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研究成果の概要（和文）：メカニカルストレスモデルとして、ヒト歯根膜細胞に遠心力

により重力を負荷する実験系およびピペッティングによるシェアストレスを負荷する

実験系を用い、MAP キナーゼの一つである ERK のリン酸化を主な指標として、シグナ

ル伝達経路を解析した。 

 

研究成果の概要（英文）：Gravity loading (G-loading) was applied to human periodontal 

ligament (PDL) as a model of mechanical stress. ERK was phosphorylated after 5 min by 

G-loading at 7G and the phosphorylation of ERK was observed with ATP treatment to the 

cells at 5 min. G-loading also induced ATP in PDL. An inhibitor of purenargic receptor 

diminished ERK phosphorylation by G-loading and UTP, P2Y specific agonist induced ERK 

phosphoryaltion. Thus, G-loading induced ERK phophrylation via ATP and P2Y receptor.   
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１．研究開始当初の背景 
 矯正歯科治療における歯の移動は、歯と歯
槽骨ならびに歯根膜などの歯周組織に加わ
る力学的負荷（メカニカルストレス）を、断

続的、持続的および間欠的に負荷することに
起因する。 
その際、圧迫側では歯槽骨が吸収され、牽引
側では歯槽骨が形成される骨のリモデリン
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グが起きている。歯に適切な矯正力を加えた
場合、歯槽骨が吸収され、歯根は過度（重度）
に吸収されることはない。しかしながら、過
度の矯正力を負荷すると、歯根が吸収される
という問題点も残されている。したがって、
矯正歯科治療において、歯根吸収を伴うこと
なく、より迅速に歯を移動させるためには、
歯根吸収を抑制する手段が必要であり、歯根
吸収の抑制は良い矯正歯科治療をもたらす
ものと考えられる。 
 硬組織の吸収は破骨細胞によって行われ
る。破骨細胞の硬組織の融解は、硬組織の硬
度が高いほど起こりにくいことが知られて
いる。歯周組織の硬度は石灰化度に依存して
おり、石灰化度を比較すると、エナメル質が
97%で圧倒的に高く、骨、セメント質、象牙
質は、60〜70％で類似している。したがって、
破骨細胞による融解では、骨、セメント質、
象牙質の三者間に大きな違いが生ずること
は無いように思われる。しかしながら実際に
は、適切な矯正力を加えると、歯槽骨が吸収
され歯根は過度に吸収されずに残存する。し
たがって、矯正力というメカニカルストレス
によって、圧迫歯根表側に何らかの因子が誘
導され、歯根吸収抑制に働いているように見
受けられる。 
 矯正歯科治療において矯正力が負荷され
る歯周組織には、歯根膜、セメント質、歯肉、
歯槽骨がある。この中で歯根膜は、歯周組織
への栄養供給を行うと同時に、力学的負荷に
対する緩衝材としての役割も担い、さらにメ
カニカルストレスを感知するセンサーとし
て機能しているのではないかと考えられて
いる。我々はこれまで、ヒトから採取した歯
根膜細胞にメカニカルストレスを負荷し、ス
トレスに応答するシグナルを検討してきた。
その結果、ストレスに応答して、IL-1a、IL-1
β、IGF-I、TGF-β、cyclooxygenase-2（COX-2）、
osteopontin、PTH-R などが誘導されることを
見いだした（未発表データ）。また、他のグ
ループによる歯根膜細胞にメカニカルスト
レスを負荷した研究でも同様な結果が報告
されており、in vivo 実験では IL-1β、c-fos、
IGF-I、PGE2、TGF-βなどが、培養細胞実験
では cAMP、NO、Ca++、COX-2、osteopontin、
type-I collagen、TIMP-1、TIMP-2、Actin な
どが誘導されている。したがって、歯周組織、
特に歯根膜は、メカニカルストレスを負荷さ
れることで、何らかのシグナルを歯槽骨や歯
根表面に伝達し、歯槽骨を吸収させ、歯根を
維持させるメカニズムによって、歯の移動を
コントロールしているのではないかと思わ
れた。 
 
