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本論文は，Current Issue in Molecular Biology（43: 1451-1459, 2021）に掲載さ

れた論文（Kato et al. Effect of azithromycin on mineralized nodule formation in 

MC3T3-E1 cells）を基幹論文とし，これに DMSOが Runx2発現に及ぼす影響と

アジスロマイシンが RANKLの発現に及ぼす影響を調べた結果（Figure 3と

Figure 7） を加えて総括したものである。 
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概 要

 アジスロマイシンは，細菌のリボソームに結合してタンパク質合成を阻害す

るマクロライド系の抗菌薬であり，広域スペクトルを示す抗菌作用に加え，免疫

調節作用や抗炎症作用を有する。また，アジスロマイシンは広く組織に浸透し，

その濃度は血中で低下した後も組織内で維持される。骨芽細胞と破骨細胞は，骨

量と骨質を保つ上で重要な骨リモデリングに関与する。骨芽細胞はアルカリホ

スファターゼ（ALPase）活性が高く，骨基質タンパクを産生するなどの骨形成機

能を有するとともに，破骨細胞分化促進因子である receptor activator of NF-kappa 

B ligand（RANKL）を発現して破骨細胞の分化にも関与する。一方，破骨細胞は

H+とプロテアーゼを分泌し，骨組織の無機ならびに有機成分を分解する。これ

までに，アジスロマイシンが破骨細胞の分化と骨吸収能を抑制することや，歯肉

線維芽細胞における骨代謝に関連する炎症性サイトカイン産生を阻害すること

が明らかにされている。しかし，アジスロマイシンの骨芽細胞への作用を調べた

研究は報告されておらず，詳細は不明である。そこで，本研究では，アジスロマ

イシンが骨芽細胞の機能に及ぼす影響を検討することを目的とし，骨芽細胞様

細胞としてマウス頭蓋冠由来株化骨芽細胞（MC3T3-E1 細胞）をアジスロマイシ

ンで継続的に刺激し，in vitro での石灰化物形成，ALPase 活性，骨基質タンパク

発現，および RANKL 発現に及ぼす影響を調べた。 

MC3T3-E1 細胞を培養プレートに播種して一昼夜，培養後，dimethyl sulfoxide

（DMSO）に溶解したアジスロマイシンを 0.1，1，10 µg/mL の濃度になるよう

に培地に添加して細胞を刺激した。コントロールである無刺激の細胞も 0.1 % 

DMSO を添加した培地で培養した。細胞数は，Cell Counting Kit-8 を用いて測定

した。ALPase 活性は，8 mM p-nitrophenyl phosphate を含む反応液を加え，酵素

反応の結果，生じる p-nitrophenol 量を測定して求めた。石灰化物形成は，50 mM 
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-グリセロリン酸と 50 µg/mL アスコルビン酸を含む培地にアジスロマイシンを

