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研究成果の概要（和文）：骨芽細胞は機械的刺激に対して，結合組織増殖因子（CTGF）を発現し

た。その発現は時間、強度依存的に比例した。さらに機械的刺激による CTGF の発現は，アクチ

ンストレスファイバー（SF)の形成に比例して上昇した。つまり SF の発現をコントロールする

small G タンパクである Rho の阻害剤を用いると，CTGF の発現は有意に減少した。さらに薬剤

による SF 刺激に比例して CTGF の発現が上昇した。またアクチン重合阻害剤を用いたところ

CTGF の発現が減少した。以上のことから CTGF の発現がアクチン重合と密接な関わりがあるこ

とが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： we evaluated the effect of FSS on ctgf expression and investigated 

its mechanism in MC3T3-E1 cells. The ctgf expression was induced by FSS in a dose dependent 

manner up to 1.5 Pa, at which more than 5-fold induction was observed. This effect was 

inhibited by a Rho GTPase inhibitor, Y27632.  Moreover, inhibition of actin 

polymerization blocked the FSS-induced activation of ctgf, whereas forced F-actin 

formation by jasplakinolide and cytochalasin D enhanced the ctgf expression in the same 

cells.  Collectively, these findings indicate the role of Rho signaling pathway in bone 

remodeling provoked by FSS through the induction of CTGF. 
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１．研究開始当初の背景 

骨系細胞へ機械的刺激が加わると，骨リモデ

リングの亢進や分化の促進などが観察され，

同時に様々な分子の発現の変化が認められ

る。しかし，細胞に加わる機械的刺激がどの

ように遺伝子発現に翻訳されるのかは明ら

かではない。 

細胞は，その形態を維持するためにアクチン

フィラメントに代表される細胞骨格を有し

ている。そして，細胞に機械的刺激が加わる

と，細胞骨格の再構成が生じる。アクチン結

合タンパクはアクチン繊維に結合するタン

パクで，アクチン繊維への結合を介して高次

構造の形成に中心的な役割を果たしている

が，細胞に機械的刺激が加わった際にも，細

胞骨格の再構成に応答して発現上昇するこ

とが知られている。機械的刺激に応じたアク

チン結合タンパクの発現変化に関しては血

管内皮細胞において検討されてきたが，骨芽

細胞についての検討はほとんどなされてい

ないため、本研究の着想へ至った。 

 

２．研究の目的 

骨芽細胞は機械的刺激に応答してその機能を

調節している。しかし，骨芽細胞がどのよう

な機序で機械的刺激を感じ，細胞内で情報伝

達するのか，いまだ解明されていない。本研

究では，その鍵を握る分子としてアクチン結

合タンパクに注目する。アクチン結合タンパ

クは細胞自身が形を変えて移動するための中

心的役割を果たし，機械的刺激を受け細胞の

形が変化した際に，それに応答して発現上昇

することも知られている。しかし，骨組織に

おけるアクチン結合タンパクの役割はほとん

ど知られていない。本研究では，機械的刺激

に即時に反応することが知られているCTGFの

発現を指標に，アクチン結合タンパクが機械

的刺激をいかにして細胞内情報伝達に翻訳す

るのかを明らかにする。このメカニズムを解

明すれば効果的な歯の移動の開発のみならず，

骨組織の再生応用や骨疾患の治療法の開発に

つながる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

(1)．骨芽細胞の単離，培養 

 胎生１６日胚のマウス頭蓋骨を取り出し，

コラゲナーゼで細胞外組織を，EDTA で骨の基

質を溶かして骨芽細胞を単離する。それらの

細胞をコーティングしたカバーグラス上で

10%ウシ胎児血清含有α-MEM 培地を用いて培

養する。 

(2)．アクチン結合タンパク遺伝子の siRNA

による機能阻害 

フィンブリン等各種アクチン結合タンパク

質の合成を阻害するために siRNAベクターを

用いて骨芽細胞に遺伝子導入する。一般に骨



系細胞は細胞外基質を分泌するためリポゾ

ーム法では遺伝子導入効率が低い。しかし最

近発売されたマイクロポレーターという専

用試薬を用いた電気的遺伝子導入装置を用

いることで約６０％という高い導入効率を

得ることが出来る。更に siRNA 末端を蛍光修

飾することでフローサイトメトリーを用い

て遺伝子導入効率 95％以上の細胞を用いる

事が出来る。 

(3)．流体剪断応力の負荷 

 実験に使用する約 12 時間前に，0.5%ウシ

胎児血清含有 a-MEM 培地に交換し，スライド

グラス上の培養細胞に，専用の流体剪断応力

負荷装置にて流体剪断応力を負荷する。適切

な時間の後，細胞を回収，トータル RNA を採

取する。 

(4)．機械的刺激受容に関する遺伝子の検出 

回収したサンプルを逆転写反応にかけ，

Lightcycler(Roche)を用いたリアルタイム

PCR にて CTGF の発現変化を解析する。 

 

４．研究成果 

骨芽細胞は機械的刺激に対して，結合組織増

殖因子（CTGF）を発現した。その発現は時間、

強度依存的に比例した。さらに機械的刺激に

よる CTGF の発現は，アクチンストレスファ

イバー（SF)の形成に比例して上昇した。つ

まり SF の発現をコントロールする small G

タンパクである Rho の阻害剤を用いると，

CTGF の発現は有意に減少した。さらに薬剤に

よる SF刺激に比例して CTGF の発現が上昇し

た。またアクチン重合阻害剤を用いたところ

CTGFの発現が減少した。以上のことから CTGF

の発現がアクチン重合と密接な関わりがあ

ることが示唆された。本結果は国内外におけ

る骨細胞研究において始めて明らかとなっ

た知見である。本研究により骨芽細胞が機械

的刺激によって CTGF 発現上昇をする際，重

要な役割を果たすアクチン結合タンパクの

種類が詳細に解析されることが予想される。

更に機械的刺激によって発現する他の様々

な分子についても，どのアクチン結合タンパ

クが深く関与するかを解明する必要がある。 
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