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概  要 

 

 歯科矯正治療において，歯に加える矯正力が歯槽骨のリモデリングを引き起

こすことが知られている。すなわち，圧迫側では骨吸収が，牽引側では骨形成

がそれぞれ優位となり，歯の移動が引き起こされる。骨芽細胞は高いアルカリ

フォスファターゼ活性を有し，コラーゲン性および非コラーゲン性の細胞外マ

トリックス (ECM) タンパクを産生して, 骨形成の中心的な役割を担っている。

また，骨芽細胞は, 破骨細胞性骨吸収にも関与することが知られている。骨芽

細胞は，破骨細胞の分化を促進する receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) 

や macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) および RANKL の decoy 受容体

である osteoprotegerin (OPG) を産生して，破骨細胞前駆細胞の破骨細胞への分

化と成熟を調節する。さらに，骨芽細胞はタンパク分解酵素である matrix 

metalloproteinases (MMPs) とその内因性阻害剤である tissue inhibitor of 

metalloproteinases (TIMPs) を産生して，破骨細胞が骨表層に吸着するプロセス

で重要となる osteoid 層の ECM タンパク分解にも関与する。 

 矯正力を想定して，伸展力 (TF) を骨芽細胞に負荷したこれまでの in vitro 研

究においては，適度な TF 負荷がアルカリフォスファターゼ活性と ECM タンパ

ク発現を増加させる一方で，過度な TF 負荷は，骨芽細胞による石灰化物形成

を抑制することが報告されている。しかし，TF 負荷が骨芽細胞によって産生さ

れる ECM タンパク分解酵素とその内因性阻害剤，および破骨細胞分化調節因

子の発現に及ぼす影響を調べた研究は少なく，その詳細は不明である。著者は，

骨芽細胞の骨形成能を促進する適度な TF 負荷は，骨芽細胞による ECM タンパ

ク分解や，骨芽細胞を介した破骨細胞分化誘導を抑制し，総じて骨吸収よりも

骨形成が優位となるのではないかと考えた。 

そこで，本研究では，骨芽細胞様細胞として MC3T3-E1 を用いて，骨形成機

能を促進することが報告されている強度の TF 負荷が，MMPs および TIMPs 発

現に及ぼす影響を調べた。その結果，TF 負荷によって，MMP-1，MMP-3 およ

び MMP-13 発現が減少し，TIMP-2 および TIMP-3 発現は増加した。また，MMP-2

および MMP-14 発現，ならびに TIMP-1 および TIMP-4 発現には TF 負荷の影響
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が認められなかった。 

次に，TF 誘導性の MMP-1，MMP-3 および MMP-13 の発現減少，ならびに

TF 誘導性の TIMP-2 および TIMP-3 の発現増加に関与する細胞内シグナル伝達

経路を明らかにするために，MC3T3-E1 内の mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) シグナル伝達因子のリン酸化に及ぼす TF 負荷の影響を調べた。その

結果，TF 負荷によって extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 のリン酸化

が減少した一方で， stress-activated protein kinases/c-jun N-terminal kinases 

(SAPK/JNK) のリン酸化は増加したが，p38 MAPK のリン酸化には変化が認め

られなかった。また，ERK1/2 の特異的なリン酸化阻害剤である PD98059 は，

MMP-1，MMP-3 および MMP-13 発現を抑制したが，TIMP-2 および TIMP-3 発

現には影響しなかった。一方，SAPK/JNK の特異的リン酸化阻害剤である

SP600125 は，TF 誘導性の TIMP-2 および TIMP-3 の発現増加を完全にブロック

したが，TF 誘導性の MMP-1，MMP-3 および MMP-13 の発現減少には影響しな

かった。さらに，TF 負荷が MC3T3-E1 の破骨細胞分化調節因子の発現に及ぼす

影響を検討するために，RANKL，M-CSF および OPG 発現を調べた。その結果，

TF 負荷によって RANKL 発現は減少し，OPG 発現は増加したが，M-CSF 発現

に変化は認められなかった。 

以上の結果から，TF 負荷は，骨芽細胞内の MAPK シグナル伝達経路を介し

て MMP-1，MMP-3 および MMP-13 の発現減少ならびに TIMP-2 および TIMP-3

の発現増加を誘導し，osteoid 層における ECM タンパク分解を抑制することが

明らかとなった。また，TF 負荷 は，骨芽細胞による RANKL 発現減少ならび

に OPG 発現増加を誘導し，破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化を抑制する

可能性が示唆された。 

本論文は， International Journal of Medical Sciences に掲載された論文 

(Karasawa et al. (2015) Tension force downregulates matrix metalloproteinase 

expression and upregulates the expression of their inhibitors through MAPK signaling 