加え 14 日間培養後，アリザリンレッド S で染色して調べた。コラーゲン性およ

び非コラーゲン性の骨基質タンパクと RANKL の遺伝子発現は，real-time PCR 法

で調べた。培養上清中のオステオポンチンのタンパク量は，ELISA 法で測定し

た。 

培養 5 日と 7 日目の細胞数は，10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で減少した

が，0.1 と 1 µg/mL のアジスロマイシンでは，顕著な変化は認められなかった。

また，培養 10 日目では，いずれの濃度のアジスロマイシン刺激も細胞数に影響

しなかった。培養 10 日目の ALPase 活性は，10 µg/mL のアジスロマイシン刺激

で低下した。さらに，アリザリンレッドの染色性は，10 µg/mL のアジスロマイ

シン刺激で低下した。培養 7 日と 10 日目のオステオポンチンと骨シアロタンパ

クの遺伝子発現は，0.1，1 または 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で増加した。

また，培養 10 日目のオステオカルシンの遺伝子発現も，これらの濃度のアジス

ロマイシン刺激で増加した。一方，I 型コラーゲンの遺伝子発現は，培養 7 日目

では 0.1 と 1 µg/mL のアジスロマイシン刺激で減少し，10 µg/mL のアジスロマ

イシン刺激で増加した。また，培養 10 日目では，1 および 10 µg/mL のアジスロ

マイシン刺激で I 型コラーゲンの遺伝子発現が低下した。ALPase はヒドロキシ

アパタイトの結晶成長を阻害するピロリン酸を加水分解することが知られてい

る。また，I 型コラーゲンは石灰化の足場となり，骨シアロタンパクとオステオ

カルシンは石灰化の開始に関与する。本研究結果から，高濃度のアジスロマイシ

ン刺激で骨芽細胞の ALPase 活性が低下すると，これらの骨基質タンパクの発現

変化にもかかわらず石灰化物形成が低下すると考えられた。 

さらに，本研究では，MC3T3-E1 細胞の培養上清中のオステオポンチンのタン

パク量は，培養 7 日と 10 日目に 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で増加した。
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また，培養上清からリン酸化タンパクを抽出した試料中のオステオポンチンも，

培養 10 日目において 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で増加した。リン酸化

したオステオポンチンは，ヒドロキシアパタイト形成を阻害し，ALPase はこの

阻害作用を弱めることが知られている。すなわち，高濃度（10 µg/mL）のアジス

ロマイシンは，ALPase の活性低下とリン酸化オステオポンチンの産生増加を介

して，石灰化物形成を抑制すると考えられた。 

本研究では，MC3T3-E1 細胞の RANKL の遺伝子発現は，培養 7 日目において

0.1，1 および 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で増加した。本結果から，アジ

スロマイシンは，骨芽細胞を介した破骨細胞分化を抑制する可能性が示唆され

た。 

結論として，1.0 µg/mL 以下のアジスロマイシンは，MC3T3-E1 細胞の骨形成

機能に影響を及ぼさないものの，10 µg/mL 以上では，ALPase の活性低下とリン

酸化オステオポンチンの産生増加を介して，MC3T3-E1 細胞の骨形成機能を抑制

することが明らかとなった。また，アジスロマイシンは，MC3T3-E1 細胞の

RANKL 発現を低下させ，破骨細胞分化を抑制する可能性が示唆された。 
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緒 言 

アジスロマイシンは，細菌のリボソームに結合してタンパク質合成を阻害す

るマクロライド系の抗菌薬である 1)。抗菌スペクトルが広く，免疫調節作用や抗

炎症作用を有することから，アジスロマイシンは喘息や慢性閉塞性肺疾患 2)，な

らびに呼吸器，泌尿器，皮膚，歯科などの細菌感染症の治療に使用される 3, 4 ) 。

また，アジスロマイシンは広く組織に浸透し，その濃度は，血中で低下した後も

組織内で維持される 5)。扁桃でのアジスロマイシンの濃度は，複数回投与で，呼

吸器感染症の原因菌の最小阻害濃度を上回る 6)。抗菌薬の投与量と期間は疾患の

種類や患者の病状で異なるが，扁桃と同様に歯周組織においてもアジスロマイ

シンは高い濃度を保つと考えられる 7)。  

骨芽細胞と破骨細胞は，骨量と骨質の維持に重要である骨リモデリングに深

く関与する 8) 。骨芽細胞は，アルカリホスファターゼ（ALPase）活性が高く，

骨基質タンパクを産生するなどの骨形成機能を有する 9)。また，骨芽細胞は，破

骨細胞分化促進因子である receptor activator of NF-kappa B ligand（RANKL）を発

現し，破骨細胞の分化にも関係する 9)。破骨細胞は，H+とプロテアーゼを分泌し，

骨組織の無機ならびに有機成分を分解する 9)。両細胞のこれらの機能の不均衡

は，骨塩密度を低下させて骨粗鬆症を引き起こし，ビスホスフォネート製剤は破

骨細胞性骨吸収を阻害することで，この不均衡を改善する 10, 11 )。 他方，ステロ

イドによる治療は骨芽細胞のアポトーシスを誘導し，骨粗鬆症の危険因子とな

る 12)。 

歯周病患者へのアジスロマイシン投与では，歯周病原菌の減少に加え歯槽骨

レベルの改善が認められたとの報告が散見される 13,14)。また，アジスロマイシン

が破骨細胞の分化と骨吸収機能を抑制すること 15)，骨代謝に関連する炎症性サ

イトカインの歯肉線維芽細胞による産生を阻害することが，in vitro 研究によっ
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て示唆されている 16)。さらに，ラット辺縁性歯周炎モデルでは，歯槽骨破壊が

