミン経路を活性化させたという報告や

(Fujisaki et al., 2006)，IL-17 は，軟骨細胞の PAI-1 発現を増加させる一方で，uPA

発現を減少させて，プラスミノーゲン/プラスミン経路を抑制したという報告が

ある (Tanigawa et al., 2011)。しかし，Ang IIが骨芽細胞における PAs と PAI-1

の発現に及ぼす影響についての報告がなかったため，その詳細は不明であった。

本研究では，tPA，uPA および PAI-1 の発現に対する Ang II刺激の影響は認めら

れなかった。これらの結果から，Ang IIは，骨芽細胞におけるプラスミノーゲ

ン/プラスミン経路に影響を及ぼさないことが示唆された。 

 本研究の結論として，Ang II は骨芽細胞の AT1 受容体に結合後，細胞内の

MAPKシグナル伝達経路を介してMMP-3およびMMP-13の産生を増加させて，

osteoid 層における ECM タンパクの分解を促進することが示唆された。また， 

Ang IIは骨芽細胞におけるプラスミノーゲン/プラスミン経路には影響を及ぼさ

ないことが明らかとなった。 
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第 2 章 

 

アンジオテンシン II は AT1受容体 

を介して骨芽細胞の分化と石灰化物形成を抑制する 

 

 

Nakai K, Kawato T, Morita T, Yamazaki Y, Tanaka H, Tonogi M, Oki H, Maeno M 

(2013) Angiotensin II suppresses osteoblastic differentiation and mineralized nodule 

formation via AT1 receptors in ROS17/2.8 cells. Arch Med Sci, in press 

 

 

緒  言 

 

骨は，破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成の相反する機能が厳密

に調整され，リモデリングのバランスが保たれている (Katagiri et al., 2002)。骨

芽細胞は，高い ALPase 活性を有し，I 型コラーゲン，BSP，OPN および OCN

などの ECM タンパクを多く産生し，骨形成において中心的な役割を担ってい

る (Anderson, 1989; Young et al., 1992; Robey et al., 1993; Mundlos et al., 1997)。骨

芽細胞の分化は，そのプロセスにおけるさまざまな段階において，複数の転写

因子によって調節されている (Yang et al., 2002)。Runx2 と Osterix の 2 つの転写

因子は，膜性骨化と軟骨内骨化のいずれにおいても不可欠な因子である (Otto 

et al., 1997; Karsenty, 2000; Nakashima et al., 2002)。また，Msx2 や Dlx5 などの骨

に非特異的な転写因子も骨芽細胞の分化に関与することが知られている 

(Acampora et al., 1999; Liu et al., 1999; Miyama et al., 1999; Satokata et al., 2000)。一

方，AJ18 は骨芽細胞の分化を抑制する転写因子として報告されている (Jheon et 

al., 2001)。 

Ang IIは，細胞上に発現する AT1および AT2受容体を介して細胞外液量の調

節と血圧の維持に関与する生理活性物質である (Senbonmatsu et al., 2003)。また，

Ang IIは，骨密度の低下と骨組織の脆弱化を主徴候とする骨粗鬆症や炎症性骨

吸収の発症にも関与することが知られている (Redlich et al., 2011; Guiglia et al., 

2013)。Ang IIは，破骨細胞に直接作用して (Hatton et al., 1997; Shimizu et al., 

2008; Guan et al., 2011; Kaneko et al., 2011)，あるいは骨芽細胞の RANKL産生増

加を介して間接的に破骨細胞による骨吸収を促進する (Shimizu et al., 2008; 

Bandow et al., 2011; Guan et al., 2011; Kaneko et al., 2011)。著者は第 1 章において，
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Ang IIが ROS17/2.8 細胞の AT1受容体に結合後，細胞内の MAPK シグナル伝達