pathways in MC3T3-E1 cells. Int J Med Sci 12, 905-13.) を基幹論文とし，これに

TF 負荷が骨芽細胞の破骨細胞分化調節因子 (RANKL，M-CSF および OPG) の

発現に及ぼす影響を調べた結果を加えて総括したものである。 
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緒  言 

 

 歯科矯正治療において，歯に加えた矯正力が歯槽骨に伝達され，骨リモデリ

ングのバランスが変化することによって歯の移動が生じる (Roberts et al., 1981; 

Krishnan et al., 2006)。骨芽細胞は高いアルカリフォスファターゼ活性を有し，

コラーゲン性および非コラーゲン性の ECM タンパクを産生して，骨形成の中

心的な役割を担っている (Anderson, 1989; Robey et al., 1993; Mundlos et al., 

1997)。また，骨芽細胞は, 破骨細胞分化促進因子である RANKL および M-CSF 

と，破骨細胞分化抑制因子である OPG を産生して，破骨細胞前駆細胞から破骨

細胞への分化と成熟を調整している (Maeno et al., 2013)。さらに骨芽細胞は，

タンパク分解酵素とその内因性阻害剤を産生して，破骨細胞が骨表層に吸着す

るプロセスで重要となる osteoid層のECMタンパク分解にも関与する (Holliday 

et al., 1997; Zhao et al., 1999)。すなわち，骨芽細胞は，骨リモデリングにおける

骨形成と骨吸収の両方において重要な役割を担っている。矯正力を想定して，

メカニカルストレスを骨芽細胞に与えた in vitro 研究では，適度な圧迫力や TF

負荷は，骨芽細胞の骨形成因子の発現を誘導し (Mitsui et al., 2005; Shionome et 

al., 2012; Kariya et al., 2015)，一方，過度な圧迫力の負荷は，破骨細胞分化促進

因子の発現を誘導したと報告されている (Koyama et al., 2008; Sanuki et al., 

2010; Zhang et al., 2010)。しかし，TF 負荷が骨芽細胞の ECM タンパク分解酵素

とその内因性阻害剤，ならびに破骨細胞分化調節因子の発現に及ぼす影響を調

べた研究は少なく，その詳細は不明である。 

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 分子を

分解する (Malemud, 2006; Paiva et al., 2014)。MMP ファミリーは，その基質特異

性，配列の相同性および領域構成に基づいて，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
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ープに分類される (Egeblad et al., 2002; Nagase et al., 2006)。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; Nagase et 

al., 2006)。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)。また，骨芽細胞，軟骨細胞および滑膜

細胞における MMPs と TIMPs の発現には，細胞内の MAPK シグナル伝達経路

が関与していることが知られている (Wang et al., 2009; Sondergaard et al., 2010; 

Nakai et al., 2013)。 

そこで，本研究では，骨芽細胞による osteoid 層中の ECM タンパク分解なら

びに破骨細胞分化調節における TF 負荷の影響を調べることを目的とし，骨芽

細胞様細胞として MC3T3-E1 に TF を負荷し，MMPs，TIMPs，RANKL，M-CSF

およびOPG発現に及ぼす TF負荷の影響を調べた。さらに TF負荷が, MC3T3-E1

における ERK 1/2，p38 MAPK，SAPK/JNK のリン酸化に与える影響についても

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，骨芽細胞としてマウス頭蓋骨由来の細胞株 MC3T3-E1 を用いた。

MC3T3-E1 の培養には，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% 炭酸ガス

存在下で行った。 

   