２．研究の目的 
 歯根吸収抑制因子を矯正治療に応用する
ために、歯根膜を中心とした歯周組織からの

骨吸収抑制シグナルを同定し、その作用メカ
ニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ヒトの抜去歯より歯根膜細胞およびセメン
ト芽細胞を単離し、メカニカルレトレスを負荷
後、DNA マイクロアレイチップによって遺伝子
の発現量の違いを分析する。その中から歯根吸
収抑制因子の候補遺伝子を選択し、siRNA によ
る遺伝子のノックダウンと破骨細胞の吸収窩
を用いた吸収抑制効果の確認実験によって、吸
収抑制のある遺伝子の同定を行う。同定された
吸収抑制因子の cDNA を単離し、発現ベクター
を構築する。発現ベクターを歯根膜細胞および
セメント芽細胞に遺伝子導入し、破骨細胞と共
存培養によって、吸収抑制効果の検討を行う。 
 
４．研究成果 
・重力負荷による ERK のリン酸化 
重力負荷と ERKのリン酸化の関係について検
討した。負荷する重力強度を 7G と 25G で ERK
のリン酸化を検討した。ERK は哺乳類では
ERK1/p44MAPK、 ERK2/p42MAPK の 2 種類のサ
ブタイプが存在する。今回用いた抗 ERK抗体
は２つのサブタイプを検出するが、リン酸化
を検出する抗 p-ERK 抗体は p-ERK1 に対する
抗体認識能が非常に弱く、ほぼ p-ERK2 のみ
を認識する特性がある。7Gの重力を負荷する
と ERKのリン酸化が強く検出され、コントロ
ール（1G、 遠心力を負荷しない状態）と比
較して約 4倍の増強がみられた（図 6-A）。こ
の結果から、以後の実験では全て 7G の重力
を負荷した。次に、7G の重力負荷の時間を
5~15分の間で変化させ ERKのリン酸化を検討
したところ、5 分以降で有意な ERK のリン酸
化が検出された（図 6-B）。以上の結果から、
以後の実験条件は全て、7G、5 分間の重力負
荷で行うこととした。 

 
重力負荷による ATPの放出 
 重力負荷で ATPが放出されるかどうかを調
べるため、重力を負荷しないコントロール群
と、重力負荷群のメディウムを採取し、メデ
ィウム中の ATP濃度をルシフェラーゼ活性を



 

 

用いて測定した。全ての計測値について
Smirnov の棄却検定を行った。棄却検定は、
最大偏差（t0）と棄却限界値を比較し、最大
偏差（t0）>棄却限界値となった場合、 測定
値の中に外れ値が存在するとした。本実験の
コントロール群（1G）では、平均値、不偏分
散、データの最大値と最小値を用いて計算し
た結果、最大偏差（t0）は 4.948455885 にな
った。棄却限界値は n=35 の場合、有意水準
0.025 で 2.978 である。したがって最大偏差
t0（4.948455885）＞棄却限界値（2.978）と
なるため、この検定には外れ値が存在すると
判定された。そこで平均値より最も離れた値
を外れ値として除外した。この計算を繰り返
して、外れ値が検出されなくなるまで検定を
行った結果、上位 5 つの値が外れ値として検
出され除外した。重力負荷群（7G）では、外
れ値が検出されなかった。そこで外れ値除外
後の測定値を用いて統計処理を行った結果、
2群間に有意差が認められ（p値=0.003179）、
重力負荷により ATPの放出が増加することが
示された（図 7）。それぞれの群の統計値は、
Control 群（n=31）で平均値が 2928、標準偏
差が 996.0096 で、重力負荷群（n=36）の平
均値が 30338.26、標準偏差が 49640.8 であっ
た。 

 
ATP濃度依存的な ERK のリン酸化 
重力負荷で ATPが放出されることが示唆され
たため、ATP添加の効果について検討した。1、
10、100μMの ATPを培養液中に添加し、5分
間刺激したところ、10 μMで ERKのリン酸化
のピークがみられた（図 8）。この結果から、
以後の ATP の実験は全て 10 μM で行うこと
とした。 