経路を介して MMP-3 および MMP-13 の産生を増加させることを明らかにし，

osteoid 層における ECM タンパクの分解を促進することを示した (Nakai et al., 

2013)。これらの知見から，Ang IIは，骨芽細胞による RANKL産生増加を伴う

破骨細胞の活性化だけでなく，骨芽細胞による osteoid 層の ECM タンパク分解

促進によって破骨細胞の骨基質への付着も促進すると考えられた。しかし，Ang 

II が，骨芽細胞分化に関連する転写因子の発現および石灰化物形成に及ぼす影

響については明らかにされていない。 

そこで本研究では，Ang IIが，ROS17/2.8 細胞の Runx2，Osterix，Msx2，Dlx5

および AJ18 などの転写因子，ならびに I型コラーゲン，BSP，OPN および OCN

などの ECM タンパクの発現に及ぼす影響を検討した。また，石灰化物形成お

よびそれらに含まれるカルシウム蓄積量に及ぼす Ang IIの影響についても併せ

て検討した。 
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材料および方法 

 

1. 細胞培養 

 本研究には，第 1 章と同様に骨芽細胞として ROS17/2.8 細胞を用いた。

ROS17/2.8 細胞の培養条件および ROS17/2.8 細胞を刺激する際に用いた Ang II

と AT1受容体拮抗剤 losartan の濃度は，第 1 章の材料および方法の 1. と 6. に

記載した (Nakai et al., 2013)。 

 

2. Real-time PCR 

 細胞から全RNA抽出後の逆転写酵素によるmRNAから cDNA への合成，PCR

反応および結果の解析法は，第 1 章の材料および方法の 3. に記載した。Table 2

に本研究に使用したプライマーの配列を示す。 

 

3. SDS-PAGE および Western blotting 

SDS-PAGE は 4-20% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動後，ゲル

内のタンパクをPVDF膜に転写した。Western blottingは，1次抗体として抗Runx2

抗体，抗 Msx2 抗体，抗 OCN 抗体，抗 AJ18 抗体または抗-tubulin 抗体を，2

次抗体としてビオチン標識の各免疫動物に対する抗体を用いて行った。その後

の方法は，第 1 章の材料および方法の 4. に記載した。 

 

4. 石灰化物形成およびカルシウム蓄積量の測定 

 ROS17/2.8 細胞を 24 穴プレートに播種し，α-MEM に 10 mM の β-グリセロリ

ン酸と 50 μg/mL のアスコルビン酸を添加した培養液で 7 日間培養した。石灰

化物形成は，アリザリンレッド染色で評価した。また，石灰化物中のカルシウ

ム蓄積量は，calcium assay kit を用いて調べ，タンパク量当たりに換算して求め

た。 

 

5. 統計学的分析 

 第 1 章の材料および方法の 7. に記載した。 
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Table 2 

PCR primer used in the experiments 
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成  績 

 

1. 転写因子の遺伝子およびタンパク発現に及ぼす Ang II の影響 

 10
–6

 M Ang IIの有無に関わらず，Runx2，Osterix，Dlx5 および Msx2の遺伝子

発現は培養 3日目で最も高く，AJ18の遺伝子発現は 5日目で最も低かった (Fig. 

13)。 

培養 5 日目の Runx2 および Msx2 の遺伝子発現は，コントールに比べて 10
–6

 

M Ang IIの存在下で有意に減少したが (Fig. 13a and d)，AJ18 の遺伝子発現は， 

Ang IIの存在下で有意に増加した (Fig. 13e)。培養 7 日目の Runx2 の遺伝子発現

は，Ang IIの存在下で有意に増加した (Fig. 13a)。一方，Osterix および Dlx5 の

遺伝子発現は，7 日間の培養期間を通して Ang II添加の影響は認められなかっ

た (Fig. 13b and c)。 

 培養 5 日目の Runx2, Msx2 および AJ18 のタンパク発現も，遺伝子発現と同

様の結果を示した。すなわち，コントロールに比べて 10
–6

 M Ang II存在下で，

Runx2 とMsx2 の発現は有意に減少し，AJ18 の発現は有意に増加した (Fig. 14)。 

 