2. TF の負荷 

 Flexercell Strain Unit を用いて MC3T3-E1 に周期的な TF を負荷した。すなわ

ち，MC3T3-E1 を表面が親水性の flexible-bottomed 6-well plates に播種し，

Flexercell Strain Unit に設置後，コンピューター制御下で plate 底面を吸引し，底

面の面積が 0，4，8 または 12%増加する強度の TF を，6 cycles/min (5 sec strain，

5 sec relaxation) で 24 時間負荷した。なお，TF は，放射状および円周方向に均

一であり (Vande et al., 2004)，その強度は，Flexercell Strain Unit を使用した先行

研究 (Shimizu et al., 1995; Jacobs et al., 2013; Fushiki et al., 2015; Kariya et al., 

2015) を基に決定した。コントロールは同一条件で flexible-bottomed plates に播

種し TF 負荷を加えないものとした。 

 

3. Real-time PCR 

 細胞から全 RNA を抽出し DNase 処理を施した後，逆転写酵素で mRNA から

cDNA を作成し，SYBR Green I を用いて real-time PCR を行った。Table 1 に使用

したプライマーの塩基配列を示す。遺伝子の増幅は Smart Cycler を用いて行い，

結果の解析は Smart Cycler Software を用いて行った。すなわち，あらかじめ作

成した検量線をもとに遺伝子の増幅量を求め，グリセルアルデヒド 3-リン酸脱

水素酵素 (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 

  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
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クを PVDF 膜に転写した。Western blotting は，1 次抗体として抗 MMP-1，抗

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

抗 TIMP-4，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 抗体を用いた。また，2

次抗体としては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ン溶液を加えた後，ECL を用いて

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，バン

ドの濃度を 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. MAPK リン酸化阻害剤処理 

 MC3T3-E1 の MMPs および TIMPs 発現に関与する MAPK シグナル伝達経路

を検索するために, MC3T3-E1をERK 1/2リン酸化阻害剤PD98059 (10 μM) ある

いは JNK リン酸化阻害剤 SP600125 (1 μM) で処理した。なお，TF を負荷する

場合，リン酸化阻害剤による処理は TF 負荷の 1 時間前に行った。リン酸化阻

害剤の濃度は，Nakai ら (Nakai et al., 2013) の報告を基に決定した。なお，

real-time PCR 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。 

 

6. 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，2 群の比較では Student t 検定を，3 群以上の比較では一元配置分散分析

(ANOVA) 後に 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 

 

Target   Forward primer    Reverse primer     Genbank acc no. 

MMP-1 5'-CACATTGATGCTGCTGTTGTGA-3' 5'-TCTGCTGTTAATCTGGGATAACCTG-3' NM_032006.3 

MMP-2 5'-GATAACCTGGATGCCGTCGTG-3' 5'-GGTGTGCAGCGATGAAGATGATA-3' NM_008610.2 

MMP-3 5'-CTCATGCCTATGCACCTGGAC-3' 5'-TCATGAGCAGCAACCAGGAA-3' NM_010809.1 

MMP-13 5'-TCCCTGGAATTGGCAACAAAG-3' 5'-GCATGACTCTCACAATGCGATTAC-3' NM_008607.2 

MMP-14 5'-GCAGTGGACAGCGAGTACCCTA-3' 5'-AGTCCCGCAGAGCTGACTTG-3' NM_008608.3 

TIMP-1 5'-CTATAGTGCTGGCTGTGGGGTGTG-3' 5'-TTCCGTGGCAGGCAAGCAAAGT-3' NM_001044384.1 

TIMP-2 5'-GGCCTCCCTCCCTTACTCC-3'  5'-GACTTCATATTCCAGCACGCACAT-3' NM_011594.3 

TIMP-3 5'-CTAAGTCGGCTGTTTGGGTTGA-3' 5'-CAGCACAGCTGGCTTGCTAGA-3' NM_011595.2 

TIMP-4 5'-GCCTGAATCATCACTACCACCAGA-3' 5'-TGAGATGGTACATGGCACTGCATA-3' NM_080639.3 

RANKL 5'-CATGTGCCACTGAGAACCTTGAA-3' 5'-CAGGTCCCAGCGCAATGTAAC-3' NM_011613.3 

OPG 5'-CTGAACCAGACATGACAGC-3'  5'-CAATGGCTGGCTTGGTTTC-3'  NM_008764.3 

M-CSF 5'-GAACAGCGTGTCCCATCCA-3'  5'-TGAGGCCAGCTCAGTGCAA-3'  NM_007778.4 

GAPDH 5'-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3' 5'-TGAAGGGGTCGTTGATGG-3'  NM_001289726.1 
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成  績 