アジスロマイシンによって軽減されることが示されている 17)。そして，マウス

根尖性歯周炎モデルにおける根尖周囲の骨吸収がアジスロマイシン投与で減少

したとの報告 18)も認められる。これら先行研究の知見は，アジスロマイシンの

作用が骨リモデリングに及ぶ可能性を示唆している。 

そこで，本研究では，アジスロマイシンが骨芽細胞の機能に及ぼす影響を検討

することを目的とし，骨芽細胞様細胞としてマウス頭蓋冠由来株化骨芽細胞

（MC3T3-E1 細胞）をアジスロマイシンで継続的に刺激し，in vitro での石灰化

物形成，ALPase 活性，骨基質タンパクおよび RANKL 発現に及ぼす影響を調べ

た。 
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材料および方法 

1. 細胞培養とアジスロマイシンによる細胞の刺激 

MC3T3-E1 細胞（ECACC 99072810; Public Health England）を直径 100 mm の

培養ディッシュに 6.0 × 103 cell/cm2 の密度で播種し，10％（v/v）ウシ胎児血清

（FBS; HyClone Laboratories）と 1％（v/v）ペニシリン/ストレプトマイシン溶液

（Sigma-Aldrich）を添加した minimal essential medium で，37℃，5% CO2存在

下にて培養した。細胞がコンフルエントに達した段階で，6-，24-または 96- well

培養プレートに前述の密度で細胞を播種して一昼夜，培養後，dimethyl sulfoxide 

（DMSO; Sigma-Aldrich）で溶解したアジスロマイシンを 0.1，1 および 10 µg/mL

の濃度になるように培地に添加して細胞を刺激した。なお，無刺激の細胞（vehicle 

control）も 0.1 % DMSO を添加した培地で培養した。培地は 2 日ごとに交換し

た。 

 

2. 細胞増殖と ALPase 活性の測定 

細胞を 96-well 培養プレートに播種し，10 日間培養した。培養 3 日，5 日，7

日および 10 日目に Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を用いて細胞数を調べ

た。また，ALPase 活性は，8 mM の p-nitrophenyl phosphate を含む 200 µL の反応

液 19)を加え，酵素反応の結果，生じる p-nitrophenol 量を測定して求めた。マイ

クロプレートリーダー（Molecular Devices）にて 450 nm（細胞増殖）または 405 

nm（p-nitrophenol）で吸光度を測定した。ALPase 活性は，1 分あたり 1.0 µM の

p-nitrophenol の形成に必要な酵素量を 1 単位とした。 

 

3. アリザリンレッド染色 
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細胞を 24-well 培養プレートに播種し，50 mM β-グリセロリン酸と 50 µg/mL

アスコルビン酸を含む培地で 14 日間培養した。細胞と石灰化物形成の状態は，

顕微鏡で適宜，観察した。培養，3 日，5 日，7 日，10 日および 14 日目にアリザ

リンレッド S（PG Research）で石灰化物を染色した 19)。染色後の画像を記録し

た後，各 well に 5％ギ酸を 500 µL 加えて 30 分間反応後，溶出した色素を含む

溶液を 96-welll プレートに移し，マイクロプレートリーダーで 415 nm での吸光

度を測定した。 

 

4. Real-time PCR 

細胞を 6-well 培養プレートに播種し，10 日間，培養した。培養 7 日と 10 日

目に，NucleoSpin® RNA（Macherey-Nagel）を用いて全 RNA を抽出した。500 ng

の RNA から PrimeScript™ RT reagent（タカラバイオ）を用いて cDNA を合成し，

2 µL の cDNA 溶液を real-time PCR に用いた。TBgreen® Premix ExTaq II（タカラ

バイオ）と各プライマーを含む溶液を調整し，Thermal Cycler Dice real time system 

（タカラバイオ）を用いて，先行研究 11)で示される条件で PCR 反応を行い，付

属のソフトウェアで分析した。なお，使用したプライマーの塩基配列を以下に示

す。I 型コラーゲン（forward: 5’- TCAGTGCAATTGTGTTGCTGAAAG-3’; reverse: 

