
 

 

 

周期的伸展力がRAW264.7細胞の破骨細胞様細胞への分化に与える影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 

チャールストンコード 祐 

 

（指導 本吉 満 教授，馬谷原琴枝 准教授） 

 

 

  



1 

 

要 旨 

目的： 歯科矯正治療では，メカニカルストレスが歯槽骨に伝わり，骨形成と骨吸収のバ

ランスが変化する。本研究では，破骨細胞前駆細胞に 6%と 18%の異なる 2 つの伸展率に

よるメカニカルストレスを負荷し，破骨細胞の分化に及ぼす影響を検討した。 

方法： RAW264.7 細胞を Bioflex Culture Plate に播種し，10%ウシ胎児血清と 50 ng/ml 

RANKL 存在下で 72 時間培養後，伸展率 6%または 18%で 6 回/分の周期的伸展力による

メカニカルストレスを 48時間，負荷した。RANK，lysophosphatidic acid receptor-1, NAFTc1, 

DC-STAMP, OC-STAMPおよび cathepsin Kの遺伝子発現を real-time PCRで，cathepsin Kの

タンパク発現をWestern blotting 法で調べた。細胞を TRAP染色し，3核以上の TRAP陽性

細胞の数と面積を計測した。 

結果： RANK, lysophosphatidic acid receptor-1, NFTAc1, DC-STAMP, OC-STAMP および

cathepsin Kの発現，ならびに TRAP陽性の多核の破骨細胞様細胞の数とその面積は，伸展

率 6%と 18%のメカニカルストレスの負荷で減少した。 

結論： メカニカルストレスは，RANKと lysophosphatidic acid receptor-1の発現を低下させ

ることで，破骨細胞分化関連因子ならびに骨基質タンパク分解酵素の発現を抑制し，破骨

細胞の分化と骨吸収機能を抑制することが示唆された。 
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英文要旨 

The effect of cyclic tension force on osteoclast-like cell differentiation in RAW264.7 cells 

 

Abstract 

Purpose: The balance of osteoblastic-bone formation and osteoclastic bone resorption in alveolar bone 

is changed by mechanical stress during orthodontic treatment. In this study, osteoclast precursor cells 

were stimulated with cyclic tension force and the effects of mechanical stress on osteoclastogenesis 

and related factor expression were examined. 

Methods: RAW264.7 cells on the Bioflex Culture Plate were cultured in the presence of RANKL and 

fetal bovine serum and stimulated with mechanical stress derived from 6% or 18% cyclic elongation. 

The expression of RANK, lysophosphatidic acid receptor-1，NFATc1, DC-STAMP, OC-STAMP and 

cathepsin K was examined by real-time PCR or Western blotting. The formation of osteoclast-like 

cells was examined TRAP staining. 

Results: The expression of RANK, lysophosphatidic acid receptor-1, NFATc1, DC-STAMP, OC-

STAMP and cathepsin K was suppressed by mechanical stress derived from 6% or 18% cyclic 

elongation. These magnitudes of mechanical stress also decreased the number and planar area of 

TRAP-positive cells with three nuclei. 

Conclusion: Cyclic tension force suppresses RANK and lysophosphatidic acid receptor-1 expression 

and osteoclast differentiation factors and protease in the RAW264.7cells on Bioflex Culture Plate, 

suggesting osteoclastic bone resorption was suppressed by mechanical stress.     
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緒 言 