 

1. TF が MMPs と TIMPs の遺伝子発現に及ぼす影響 

 MC3T3-E1に，0 (コントロール)，4，8および 12% TFを 24時間負荷し，MMP-1，

MMP-2，MMP-3，MMP-13 および MMP-14，ならびに TIMP-1，TIMP-2，TIMP-3

およびTIMP-4の遺伝子発現を調べた。MMP-1，MMP-3およびMMP-13発現は，

4，8 あるいは 12% TF 負荷でコントロールに比べて有意に減少した (Fig. 1A, C 

and D)。TF の強度間で MMP-1 および MMP-3 の発現減少の程度の違いは認めら

れなかったが，MMP-13 発現は TF の強度に依存して減少した。なお，MMP-2

および MMP-14 発現に TF 負荷の影響は認められなかった (Fig. 1B and E)。 

 TIMPs発現に及ぼすTFの影響は，MMPsとは相反していた。すなわち，TIMP-3

発現は 8％ TF 負荷でコントロールと比較して有意に増加し，12％ TF 負荷で

さらに増加した (Fig. 2C)。また，TIMP-2 発現は 12％ TF 負荷でコントロール

に比較して有意に増加した (Fig. 2B)。なお，TF 負荷は TIMP-1 および TIMP-4

発現に影響しなかった (Fig. 2A and D)。 

 

2. TF が MMPs と TIMPs のタンパク発現に及ぼす影響 

 MC3T3-E1 に，0 (コントロール) および 12% TF を 24 時間負荷し，MMP-1，

MMP-2，MMP-3，MMP-13 および MMP-14，ならびに TIMP-1，TIMP-2，TIMP-3

および TIMP-4 のタンパク発現を調べた。MMP-1，MMP-3 および MMP-13 発

現は，12％ TF 負荷でコントロールに比べて有意に減少した (Fig. 3A，C and D) 

一方で，TIMP-2 および TIMP-3 発現は有意に増加した (Fig. 4B and C)。なお，

12％ TF 負荷は，MMP-2 および MMP-14 発現 (Fig. 3B and E)，ならびに TIMP-1

および TIMP-4 発現 (Fig. 4A and D) に影響しなかった。すなわち, 成績 1 で示

した MMPs および TIMPs の遺伝子発現に及ぼす TF 負荷の影響は，タンパク発

現に及ぼす影響と一致した。 

  

3. ERK1/2，p38 MAPK および SAPK/JNK のリン酸化に及ぼす TF の影響 

 MC3T3-E1 に 12％ TF を 12 および 24 時間負荷し，ERK1/2，p38 MAPK およ
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び SAPK/JNK のリン酸化を調べた。TF 負荷前に比べて負荷 12 時間および 24

時間後で ERK1/2 のリン酸化は有意に減少し (Fig. 5A)，SAPK/JNK のリン酸化

は有意に増加した (Fig. 5C)。一方，TF 負荷は p38 MAPK のリン酸化に影響し

なかった (Fig. 5B)。  

 

4. ERK1/2及び SAPK/JNKのリン酸化阻害剤が MMPsおよび TIMPs発現に及

ぼす影響 

 TF 負荷による ERK1/2 のリン酸化の抑制を再現するために ERK1/2 のリン酸

化阻害剤 PD98059 で TF を負荷していない MC3T3-E1 を処理した。また，TF

負荷による SAPK/JNKのリン酸化の増加を抑制するために SAPK/JNKのリン酸

化阻害剤SP600125でMC3T3-E1を処理した後にTFを負荷して，MMP-1，MMP-3

および MMP-13，ならびに TIMP-2 および TIMP-3 の遺伝子発現を調べた。

PD98059 処理は未処理 (コントロール) に比べて，MMP-1，MMP-3 および

MMP-13 発現が有意に低下したが (Fig. 6A，B and C)，TIMP-2 および TIMP-3 発

現に PD98059 処理の影響は認められなかった (Fig. 6D and E)。また，SP600125

処理は，TF 誘導性の TIMP-2 および TIMP-3 の発現増加を抑制した (Fig. 7D and 

E)。一方，TF 誘導性の MMP-1，MMP-3 および MMP-13 の発現減少は，SP600125

処理で抑制されなかった (Fig. 7A，B and C)。 

  