2. 石灰化物形成に及ぼす Ang II の影響 

 アリザリンレッドに染色される石灰化物は，10
–6

 M Ang II の有無に関わらず

培養 7 日目まで経日的に増加した。なお，Ang IIの有無によるアリザリンレッ

ドの染色性は，コントロールに比べて Ang II 存在下でわずかに低下していた 

(Fig. 15a)。 

石灰化物中に含まれるカルシウム含有量は，培養 3 および 7 日目では Ang II

添加の影響は認められなかったが，5 日目には，コントロールに比べて Ang II

の存在下で有意に減少した (Fig. 15b)。 

 

3. ECM タンパクの遺伝子およびタンパク発現に及ぼす Ang II の影響 

 10
–6

 M Ang IIの有無に関わらず，I型コラーゲンの遺伝子発現は培養 3日目で，

BSP, OPN および OCN の遺伝子発現は培養 5 日目で最も高い値を示した (Fig. 

16a–d)。 

OCN の遺伝子発現は，培養 5 日目にコントールと比べて 10
–6

 M Ang IIの存在

下で有意に減少したが (Fig. 16d)，I型コラーゲン, BSPおよび OPNの発現には，

7 日間の培養期間を通して Ang II添加の影響は認められなかった (Fig. 16a–c)。

培養 5 日目の OCN のタンパク発現も，遺伝子発現と同様にコントロールに比

べて Ang II添加で有意に減少した (Fig. 17)。 
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4. Ang II によって誘導された Runx2，Msx2，AJ18 および OCN の遺伝子発現

変化に及ぼす losartan の影響 

 AT1受容体拮抗剤 losartan は，10
-6

 M Ang II存在下で培養 5 日目に減少した

Runx2，Msx2 および OCN の遺伝子発現をコントロールレベルまで増加させた 

(Fig.18a, b and d)。また losartan は，培養 5 日目に 10
-6

 M Ang II存在下で増加し

た AJ18 の遺伝子発現をコントロールレベルまで低下させた (Fig. 18c)。 
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Fig. 13. Effect of Ang II on transcription factor mRNA expression levels. ROS17/2.8 

cells were cultured with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days. The mRNA 

expression levels of Runx2 (a), Osterix (b), Dlx5 (c), Msx2 (d), and AJ18 (e) on days 3, 

5, and 7 of culture were determined using real-time PCR. Each bar indicates the mean 

± SD from three independent experiments. 
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Fig. 14. Effect of Ang II on Runx2, Msx2, and AJ18 protein expression levels. 

ROS17/2.8 cells were cultured with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for 5 days, and the 

protein expression levels of Runx2 (a), Msx2 (b), AJ18 (c) were examined with 

Western blotting. Each bar indicates the mean ± SD from three independent 

experiments. 
*
p < 0.05 (Ang II treatment vs. control). 
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Fig. 15. Effect of Ang II on mineralized nodule formation. ROS17/2.8 cells were 

cultured with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days. Mineralized nodule 

formation (a) was examined by Alizarin Red staining on days 3, 5, and 7 of culture, 

and the calcium content in mineralized nodules (b) was determined using a calcium 

assay kit. Each bar indicates the mean ± SD from three independent experiments. 
**

p < 

0.01 (Ang II treatment vs. control). 
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Fig. 16. Effect of Ang II on mRNA expression levels of ECM proteins. ROS17/2.8 

cells were cultured with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for up to 7 days, and the mRNA 

expression levels of type I collagen (a), BSP (b), OPN (c), and OCN (d) on days 3, 5, 

and 7 of culture were determined using real-time PCR. Each bar indicates the mean ± 

SD from three independent experiments. 
**

p < 0.01 (Ang II treatment vs. control). 
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Fig. 17. Effect of Ang II on OCN protein expression levels. ROS17/2.8 cells were 

cultured with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II for 5 days, and protein expression levels of 

OCN were examined with Western blot analysis. Each bar indicates the mean ± SD 

from three independent experiments. 
*
p < 0.05 (Ang II treatment vs. control). 
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Fig. 18. Effect of losartan on Runx2, Msx2, AJ18, and osteocalcin mRNA expression. 

ROS17/2.8 cells were cultured with 0 (control) or 10
–6

 M Ang II in the presence or 

absence of the AT1 receptor blocker (losartan) for 5 days. mRNA expression levels of 

Runx2 (a), Msx2 (b), AJ18 (c), and OCN (d) were determined using real-time PCR. 