 歯科矯正治療では，矯正力により歯の移動や顎骨の形態変化を惹起することを治療手段

とする。歯に加わる矯正力はメカニカルストレスとして歯根膜を介して歯槽骨に伝わり，

骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバランスが変化することで歯の移動が起

こる 1-3)。このメカニカルストレス応答性の骨リモデリング変化のメカニズムを解明するた

めに，これまでに様々な in vitro研究が行われており，メカニカルストレスの強度によって

骨芽細胞に及ぼす影響が異なる可能性が示唆されている。骨芽細胞に圧迫力を負荷した研

究では，1 g/cm2の圧迫力は bone morphogenetic protein (BMP) -2の産生増加を介して骨基質

タンパクである bone sialoprotein や osteopontin の発現を誘導して石灰化物形成を促進する

一方で，3 g/cm2の圧迫力はこれらを抑制することを報告している 4,5)。また，シリコンで構

成された底面を持つプレートを用いた研究では，plate底面の伸展率が 3〜9%のメカニカル

ストレスで骨芽細胞の BMP-2 の発現と osteopontin の遺伝子発現が増加し 6)，伸展率 18%

のメカニカルストレスでは alkaline phosphatase 発現と石灰化物形成が減少することが明ら

かにされている 7,8)。これら先行研究の知見から，メカニカルストレスには骨芽細胞による

骨形成を促進する至適な強度があり，これを超えると骨形成機能は低下すると考えられる。 

 骨吸収を担う破骨細胞の分化は，receptor activator of nuclear factor-kappa B (RANK) ligand 

(RANKL) と osteoprotegerinによって調節されている。すなわち，単核の破骨細胞前駆細胞

上に発現するRANKに RANKLが結合する (RANK/RANKL結合) と，破骨細胞前駆細胞

の融合に関与する dendritic cell-specific transmembrane protein (DC-STAMP) と osteoclast 

stimulatory transmembrane protein (OC-STAMP) の発現が増加し，多核を有する成熟破骨細胞
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へと分化する 9)。成熟した破骨細胞は，cathepsin K (CTSK) をはじめとするタンパク分解酵

素やH+を分泌して骨有機質と無機質を溶解する。これら破骨細胞の分化と骨吸収機能に関

連する因子の発現は，nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic 1 (NFATc1) が核内に移行

することで増加し 10,11)，一方で，osteoprotegerinがRANK/RANKL結合を阻害して破骨細胞

の分化を抑制する 12)。また，生理活性物質である窒素酸化物や lysophosphatidic acid (LPA) 

も破骨細胞の分化を促進することが知られている 13,14)。 

メカニカルストレスが破骨細胞分化に及ぼす影響を調べた研究は骨芽細胞に比べて少

ないものの，これまでに，BioFlex Culture Plate (BioFlex plate) 上の破骨細胞前駆細胞に伸展

率 10〜15%のメカニカルストレスを負荷すると，破骨細胞の融合が抑制されることが示さ

れている 15-17)。しかし，メカニカルストレスの強度の違いが破骨細胞の分化に及ぼす影響

は不明である。そこで，本研究では，BioFlex plate上の破骨細胞前駆細胞に 6%と 18%の異

なる 2つの伸展率によるメカニカルストレスを負荷し，破骨細胞様細胞の形成ならびに破

骨細胞分化関連因子の発現を検討した。 
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材料および方法 

1．細胞の培養 

本研究では，破骨細胞前駆細胞としてマウス腹水由来の単球/マクロファージRAW264.7 

細胞 (RAW 細胞；大日本住友製薬，大阪) を用いた。RAW 細胞を 6-well BioFlex Culture 

Plate-Collagen Type I (BioFlex plate; Flexcell International, Burlington, NC, USA) に 9.0×104 

cells/wellの密度で播種し，10%ウシ胎児血清 (FBS; ニチレイバイオサイエンス，東京)，ペ

ニシリン/ストレプトマイシン/アムホテリシン B 含有 1%抗菌剤混合液 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) および 50 ng/ml RANKL (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

を含む α-minimal essential medium (α-MEM; 富士フィルム和光純薬，大阪) で，37℃，5% 

CO2の気相下にて培養した。培養液は培養 2日毎に交換した。 

 

2．周期的伸展力の負荷 

RANKL 存在下で 72 時間培養した BioFlex plate を Flexercell Strain Unit (Model FX3000; 