5. TF が RANKL，OPG および M-CSF の遺伝子発現に及ぼす影響 

 MC3T3-E1 に，0，4，8 および 12% TF を 24 時間負荷し，RANKL，OPG およ

び M-CSF の遺伝子発現を調べた。RANKL 発現は，8 および 12% TF 負荷でコ

ントロールに比べて有意に減少し，OPG 発現は有意に増加した (Fig. 8A and B)。

一方，M-CSF 発現に TF 負荷の影響は認められなかった (Fig. 8C)。 
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Fig. 1. Effect of TF on MMP mRNA expression.  

MC3T3-E1 cells were subjected to 0 (control), 4, 8, or 12% TF for 24 hours, and 

the expression of MMP-1 (A), -2 (B), -3 (C), -13 (D) and -14 (E) was determined 

using real-time RT-PCR. Gene expression is described as the fold change relative 

to the control group. Each bar indicates the mean ± SD from three independent 

experiments. **p < 0.01, *p < 0.05 (vs. control).  
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Fig. 2. Effect of TF on TIMP mRNA expression.  

MC3T3-E1 cells were subjected to 0% (control), 4, 8, or 12% TF for 24 hours, and 

the expression of TIMP-1 (A), -2 (B), -3 (C) and -4 (D) was determined using 

real-time RT-PCR. Gene expression is described as the fold change relative to the 

control group. Each bar indicates the mean ± SD from three independent 

experiments. **p < 0.01, *p < 0.05 (vs. control). 
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Fig. 3. Effect of TF on MMP protein expression.  

MC3T3-E1 cells were subjected to 0% (control) or 12% TF for 24 hours, and the 

expression of MMP-1 (A), -2 (B), -3 (C), -13 (D) and -14 (E) was examined by 

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

experiments. **p < 0.01 (vs. control). 
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Fig. 4. Effect of TF on TIMP protein expression.  

MC3T3-E1 cells were subjected to 0% (control) or 12% TF for 24 hours, and the 

expression of TIMP-1 (A), -2 (B), -3 (C), and -4 (D) was examined by Western 

blot analysis. Each bar indicates the mean ± SD from three independent 

experiments. **p < 0.01 (vs. control). 
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Fig. 5. Effect of TF on the phosphorylation of ERK1/2, p38 MAPK, and SAPK/JNK.  

MC3T3-E1 cells were subjected to 12% TF for up to 24 hours, and the 

phosphorylation of ERK1/2 (A), p38 MAPK (B), and SAPK/JNK (C) was 

examined by Western blot at 0 (prior to TF application), 12, and 24 hours of 

culture. Each bar indicates the mean ± SD from three independent experiments. **p 

< 0.01 (vs. control). 
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Fig. 6. Effect of PD98059 on MMP-1, -3 and -13 and TIMP-2 and -3 mRNA 

expression.  

MC3T3-E1 cells were treated with or without 10 µM PD98059 (ERK inhibitor) for 

24 hours, and the expression of MMP-1 (A), -3 (B), and -13 (C) and TIMP-2 (D) 

and -3 (E) was determined by real-time RT-PCR. The expression level is presented 

as the fold change relative to the control group. Each bar indicates the mean ± SD 

from three independent experiments. **p < 0.01, *p < 0.05 (vs. control). 

in
te

n
s
it

y
 

(M
M

P
-1

/G
A

P
D

H
)	

in
te

n
s
it

y
 

(M
M

P
-3

/G
A

P
D

H
)	

in
te

n
s

it
y

 
(M

M
P

-1
3

/G
A

P
D

H
)	

  0 µM PD98059 (control) 

 

10 µM PD98059 	

*	 **	

in
te

n
s
it

y
 

(T
IM

P
-2

/G
A

P
D

H
)	

in
te

n
s
it

y
 

(T
IM

P
-3

/G
A

P
D

H
)	

*	

A	 B	 C	

D	 E	



 - 17 - 

 

Fig. 7. Effect of SP600125 on TF-induced downregulation of MMP-1, -3 and -13 

expression and upregulation of TIMP-2 and -3 expression.  