Each bar indicates the mean ± SD from three independent experiments. 
*
p < 0.05. 
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考  察 

 

Ang II は，ラット胎児頭蓋冠由来骨芽細胞の ALPase 活性と石灰化物形成を

抑制し (Hagiwara et al., 1998; Lamparter et al., 1998)，骨芽細胞分化は Ang IIによ

って抑制されると考えられている。しかし，骨芽細胞分化に関連する転写因子

の発現に及ぼす Ang IIの影響を調べた報告はない。第 1 章で著者は，増殖期か

らコンフルエントに達する ROS17/2.8 細胞の培養期間に 10
-6

 M Ang II で刺激す

ると，細胞増殖が促進する一方で，骨芽細胞分化に関連する ALPase 活性は低

下することを示した (Nakai et al., 2013)。そこで，本研究では，ROS17/2.8 細胞

の分化に関連する転写因子の発現レベルを調べることにより，Ang IIが骨芽細

胞分化に及ぼす影響を検討した。 

本研究では，Runx2 と Msx2 の発現は 10
–6

 M Ang II刺激で有意に減少し，AJ18

発現は有意に増加した。さらに Ang IIは，ROS17/2.8 細胞による石灰化物形成

を有意に抑制した。Runx2 は間葉系幹細胞から骨芽細胞への初期分化に必須な

転写因子であり，また，成熟した骨芽細胞は高い OCN 発現能を有することが

知られている (Komori et al., 2006)。本研究では，Runx2 と同様に OCN の発現も

また，10
-6

 M Ang II刺激で有意に減少した。 

Msx2 は，骨の発育調節に重要な役割を果たしている。Liu ら (1999) は，Msx2

の過剰発現は一時的に骨芽細胞の分化を抑制するが，最終的には分化を促進し

て骨の発育を促したと報告している。Msx2 が骨芽細胞の分化や増殖を促進する

ことは，Ishiiら (2003) および Ichidaら (2004) によっても報告されている。Zinc 

finger motifを含むOsterixも，骨芽細胞分化に重要な転写因子である (Nakashima 

et al., 2002)。さらに，Dlx5 は骨芽細胞の分化過程と相関し，in vitro においては

骨芽細胞分化の最終段階でその発現が最大となることから，骨細胞への成熟に

関与する可能性が示唆されている (Hassan et al., 2004)。一方，AJ18 は OSE2 に

特異的に結合して Runx2 の転写活性を阻害し，骨芽細胞の分化を抑制する転写

因子として知られている (Jheon et al., 2001; Yanagisawa et al., 2008)。これらの知

見と本研究結果から，Ang IIは，Runx2 および Msx2 発現の減少と AJ18 の発現

の増加を介して骨芽細胞の分化を抑制すると考えられた。 

Hagiwara ら (1998) は，Ang II がラット胎児頭蓋冠由来骨芽細胞の石灰化物

形成と OCN の遺伝子発現を抑制し，Ang II による OCN 発現の抑制はその発現

が最大となった培養日に顕著に認められたと報告しており，本研究結果は

Hagiwara ら (1998) の報告と一致した。一方で，Hagiwara ら (1998) は，Ang II

の刺激を受けた骨芽細胞における BSP, OPN および I型コラーゲンなど OCN以

外の ECM タンパク発現については検討していない。そこで本研究では，Ang II

http://ejje.weblio.jp/content/motif
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が ROS17/2.8 細胞の石灰化物形成を抑制するメカニズムを解明するために，

OCN を含む非コラーゲン性タンパクおよびコラーゲンの発現に及ぼす Ang II

の影響についても検討した。その結果，Ang II刺激によって OCN の発現は減少

したが，I型コラーゲン，BSP および OPN の発現には Ang II刺激の影響は認め

られなかった。非コラーゲン性の ECM タンパクは，細胞外におけるコラーゲ

ンの組織化やヒドロキシアパタイト結晶の形成と成長の調節に重要である 

(Young et al., 1992; Robey et al., 1993; Mundlos et al., 1997; Ganss et al., 1999)。また，