Flexcell International, Burlington, NC, USA) に移し，37℃，5% CO2の気相下にて plate底面を

吸引し，伸展率 6%または 18%で 6 回/分の周期的伸展力を 48 時間負荷した。なお，伸展

率 6%または 18%のメカニカルストレスの負荷の度に前述の細胞の播種と培養を行い，伸

展力を負荷せずに同一の培養器に BioFlex plateを静置して培養した細胞をコントロールと

した。 

 

3. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR)  
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NucleoSpin RNA (タカラバイオ，滋賀) を用いてRAW細胞から total RNAを抽出した。

Prime Script RT reagent kit (タカラバイオ) を用いて total RNAから cDNAを合成後，2µlの

cDNA 溶液，20 µMの senseおよび anti-sense primerを含む TB Green Premix Ex Taq II (タカ

ラバイオ) 溶液 25 µlを調整し，Smart Cycler II System (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) を使

用して real-time PCRを行った。使用したプライマーの塩基配列を表 1に示す。PCR反応は

90℃，5秒間の DNA変性，60℃，30秒間のアニーリングと伸長を 1サイクルとして，40

サイクル行った。結果の解析には Smart Cycler software (ver. 2.0) を用いた。反応産物の特異

性を融解曲線で確認した後，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，

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) を内部標準に用いて補正した値を

mRNA 発現量とした。 

 

4. 酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ (TRAP) 染色 

RAW細胞を 10%中性緩衝ホルマリン液にて 5分間固定した後，TRAP染色キット (コス

モバイオ，東京) を用いて製造者指示に従い細胞を染色した。倒立顕微鏡 (DIAPHOT; ニ

コン，東京) に付属のデジタルカメラ (DS-Fi2; ニコン) を用いて細胞の染色像を撮影した。

核を 3個以上有する TRAP陽性細胞を破骨細胞とし，画像統合ソフトウェアNIS-Elements 

(ニコン) にてwell中の破骨細胞様細胞の数と面積を計測した。 

 

5. Western blotting 

RAW細胞を，0.05% Triton X-100, 10 mM β-mercaptoethanol, protease inhibitor (Sigma Aldrich, 
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St. Louis, MO, USA) および 25 mM Tri-HCl (pH7.4) を含む溶液に溶解して超音波処理した

後，12,000 rpm, 4℃で 5分間遠心して上清を回収した。細胞内タンパク 20 μgを 10%ポリ

アクリルアミドゲルで電気泳動後，Trans-blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) を用いてゲル内のタンパクをpolyvinylidene difluoride膜 (PVDF膜；

Bio-Rad) に転写した後，0.5% Tween 20含有 Tris buffered saline (TBS-T) に 2% bovine serum 

albumin を溶解した溶液に PVDF 膜を浸漬して非特異的な抗体反応をブロッキングした。

Western blotting 法には，一次抗体としてマウス免疫抗ヒト cathepsin K (CTSK) 抗体 (sc-

48353; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, 希釈率 1:1,000; マウスCTSKと交差反応) 

とおよびウサギ免疫抗ヒト GAPDH 抗体 (EPR16891; Abcam, 希釈率 1:10,000; マウス

GAPDH と交差反応) を，2 次抗体には，ビオチン標識されたヤギ免疫抗マウス IgG 抗体 

(ab6788; Abcam, 希釈率1:10,000) またはヤギ免疫抗ウサギ IgG抗体 (A27035; Thermo Fisher 

Scientific, 希釈率 1:10,000) を用いた。PVDF 膜上のタンパクとこれらの抗体を反応させた

後，ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン溶液 (LGC SERACARE, Milford, MA, USA) 

を加え，Clarity Western ECL (Bio-Rad) で化学発光反応を行い CCD 撮影装置 (ChemiDoc 

XRS Plus; Bio-Rad) で撮影した。なお，GAPDHのバンドの検出後，PVDF膜をWestern blot 

stripping buffer (タカラバイオ) に浸漬して膜上の抗体を剥離，TBS-Tで洗浄し，CTSK抗体

を用いてリプローブを行った。 

 