MC3T3-E1 cells were pretreated with 10 µM SP600125 (JNK inhibitor) and then 

subjected to 0 (control) or 12% TF for 24 h. The expression of MMP-1 (A), -3 (B), 

and -13 (C) and TIMP-2 (D) and -3 (E) was determined by real-time PCR. The 

expression level is presented as the fold change relative to the control group. Each bar 

indicates the mean ± SD from three independent experiments. **p < 0.01 (TF vs. 

control), ††p < 0.01, †p < 0.05 (TF vs. TF plus 1 μM SP600125) 
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Fig. 8. Effect of TF on RANKL, OPG and M-CSF mRNA expression. 

MC3T3-E1 cells were subjected to 0% (control), 4, 8, or 12% TF for 24 hours, and 

the expression of RANKL (A), OPG (B) and M-CSF (C) was determined using 

real-time RT-PCR. Gene expression is described as the fold change relative to the 

control group. Each bar indicates the mean ± SD from three independent 

experiments. **p < 0.01, *p < 0.05 (vs. control). 
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考  察 

 

適度な TF 負荷は，骨芽細胞の骨形成機能を高める一方で, 過度な TF 負荷は，

これを抑制することが知られている。具体的には，Jacobs ら (Jacobs et al., 2013) 

は，ヒト骨芽細胞のⅠ型コラーゲン発現およびアルカリフォスファターゼ活性

は 5％ TF 負荷で増加したが，10％ TF では減少したと報告している。また，

Fushiki ら (Fushiki et al., 2015) は，ラット頭蓋冠より分離した細胞に 18％ TF

を負荷すると, 石灰化物形成量が減少したと報告している。さらに，Kariya ら 

(Kariya et al., 2015) は，MC3T3-E1 への 6 および 18％ の TF 負荷で，骨芽細胞

分化に関連する転写因子である Runx2 と Osterix 発現が増加したことを，また，

この TF 誘導性の Runx2 および Osterix の発現誘導は 18％ TF 負荷より 6％ TF

負荷で顕著であり，さらに，6％ TF 負荷はアルカリフォスファターゼ活性，ECM

タンパク発現および石灰化物形成能も増加させたと報告している。 

これらの報告に基づいて著者は，骨芽細胞の骨形成機能を促進する適度な TF

負荷は，骨芽細胞による ECM タンパク分解を抑制し, 総じて骨吸収よりも骨形

成が誘導されるのではないかと考え，MC3T3-E1 への 4〜12% TF 負荷が，MMPs

および TIMPs 発現に及ぼす影響を調べた。その結果，TF 負荷によって，

MC3T3-E1 の MMP-1, MMP-3 および MMP-13 発現は減少し，TIMP-2 および

TIMP-3 発現は増加した。MMP-1 および MMP-13 は主にコラゲナーゼとして働

き，osteoid 層中で最も多量に存在する未変性のⅠ型コラーゲンの三重らせん構

造を，3:1 の長さの断片に分解する。また, MMP-3 はストロムライシン-1 として，

プロテオグリカン，ゼラチンおよびその他の非コラーゲン性タンパクを分解す

る (Nagase et al., 2006; Paiva et al., 2014)。一方，TIMP-2 は MMP に，TIMP-3 は

ECM タンパクにそれぞれ結合することで，MMPs の活性を阻害する (Visse et al., 

2003; Nagase et al., 2006)。すなわち，本研究結果から, TF 負荷は, 骨芽細胞によ

る ECM タンパク分解過程を抑制すると考えられた。 

様々な種類のメカニカルストレスが，細胞内の MAPK シグナル経路を介して

伝達されることが知られているが (Yang et al., 2004; Bandow et al., 2007; Kanno 
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et al., 2007; Yanagisawa et al., 2007; Yan et al., 2012; Mu et al., 2014)，その全体像は

明らかにされていない。本研究では，TF負荷は，MC3T3-E1のERK1/2，p38 MAPK

および SAPK/JNK のリン酸化に，それぞれ異なる影響を及ぼした。すなわち，

TF 負荷で ERK1/2 のリン酸化が抑制された一方で，SAPK/JNK のリン酸化は促

進され，p38 MAPK のリン酸化は変化しなかった。MAPK の活性化に及ぼす TF 

(Yang et al., 2004; Kanno et al., 2007; Yan et al., 2012)，圧迫力 (Yanagisawa et al., 