5’-GATACCAAACTGGGCGTGCTG-3’），骨シアロタンパク（forward: 5’-AATTC 

TGACCCTCGTAGCCTTCATA-3’; reverse: 5’-GAGCCTCGTGGCGACACTTA-3’），

オステオポンチン（forward: 5’-TACGACCATGAGATTGGCAGTGA-3’; reverse: 5’-

TATAGGATCTGGGTGCAGGCTGTAA-3’），オステオカルシン（ forward: 5’-

CAGACACCATGAGGACCATCTT-3’; reverse: 5’-AAGGCTTTGTCAGACTCAGGG 

-3’），RANKL（forward: 5’-CATGTGCCACTGAGAACCTTGAA-3’; reverse: 5’- CA 

GGTCCCAGCGCAATGTAAC-3’），グリセルアルデヒド 3-リン酸脱水素酵素
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（GAPDH; forward: 5’-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3’; reverse: 5’-TGAAGGGG 

TCGTTGATGG-3’）。 

 

5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA） 

培養 7 日と 10 日目の培養上清を ELISA の試料として回収した。リン酸化タ

ンパクの抽出には phosphoprotein enrichment kit（Clontech Laboratories）を用いた。

未精製の試料とリン酸化タンパクを抽出した試料中のオステオポンチン量は市

販の ELISA キット（R&D Systems）で測定した。 

 

6. 統計分析 

結果は平均値と標準偏差で表した。統計処理は GraphPad Prism 6.0 software を

使用し，一元配置分散分析後，Tukey の多重比較を行い，P < 0.05 を有意差あり

とした。 
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結 果 

1. アジスロマイシンが細胞増殖と ALPase 活性に及ぼす影響 

培養 5 日と 7 日目の細胞数は，未刺激（vehicle control）に比べ 10 µg/mL のア

ジスロマイシン刺激で有意に減少したが，0.1 と 1 µg/mL のアジスロマイシン刺

激では，いずれの培養日数においても未刺激との間に有意差は認められなかっ

た（Figure 1）。また，培養 10 日目では，いずれの濃度のアジスロマイシン刺激

も細胞数に影響しなかった。一方，ALPase 活性は，培養期間中，未刺激（vehicle 

control）とアジスロマイシン刺激の両方で徐々に上昇した（Figure 2）。また，10 

µg/mL のアジスロマイシン刺激で ALPase 活性が低下し，培養 10 日目では未刺

激（vehicle control）に比べ有意差を認めた（Figure 2）。 

 

2. アジスロマイシンが石灰化物形成に及ぼす影響 

MC3T3-E1 細胞による石灰化物の形成は，0.5％以上の DMSO で促進すること

が先行研究 20)で明らかにされている。本研究では，まず，骨芽細胞分化関連転

写因子である Runx2 の遺伝子発現に及ぼす DMSO の影響を調べた。その結果，

培養 3 日目と 10 日目には，0.1％DMSO 非存在下に比べ存在下で Runx2 の有意

な増加が，培養 5 日目には有意な減少が認められた（Figure 3）。そこで，osteogenic 

supplements（OS）として 50 mM β-グリセロリン酸と 50 µg/mL アスコルビン酸

の存在下（control），OS の非存在下（negative control）および OS と 0.1%DMSO

の存在下 （vehicle control）で培養した細胞，ならびに OS の存在下でアジスロ

マイシン刺激した細胞のアリザリンレッドによる染色性を調べた。培養 10 日と

14 日目のアリザリンレッドの染色性は，negative control に比べ control で増加し

た。また，培養 7 日，10 日および 14 日目のアリザリンレッドの染色性は，vehicle 

control に比べ 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で低下した（Figure 4）。 
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3. アジスロマイシンが骨基質タンパクの遺伝子発現に及ぼす影響 

培養 7 日と 10 日目のオステオポンチンと骨シアロタンパクの遺伝子発現は，

未刺激（vehicle control）に比べ 0.1，1 または 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激

で有意に増加した（Figure 5a，c）。また，培養 10 日目のオステオカルシンの遺

伝子発現も，未刺激（vehicle control）に比べこれらの濃度のアジスロマイシン刺

激で有意に増加した（Figure 5b）。一方，培養 7 日目の I 型コラーゲンの遺伝子

発現は，未刺激に比べ 0.1と 1 µg/mLのアジスロマイシン刺激で減少し，10 µg/mL

のアジスロマイシン刺激で増加した。また，培養 10 日目の I 型コラーゲンの発

現は，未刺激（vehicle control）に比べ 1 µg/mL と 10 µg/mL のアジスロマイシン

刺激で有意に低下した。 

 