6. 統計処理 

 全ての実験は 3 回繰り返し，結果は平均値と標準偏差で示した。統計学的分析は IBM 
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SPSS Statistics 23.0 software (International Business Machines, Armonk, NY, USA) で行ない，多

群間の比較は，一元配置分散分析後，Bonferroni法の多重比較検定法を用いて検定した。p 

< 0.05を有意差ありとした。 
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結 果 

1．RANKとLPA1の遺伝子発現に及ぼすメカニカルストレスの影響 

伸展率 0 (コントロール)，6%まおよび 18%のメカニカルストレスを 48 時間負荷した

RAW細胞におけるRANKと LPA受容体 1 (LPA1) の遺伝子発現を図 1に示す。RANKの

遺伝子発現は，コントロールに比較し伸展率 6%と 18%で有意に減少した。また，LPA1の

遺伝子発現は，コントロールと伸展率 6%に比較して伸展率 18%で有意に減少した。 

 

2．NFATc1，DC-STAMPおよびOC-STAMPの遺伝子発現に及ぼすメカニカルストレスの

影響 

 コントロール，6%および 18%のメカニカルストレスを 48時間負荷した RAW細胞にお

ける NFATc1，DC-STAMP および OC-STAMP の遺伝子発現を図 2 に示す。NFATc1，DC-

STAMP および OC-STAMP の遺伝子発現は，コントロールに比較し伸展率 6%と 18%で有

意に減少した。また，NFATc1 と OS-STAMP の遺伝子発現は，伸展率 6%に比較して 18%

で有意に低かった。 

 

3．破骨細胞様細胞の形成に及ぼすメカニカルストレスの影響 

 コントロール，6%および 18%のメカニカルストレスを 48 時間負荷した RAW 細胞の

TRAP染色像を図 3Aに，3核以上を持つ TRAP陽性細胞の数と面積をそれぞれ図 3Bと図

3Cに示す。大型の TRAP陽性細胞はコントロールで，小型の TRAP陽性細胞は伸展率 6%

と 18%で，それぞれ多く観察された。3核以上を持つ TRAP陽性細胞の数とその面積は，
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コントロールに比較し伸展率 6%と 18%で有意に減少し，伸展率 6%に比較して 18%で有

意に低かった。 

 