2007)，遠心力 (Mu et al., 2014) および超音波 (Bandow et al., 2007) の影響を調

べたこれまでの研究では，これらのメカニカルストレスが，ERK1/2，p38 MAPK

および SAPK/JNK のリン酸化を誘導したと報告されている。一方，Jackson ら 

(Jackson et al., 2006) は, MC3T3-E1 に TF と流体剪断力を 1 日 1 時間，5～30 日

負荷すると，ERK1/2 のリン酸化は減少したが, p38 MAPK のリン酸化は変化し

なかったと報告している。さらに Matsuda ら (Matsuda et al., 1998) は，ヒト歯

根膜細胞への 15～60 分間の TF 負荷は，SAPK/JNK のリン酸化を誘導したが, 

ERK1/2 と p38 MAPK のリン酸化には影響しなかったと報告している。すなわ

ち, Jacksonら (Jackson et al., 2006) およびMatsudaら (Matsuda et al., 1998) によ

る研究と本研究では，部分的に一致する所見が認められた。 

 ERK1/2リン酸化の減少が, MMPsの発現減少と TIMPsの発現増加に関与する

ことがいくつかの先行研究 (Tower et al., 2002; Chen et al., 2013; Zhong et al., 

2013; Xue et al., 2014) で明らかにされていることから，本研究で認められた TF

誘導性の MMP-1, MMP-3 および MMP-13 発現抑制ならびに TIMP-2 および

TIMP-3 発現増加にも，ERK1/2 リン酸化の減少が関与している可能性が考えら

れた。しかし本研究では，ERK1/2 の特異的なリン酸化阻害剤である PD98059

で MC3T3-E1 を処理すると，MMP-1，MMP-3 および MMP-13 発現が減少した

一方で，TIMP-2 および TIMP-3 発現は変化しなかった。本結果から，TF 負荷

は，ERK1/2 のリン酸化抑制を介して MMPs 発現を減少させるが，TIMPs 発現

の増加には他の経路が関与する可能性が考えられた。MMPs と TIMPs の発現変

化と ERK1/2 リン酸化との関連性を調べた先行研究 (Zhong et al., 2013; Xue et 

al., 2014) では，ヒストン脱アセチル化阻害剤または抗がん剤によって，ERK1/2

のリン酸化が減少するだけでなく，p38 MAPK のリン酸化が増加したと報告さ
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れている。本研究では，TF 負荷 によって ERK1/2 のリン酸化は減少する一方