4. アジスロマイシンがオステオポンチンのタンパク産生に及ぼす影響 

未精製の培養上清中のオステオポンチンは，培養 7 日目と 10 日目において

未刺激（vehicle control）に比べ 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で有意に増

加した（Figure 6a）。また，培養上清からリン酸化タンパクを抽出した試料中の

オステオポンチンも，培養 10 日目において未刺激（vehicle control）に比べ 10 

µg/mL のアジスロマイシン刺激で有意に増加した（Figure 6b）。 

 

5. アジスロマイシンが RANKL の遺伝子発現に及ぼす影響 

培養 7 日目の RANKL の遺伝子発現は，未刺激（vehicle control）に比べ，

0.1，1 および 10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で有意に低下した（Figure 7）。

一方，培養 10 日目の RANKL 発現にアジスロマイシン刺激の影響は認められ

なかった。  
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考 察 

アジスロマシンを歯周病患者に投与すると，その濃度は歯周組織で維持され 7, 

21-23)る。そのため，歯肉，歯根膜および歯槽骨の破壊を認める歯性感染症では，

アジスロマイシンの臨床的な有効性が報告 4,13,14)されている。Malizia ら 21)は，

500 mg/日の経口投与 12 時間後のアジスロマイシンの濃度は，血漿で 0.33 ± 0.04 

mg/L であり，歯周組織中では血漿よりも数倍高いものの歯肉に比べて歯槽骨で

低く，いずれも数日を経て徐々に減少したと報告している。本研究では，1 µg/mL

以下の濃度のアジスロマイシンで刺激された MC3T3-E1 細胞と未刺激の細胞の

間では，石灰化物形成に違いが認められなかった。また，アジスロマイシンの処

方は，歯周炎 21) と呼吸器感染症 6) とで大きな違いはない。これら先行研究の知

見と本研究結果から，骨芽細胞の骨形成機能に及ぼす影響は，呼吸器感染症や歯

性感染症で処方されるアジスロマイシンでは小さいと考えられた。一方，臨床研

究では，歯周膿瘍に起因する歯槽骨吸収の症例でアジスロマイシンによる骨再

生が示唆されている 13, 14)。さらに，in vitro 研究では，10 µg/mL 未満の濃度のア

ジスロマイシンが破骨細胞による骨吸収を著しく抑制することや，0.1〜10 

µg/mL のアジスロマイシンが，lipopolysaccharide で誘導される interleukin-6 など，

破骨細胞形成を促進する炎症性サイトカインの産生を抑制することが報告 15,16)

されている。本研究においても，アジスロマイシンで刺激した細胞では RANKL

の発現低下が認められた。これらの知見と本研究結果から，アジスロマイシンに

よる骨再生は，骨芽細胞の骨形成機能の促進ではなく，破骨細胞性骨吸収の抑制

による可能性が考えられた。 

さらに本研究では，10 µg/mL のアジスロマイシン刺激で MC3T3-E1 細胞の

ALPase 活性と石灰化物形成が顕著に抑制された一方で，I 型コラーゲン，骨シ

アロタンパク，オステオカルシン，オステオポンチンの発現は増加した。I 型コ
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ラーゲンは骨組織の石灰化の足場となり，また，骨シアロタンパクとオステオカ

ルシンは石灰化の開始に不可欠である 24 -26) 。従って，10 µg/mL のアジスロマイ

シン刺激で骨芽細胞の ALPase 活性が低下すると，これら骨基質タンパクの発現

の変化にもかかわらず石灰化物形成が低下すると考えられた。さらに，10 µg/mL

のアジスロマイシン刺激による石灰化物形成の抑制は，ALPase，ピロリン酸，オ

ステオポンチンの相互作用とも一致するものであった。すなわち，ALPase はヒ

ドロキシアパタイトの結晶成長を阻害するピロリン酸を加水分解し 8, 27)，ピロリ

ン酸はオステオポンチン産生を促進する 28)。さらに，リン酸化したオステオポ

ンチンは，ヒドロキシアパタイト形成を阻害し 28, 29)，ALPase はこの阻害作用を

減弱化する 29-31)。本研究では，10 µg/mL のアジスロマイシン刺激でリン酸化オ

ステオポンチンの産生が顕著に増加し，ALPase 活性は減少した。このことから，

高濃度（10 µg/mL）のアジスロマイシンは，ALPase 活性の減少とリン酸化オス

テオポンチンの産生増加を介して，石灰化物形成を抑制すると考えられた。 
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結 論 