ALPase はアルカリ性下で，有機リン酸エステル化合物のエステル結合を加水分

解する酵素であり，ピロリン酸や ATP などの石灰化阻害物質を消化するだけで

なく，ヒドロキシアパタイト結晶形成に必要な局所のリン酸濃度の押し上げに

も深く関与し，骨の石灰化過程において重要な役割を担っている (Anderson et 

al.,1989)。第 1 章において著者は，Ang IIが ROS17/2.8 細胞の ALPase 活性を抑

制することを示した (Nakai et al., 2013)。これらの知見から，Ang II は骨芽細胞

の ALPase 活性と OCN の発現を減少させることで，石灰化物形成を抑制すると

考えられた。動物実験および疫学研究では，高血圧がカルシウム代謝の異常に

関連し，カルシウム減少を伴う骨粗鬆症のリスクを増加させたと報告されてい

る (Resnick et al., 1983; Cappuccio et al., 2000)。さらに，Ang IIが破骨細胞性骨吸

収を促進することや，Ang 変換酵素阻害剤および Ang II受容体拮抗剤などの血

圧降下薬が，骨量を増加させたとの報告もある (Hatton et al., 1997; Lynn et al., 

2006; Rejnmark et al., 2006; Shimizu et al., 2008)。これらの知見と本研究結果から，

Ang IIは，破骨細胞による骨吸収 (Maeno et al., 2013) を促進するだけでなく，

骨芽細胞による骨形成を抑制して，骨組織のリモデリングバランスの破綻を誘

導する可能性が示唆された。 

本研究では，石灰化物中のカルシウム含有量は培養 5 日目に Ang II刺激で顕

著に減少したが，7 日目にはその影響は認められなかった。つまり，Ang II に

よる石灰化物形成の抑制作用は，7 日目には減衰した。しかも，培養 5 日目に

おける Ang IIによるMsx2および OCNの遺伝子発現の減少と AJ18の発現増加

が 7 日目には認められず，Ang IIによる石灰化物形成の抑制は，これらの発現

変化と一致して弱まった。一方で，Runx2 の発現は，培養 7 日目においてコン

トロールと比較して Ang II刺激で有意に増加した。著者は，ROS17/2.8 細胞の

AT1および AT2受容体の発現は，培養 3 および 5 日目に比べて 7 日目で著しく

低下することを第 1 章で報告している (Nakai et al., 2013)。したがって，培養 7

日目における Ang II による Runx2 の発現増加は，Ang IIの直接作用によるもの

ではないと推察された。 

Runx2 の発現は，bone morphogenetic protein-2 および fibroblast growth factor-2 
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(FGF2) などの増殖因子や，IL-1β および IL-6 などの炎症性サイトカインによっ

て誘導され (Iwasaki et al., 2008; Li et al., 2008; Koch et al., 2012; Nakayama et al., 