 
ERKのリン酸化への apyrase の効果 
メカニカルストレスによる ERKのリン酸化が、
放出された ATPによるものであることを確認
するために、ATP 分解酵素である apyrase の
効果を検討した。 メディウムに apyrase を
それぞれ 10、20 units/ml 添加し、15分間プ
レインキュベーション後、重力を負荷した。
その結果、apyrase により ERK のリン酸化は
濃度依存的に抑制されたが、その抑制効果は
完全ではなかった（図 9-A）。そこで同様に
apyrase 処理後、ATP 刺激による ERK のリン
酸化を調べたところ、  重力負荷同様、
apyrase による抑制効果は完全ではなく、
apyrase による ATP の分解は、完全ではない
ことが示された（図 9-B）。  
 
 
 
ERKのリン酸化に対する Ca2＋シグナルの影響 
重力負荷が Ca2＋シグナルを介して ERKのリン
酸化を促進しているかを検討するため、まず、
Ca2＋イオノフォアの一つである ionomycin の

効果を調べた。1、5、10 μM の ionomycin で
5分間処理し、ERKのリン酸化を調べた結果、
全ての濃度で有意に ERKのリン酸化が増強し
た（図 10）。  
メカニカルストレスによる細胞内 Ca2＋濃度
の上昇 
メカニカルストレスによって細胞内 Ca2＋濃
度の上昇がみられるかどうかを検討した。重



 

 

力負荷による Ca2＋濃度の上昇を顕微鏡下で
直接見ることはできないため、重力負荷の代
わりに液体の流れによるメカニカルストレ
スであるシェアストレスを用いた。Fura-2を
取り込ませたヒト歯根膜細胞に、ピペットで
勢いよくメディウムをそそぎ、細胞内 Ca2＋濃
度の動態をイメージング装置を用いて解析
した。その結果、細胞間で反応の強弱はあっ
たもののほぼ全ての細胞に Ca2＋応答が認め
られた（図 11）。 
 
 

 
ERKのリン酸化に対する suramin の影響 
メカニカルストレスによって放出される ATP
が、プリン受容体を介して作用しているかど
うかを検討した。プリン受容体の非選択的阻
害剤である suraminをそれぞれ 100、 200 μ
M 培養液に添加し、15 分後に重力負荷し ERK
のリン酸化を解析した。その結果、ERK のリ
ン酸化は suramin によって強力に阻害され、
コントロールのレベル以下まで低下した（図
13-A）。同様に suramin を培養液に添加し ATP
刺激による ERKのリン酸化を調べた結果、ERK
のリン酸化は重力負荷同様、suramin によっ
て阻害された（図 13-B）。 

 
細胞外 Ca2＋除去による ERKのリン酸化 
メカニカルストレスによって放出される ATP
が、プリン受容体の P2X 受容体と P2Y受容体

のどちらを介して作用しているかを検討す
るため細胞外 Ca2＋を除去し重力負荷による
ERK のリン酸化を検討した。その結果、細胞
外液から Ca2＋を除いた状態でも重力負荷に
より ERK はリン酸化された（図 14-A）。  
 

 
 
UTP刺激による ERK のリン酸化 
P2Y 受容体の関与を確認するために、P2Y 受
容体の選択的アゴニストである UTP による
ERKのリン酸化を調べた。それぞれ、10、100
μM の UTP を培養液中に添加し、5 分間刺激
したところ、10 μMで ERK のリン酸化が有意
に認められ（図 15）、P2Y 受容体の関与が強
く示唆された。 
 
 ヒト歯根膜細胞における P2Y 受容体の mRNA
発現 
ヒト歯根膜細胞に発現する P2Y受容体の種類
を明らかにするため、total RNA を抽出し、



 

 

RT-PCR法で P2Y 受容体の発現を検討した。そ
の結果、P2Y5 および P2Y6 の強い発現が認め
られた（図 16）。 
 
 重力負荷による COX-2の mRNA発現の上昇 
歯槽骨吸収に影響する ERKの下流のシグナル
を明らかにするため、重力負荷による COX-2
の mRNA 発現の変化を検討した。7G の重力を
5分間負荷し、1時間、2時間、3時間後に total 
RNA を抽出し、RT-PCR 法により mRNA 発現量
を比較した。その結果、重力負荷後、1 時間
で COX-2の発現の明らかな上昇が認められた
（図 17）。 
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