本研究の結果， 1.0 µg/mL 以下のアジスロマイシンは，MC3T3-E1 細胞の骨形

成機能に影響しないが，10 µg/mL 以上では ALPase 活性の低下と，リン酸化オス

テオポンチンの産生増加を介して骨形成機能を抑制すると考えられた。また，ア

ジスロマイシンは，MC3T3-E1 細胞の RANKL 発現を低下させ，破骨細胞分化を

抑制する可能性が示唆された。  
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Figure 1. Effect of azithromycin on osteoblast proliferation.  

MC3T3-E1 cells were untreated (vehicle control) or grown in the presence of variable azithromycin 

concentrations (0.1, 1, or 10 µg/mL) for 10 days. Data represent the mean ± SD of three independent 

experiments. ** p < 0.01 compared with the control. 
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Figure 2. Effect of azithromycin treatment on ALPase activity.  

MC3T3-E1 cells were untreated (vehicle control) or grown in the presence of variable azithromycin 

concentrations (0.1, 1, or 10 µg/mL) for 10 days. Data represent the mean ± SD of three independent 

experiments. *** p < 0.001 compared with the control. 
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Figure 3. Effect of DMSO on Runx2 mRNA expression.  

MC3T3-E1 cells were cultured in the presence or absence of 0.1% DMSO for 10 days. The 

expression level of Runx2 mRNA expression were determined by real-time PCR following 3-, 5-, 7- 

and 10-day culture. Data represent the mean ± SD of three independent experiments. * p <0.05, and 

*** p < 0.001 compared with the presenc of 0.1% DMSO on each day of culture. 
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Figure 4. Effect of azithromycin on mineralized nodule formation.  

MC3T3-E1 cells were treated with 0.1, 1, or 10 µg/mL azithromycin in the presence of osteogenic 

supplements (OS; 50 mM β-glycerophosphate and 50 µg/mL ascorbic acid) and 0.1% DMSO as a 

vehicle. Mineralized nodule formation was examined by alizarin red staining. Data represent the mean 

± SD of three independent experiments. NC, negative control. ### p < 0.001, # p < 0.05 compared with 

negative control (NC); *** p < 0.001 compared with the vehicle control.  
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Figure 5. Effect of azithromycin on bone matrix protein mRNA expression.  

MC3T3-E1 cells were untreated (vehicle control) or grown in the presence of variable azithromycin 

concentrations (0.1, 1, or 10 µg/mL). The expression level of (a) osteopontin, (b) osteocalcin, (c) bone 

sialoprotein, and (d) type I collagen mRNA expression were determined by real-time PCR following 

7- and 10-day culture. each gene was calculated and expressed as a ratio to the expression level in 

cells without azithromycin and DMSO treatment on the day when cells were seeded (T0). Data 

represent the mean ± SD of three independent experiments. * p <0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 

compared with the vehicle control on each day of culture. 
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Figure 6. Effect of azithromycin on osteopontin levels. MC3T3-E1 cells were untreated (vehicle 

control) or grown in the presence of variable azithromycin concentrations as stated in the legend. The 

levels of (a) osteopontin in the supernatant and (b) phosphorylated osteopontin in the phosphoprotein-

purified supernatant were determined using enzyme-linked immunosorbent assays 7 and 10 days after 

treatment. Data represent the mean ± SD of three independent experiments. ** p < 0.01 and *** p < 

0.001 compared with the vehicle control. 
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Figure 7. Effect of azithromycin on RANKL mRNA expression.  

MC3T3-E1 cells were untreated (vehicle control) or grown in the presence of variable azithromycin 

concentrations (0.1, 1, or 10 µg/mL). The expression level of RANKL mRNA expression were 

determined by real-time PCR following 7- and 10-day culture. Each gene was calculated and expressed 

as a ratio to the expression level in cells without azithromycin and DMSO treatment on the day when 

cells were seeded (T0). Data represent the mean ± SD of three independent experiments. * p <0.05 

and *** p < 0.001 compared with the vehicle control on each day of culture. 

 

 

 

 

 

 