2012; Sonomoto et al., 2012)，また，Ang IIは，マウスの頭蓋冠由来骨芽細胞 (Guo 

et al., 2011) および骨格筋細胞 (Tang et al., 2011) の IL-6 および FGF2 の産生を

誘導したと報告されている。本研究では，Ang IIが ROS17/2.8 細胞の増殖因子

やサイトカインの発現に及ぼす影響は調べてないが，Ang IIが ROS17/2.8 細胞

の培養初期段階で IL-6を含むサイトカインや FGF2 などの成長因子の発現を誘

導し，これらの autocrine 作用が培養後期に Runx2 の発現を増加させた可能性が

考えられた。また，本研究における石灰化物形成と石灰化物中のカルシウム蓄

積量および ECM タンパク発現の結果から，培養 7 日目における Runx2 の発現

増加は，ROS17/2.8 細胞の骨形成機能には影響しないと推察された。 

これまでに，Ang IIは，骨芽細胞の AT1受容体を介して RANKLおよび MMPs

の発現を誘導したと報告されている (Shimizu et al., 2008; Nakai et al., 2013)。本

研究においても，AT1受容体拮抗剤 losartan が，Ang II 誘導性の Runx2，Msx2

および OCN の発現減少と，AJ18 の発現増加を完全に抑制した。また，ラット

胎児頭蓋冠由来骨芽細胞においては，Ang II 刺激による ALPase 活性および

OCN 発現の低下が，AT2受容体拮抗剤ではなく AT1受容体拮抗剤で阻害された

と報告されている (Hagiwara et al., 1998)。これらの知見から, Ang II は，AT1受

容体を介して骨芽細胞の ALPase 活性と Runx2，Msx2，AJ18 および OCN の発

現を低下させると考えられた。 

結論として，Ang IIは，ROS17/2.8 細胞の AT1受容体に結合し，Runx2 および

Msx2 の発現減少と AJ18 の発現増加によって，骨芽細胞分化を抑制することが

示唆された。さらに，Ang IIは AT1受容体を介して ALPase 活性と OCN の発現

を減少させて，ROS17/2.8 細胞の石灰化物形成を抑制すると考えられた。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagiwara%20H%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=9582511
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総  括 

 

 Agn IIが，ROS17/2.8 細胞の ECM タンパク代謝調節，骨芽細胞分化および石

灰化物形成に及ぼす影響を細胞および分子生物学的に明らかにするために，本

研究を企画した。 

 第 1 章では，ROS17/2.8 細胞の ECM タンパク分解酵素とその内因性阻害剤の

発現，および MAPK シグナル関連因子の活性化に及ぼす Ang II の影響を調べ，

以下の結果を得た。 

1. Ang II刺激で ALPase 活性は有意に低下し，細胞増殖は有意に促進された。

AT1および AT2受容体の発現には，Ang II刺激の影響は認められなかった。 

2. Ang II刺激で MMP-3 および MMP-13 の発現は増加した。一方，AT1およ

び AT2受容体，MMP-2，MMP-9，MMP-14，uPA，tPA，TIMP-1，TIMP-2，

TIMP-3，PAI-1 の発現には Ang II 刺激の影響は認められず，MMP-1 と

TIMP-4 の発現は検出されなかった。 

3. Ang II刺激で ERK1/2，p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化は有意に

増加した。 

4. Ang II誘導性のMMP-3およびMMP-13の発現増加は，AT1受容体拮抗剤，

ERK1/2 および SAPK/JNK のリン酸化阻害剤で有意に抑制されたが，AT2

受容体拮抗剤の影響は認められなかった。 

5. p38 MAPK のリン酸化阻害剤は細胞増殖を著しく抑制した。 

6. Ang II誘導性の ERK1/2，SAPK/JNK および p38 MAPK のリン酸化の増加

は，AT1受容体拮抗剤で有意に抑制された。 

 第 2 章では，骨芽細胞分化に関連する転写因子と ECM タンパクの発現，お

よび石灰化物形成に及ぼす Ang IIの影響を調べ，以下の結果を得た。 

7. Ang II 刺激で AJ18 発現は増加したが，Runx2 および Msx2 の発現は減少

し，Osterix および Msx2 の発現には Ang II 刺激の影響は認められなかっ

た。 

8. Ang II 刺激で OCN 発現は減少した。一方，I 型コラーゲン，BSP および

OPN の発現には Ang II刺激の影響は認められなかった。 

9. Ang II 刺激で石灰化物形成および石灰化物中のカルシウム蓄積量は減少

した。 

10. AT1受容体拮抗剤は，Ang II誘導性の Runx2，Msx2 および OCN の発現減

少と AJ18 の発現増加を有意に抑制した。 

 以上の結果から，Ang II は，骨芽細胞の AT1受容体と MAPK シグナル伝達
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経路を介して MMP-3 と MMP-13 の産生を増加させ， ECM タンパク代謝を分

解系に傾けることが明らかになった。また，Ang IIは，骨芽細胞の分化を促進

する転写因子 Runx2 と Msx2 の発現低下および分化を抑制する転写因子 AJ18

発現の増加を介して骨芽細胞分化を抑制し，ALPase 活性と OCN 発現を低下さ

せて石灰化物形成を抑制することが明らかとなった。 
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