で，SAPK/JNK のリン酸化は増加したが，p38 MAPK のリン酸化には変化が認

められなかった。さらに，TF を負荷する前に SAPK/JNK のリン酸化を特異的

に阻害する SP600125 で MC3T3-E1 を処理したところ，TF 誘導性の TIMP-2 お

よび TIMP-3 発現増加は完全にブロックされたが，TF 誘導性の MMP-1，MMP-3

および MMP-13 発現減少に SP600125 処理の影響は認められなかった。これら

の結果から，TF 誘導性の MMPs の発現減少と TIMPs の発現増加には，ERK1/2

のリン酸化減少と SAPK/JNKのリン酸化増加が同時に生じる必要があると考え

られた。 

これまでの 2 つの先行研究 (Yang et al., 2004; Li et al., 2010) では，TF 負荷が

MC3T3-E1 の MMP-13 発現を誘導したと報告されている。Yang ら (Yang et al., 

2004) は，MC3T3-E1 に 8％ TF を 4 時間にわたって負荷すると，30 分後から

MMP-13 の mRNA およびタンパク発現が増加し, この増加は 1 時間後にプラト

ーに達したと報告している。本研究結果と Yang ら (Yang et al., 2004) の所見か

ら, TFの短時間 (30分) 負荷 と長時間 (24時間) 負荷ではMMP-13発現に及ぼ

す影響が異なる，すなわち，TF の短時間負荷は発現増加を, 長時間負荷では発

現減少を誘導すると考えられた。一方，Li ら (Li et al., 2010) は，MC3T3-E1 に

24 時間，6〜18％の TF を負荷すると，TF の強度に依存して MMP-13 発現が増

加したと報告している。本研究と Li ら (Li et al., 2010) の研究で，TF 負荷が

MMP-13 発現に相反する影響を及ぼした原因は明らかでないが，一方で最近，

培地に添加する血清濃度が MMP を含む複数の遺伝子発現に影響したという報

告がなされた (Harada et al., 2015)。本研究では，細胞の増殖, 維持および TF 負

荷時に 10％の FBS を含む培地を用いている。一方 Li ら (Li et al., 2010) は，TF

を負荷する際に FBS 濃度を 10％から 1％に減じている。これら FBS の濃度の違

いが，MMP-13 発現の違いに影響した可能性が考えられる。 

これまでに，TF 負荷が滑膜細胞と腱細胞の MMPs の発現減少と TIMPs の発

現増加を誘導することが報告されている (Sun et al., 2002; Maeda et al., 2009; 

Wang et al., 2009; Jones et al., 2013)。一方，本研究では, TF 負荷による骨芽細胞

のコラゲナーゼ (MMP-1 および MMP-13) とストロムライシン (MMP-3) の発
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現減少と, それらの内因性阻害剤 (TIMP-2 および TIMP-3) の発現増加が認め

られた。骨表面の osteoid 層からのコラーゲン性および非コラーゲン性タンパク

の除去は , 破骨細胞の骨表面への吸着において重要なプロセスとなる 

(Holliday et al., 1997; Zhao et al., 1999)。一方，Tang ら (Tang et al., 2006) は，TF

をMC3T3-E1に負荷すると，破骨細胞分化に必須のサイトカインであるRANKL

発現が減少し，RANKL の decoy 受容体である OPG 発現が増加したと報告して

いる。そこで，本研究においても，RANKL および OPG 発現に及ぼす TF 負荷

の影響を検討した。その結果，Tang ら (Tang et al., 2006) の報告と同様に本研

究においても，TF 負荷で RANKL 発現は減少し，OPG 発現は増加した。本研

究では，RANKL と同様に破骨細胞分化と成熟を促進する M-CSF (Maeno et al., 

2013) 発現も調べたが，TF 負荷は M-CSF 発現には影響しなかった。本研究結

果から，TF 負荷は，M-CSF 発現に影響しないものの，RANKL 発現減少と OPG

発現増加を介して破骨細胞の分化を抑制する可能性が考えられた。 
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結  論 

 

歯科矯正力が骨芽細胞の ECM タンパク代謝ならびに破骨細胞分化を調節す

る機能に及ぼす影響を，細胞および分子生物学的に明らかにすることを目的と

して，MC3T3-E1 に TF を負荷し，ECM タンパク分解酵素とその内因性阻害剤

および破骨細胞分化調節因子の発現，ならびに MAPK シグナル伝達因子の活性

化を調べ，以下の結果を得た。  

1. TF 負荷で，MMP-1, MMP-3 および MMP-13 発現は有意に低下し，TIMP-2

および TIMP-3 発現は有意に増加したが，MMP-2，MMP-14，TIMP-1 およ

び TIMP-4 発現には TF 負荷の影響が認められなかった。 

2. TF 負荷で，ERK1/2 のリン酸化は有意に低下し，SAPK/JNK のリン酸化は

有意に増加したが，p38 MAPK のリン酸化には TF の影響が認められなかっ

た。 

3. ERK1/2 のリン酸化阻害剤処理は，MMP-1，MMP-3 および MMP-13 発現を

低下させたが，TIMP-2 および TIMP-3 発現には影響が認められなかった。

また，TF負荷前の SAPK/JNK のリン酸化阻害剤処理は，TF誘導性の TIMP-2

およびTIMP-3の発現増加を有意に抑制したが，TF誘導性のMMP-1, MMP-3

および MMP-13 の発現減少には影響が認められなかった。 

4. TF 負荷で，RANKL 発現は有意に低下し，OPG 発現は有意に増加したが，

M-CSF 発現には TF の影響が認められなかった。 

 以上の結果から，TF 負荷は，骨芽細胞内の MAPK シグナル伝達経路を介し

て MMP-1，MMP-3 および MMP-13 産生を減少させる一方で，TIMP-2 および

TIMP-3 産生を増加し，ECM タンパク分解を抑制することが明らかになった。

また，骨芽細胞への TF 負荷 は，RANKL 発現減少と OPG 発現増加を誘導し，

破骨細胞分化を抑制する可能性が示唆された。 
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