4．CTSKの遺伝子発現とタンパク発現に及ぼすメカニカルストレスの影響 

BioFlex plate 上でコントロール，6%および 18%のメカニカルストレスを 48 時間負荷した

RAW細胞のCTSKの遺伝子発現を図 4Aに，タンパク発現を図 4Bに示す。CTSKの遺伝

子発現は，コントロールに比較し伸展率 6%と 18%で有意に減少した。また，コントロー

ルに比較し伸展率 6%と伸展率 18%で，CTSK のタンパク発現を示すWestern blotting のバ

ンドの減弱が認められた。 
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考 察 

本研究では，BioFlex plate を用いて RANKL の存在下で RAW 細胞を培養し，plate 底面

を 6%または 18%伸展させることで細胞に伸展力を加え，破骨細胞様細胞の分化に及ぼす

メカニカルストレスの影響を検討した。まず， RANKL の受容体である RANK の発現を

調べた結果，伸展率 6%および 18%のいずれのメカニカルストレスを受けた細胞も発現の

低下が認められた。また，RANKがRANKLに結合した後に発現が増加するNFATc1，DC-

STAMPおよびOC-STAMP10,11,18)の遺伝子発現，ならびに多核を有するTRAP陽性細胞の数

とその面積もメカニカルストレスの負荷によって顕著に減少した。これらの結果から，伸

展率 6%と 18%のメカニカルストレスは，RANK の発現を低下させることで，破骨細胞分

化関連因子の発現を低下させ，破骨細胞の分化を抑制すると考えられた。 

RAW 細胞や骨髄由来細胞を in vitro で破骨細胞へと分化誘導する際には，RANKL とと

もに FBSを培地に添加する必要があることが知られており 19,20)，本研究でもすべての培養

過程でRANKLと FBSを添加した培地を用いた。他方，破骨細胞の分化は，FBSから脂質

分画を取り除くと抑制され，LPAの添加で回復することが知られている 21)。さらに，Hwang

ら 22)は，培地中のRANKLの添加量を減じると LPAがOC-STAMP発現を誘導して破骨細

胞の分化が維持されると報告している。本研究では，RANK の発現は伸展率 6%と 18%の

両方で抑制されたが，LPAの受容体である LPA1の発現抑制は伸展率 18%のみに認められ

た。これら先行研究の知見と本研究結果から，伸展率 18%のメカニカルストレスを受けた

細胞では，RANKだけでなくLPA1の発現が減少するため，培地中のLPAによるOC-STAMP

の発現誘導の効果が発揮されず，破骨細胞への分化がさらに抑制される可能性が考えられ
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た。  

Shibataら 23)は，本研究と同様に BioFlex plateを用いて，RAW細胞に伸展率 10%のメカ

ニカルストレスを 30 回/分で 48 時間負荷すると，RANK 発現が減少した一方で，NFATc1

の発現量には変化が認められなかったと報告している。一方，本研究では，これまでの骨

芽細胞や歯根膜細胞に同様の手法でメカニカルストレスを負荷した先行研究 7,24)を参考に，

伸展率 6%と 18%のメカニカルストレスを 6回/分にて 48時間負荷した。本研究では，6%

と 18%のメカニカルストレス負荷は RANK だけでなく NFATc1 の発現も抑制し，NFATc1

の発現抑制はより強いメカニカルストレス (伸展率 18%) で顕著であった。これら 2 つの

研究において，NFATc1の発現に与える影響に違いがみられた理由には，BioFlex plate底面

の伸展率のみならず伸展サイクルの違いが関係していると考えられた。 

破骨細胞が産生する骨基質分解酵素であるCTSKは，RANKLがRANKに結合後，NFATc1

が核内に移行することで発現が増加することが知られている25,26)。本研究では，CTSKの発

現はコントロールと比較して，伸展率 6%と 18%のメカニカルストレスの負荷で発現低下

が認められ，メカニカルストレスによって NFATc1 の発現が抑制された結果と矛盾するも

のでなかった。以上のように，本結果から，伸展力によるメカニカルストレスは，破骨細

胞の分化のみならず骨吸収機能を低下させることが示唆された。  
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結 論 

メカニカルストレスの強度の違いが破骨細胞分化に及ぼす影響を検討することを目的

として，BioFlex plate上のRAW細胞にコントロール，6%または 18%のメカニカルストレ

スを周期的に負荷し，破骨細胞分化関連因子の発現と破骨細胞形成を調べた。その結果，

以下の結論を得た。 

 

1. RANKL の受容体 RANK の発現は，コントロールに比べて伸展率 6%と 18%のメカニ

カルストレスの負荷で減少した。一方，LPA1の発現はコントロールと伸展率 6%のメ

カニカルストレスの負荷に比べて伸展率 18%のメカニカルストレスの負荷で減少した。 

2. 細胞融合を促進するNFTAc1，DC-STAMPおよびOC-STAMPの発現は，コントロール

に比べて伸展率 6%と 18%のメカニカルストレスの負荷で減少した。 

3. TRAP 陽性の多核の破骨細胞様細胞の数とその面積は，コントロールに比べて伸展率

6%と 18%のメカニカルストレスの負荷で減少した。 

4. 骨基質分解酵素 CTSK の発現は，コントロールに比べて伸展率 6%と 18%のメカニカ

ルストレスの負荷で減少した。
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