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研究成果の概要（和文）：口臭原因物質（硫化水素）による歯槽骨吸収機構の中で歯槽骨が日常的におかれるメ
カニカルストレス(伸展刺激)が与える影響を解明することを目的とした。伸展刺激は伸縮可能なシリコン製培養
器(SW)を用いた。SWをPoly-L-Lysine、Fibronectin、コラーゲンIで処理後、破骨細胞RAW264を播種しRANKLで分
化誘導した。プラスチック培養器に比べTRAP陽性細胞の出現はわずかであった。骨芽細胞MC3T3-E1はSWをマトリ
ゲルで処理した培養器で増殖・分化能が認められた。硫化水素処理したMC3T3-E1に伸展刺激を与えたところ、
ERK1/2が重要な役割を担っていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：It was aimed to elucidate the effect of mechanical stress on alveolar bone 
resorption by the oral malodorous compounds (hydrogen sulfide). Alveolar bone is routinely exposed 
to mechanical stress. A stretchable silicone vessel (SW) was used for the stretch stress. After 
coating SW with Poly-L-Lysine, Fibronectin, Collagen I, osteoclastic cells RAW 264 was seeded and 
induced the differentiation by RANKL.TRAP positive cells was observed only a little compared to the 
plastic dish.Cell proliferation and differentiation of osteoblastic cells MC3T3-E1 was observed in 
SW corted with Matrigel. It was suggested that ERK 1/2 plays an important role in its mechanism when
 hydrogen sulfide treated MC 3 T 3 - E 1 is on the stretch stress.

研究分野： 生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 慢性の歯周炎は歯肉炎と異なり歯槽骨吸収
が特徴的病態である。しかし歯槽骨吸収に関
する分子レベルでの研究は軟組織に比べ遥か
に少ない。歯周炎発生には口腔内細菌のLPS 
が深く関わっていることは知られている。さ
らに口腔細菌が産生する口臭原因物質（揮発
性硫黄化合物：硫化水素、メチルメルカプタ
ン）はLPSと同様のシグナル伝達機構を介して
歯周病原性を発揮する。その上、本研究の実
験モデルでは生理的濃度•病的濃度でも硫化
水素の濃度制御が容易であり、LPS 実験とは
異なり一定濃度で数週間以上の継続的曝露環
境の設定が可能である。従って生理的濃度に
設定すれば歯周炎のみならずageing 研究も
可能である。一方、日常的な咀嚼のみならず
会話、無意識に発生する咬合•グラインディン
グなどによって機械的圧縮刺激が歯槽骨では
継続的に発生している。このことを考慮する
と、メカニカルストレスを加える培養細胞伸
展システムと組み合わせることで、より現実
的なin vivo環境を再現した歯周炎研究モデ
ルとなる。Yaegakiらは、歯周ポケット内濃度
より低い揮発性硫黄化合物が、歯肉線維芽細
胞のコラーゲン合成の阻害や分解、genomic 
レベルのDNA 損傷そしてアポトーシスを惹起
すると報告した(Yaegaki K, Jpn Dent Sci Rev, 
44,100-108, 2008、Yaegaki K,et al. J 
Periodontal Res 81, 1317-1323,2010)。また
歯肉上皮細胞、ケラチノサイト幹細胞にもア
ポトーシスやgenomic DNA 損傷を惹起すると
報告されている（Calenic B, etal．J 
Periodontal Res 45:31-37，2010, J Periodont, 
81, 1317-1323,2010）。また近年、上皮幹細
胞では上皮細胞の2倍以上の頻度でアポトー
シスが惹起されることを発見した
（J.PeriodontalRes, 2010. Clin Oral Invest, 
2010.）。以上の結果は、硫化水素が歯肉内縁
上皮バリアーに機能障害をもたらし歯周炎あ
るいは歯槽骨吸収の原因となることを強く示
唆している。一方、硫化水素は歯肉粘膜透過
性が極めて高く、歯槽骨への直接的影響が指
摘されている(Ng and Tonzetich, J Dent Res. 
63:994-997, 1984.)。そこで我々は硫化水素
の歯槽骨吸収過程に及ぼす影響について検討
した。その結果，硫化水素が骨芽細胞の増殖
を阻害し、そのシグナルはMAPKs を介して行
なわれていることを明らかにした
(J.Periodontol, 2009)。さらに硫化水素は骨
芽細胞(MC3T3-E1)のp53、ミトコンドリア経路、
caspase-8 を活性化してアポトーシスを誘導
することも明らかにした（J.Periodontal Res, 
2012. 47:365-73.）。以上より，生理的口臭
の原因物質・硫化水素は歯槽骨吸収の誘発・
憎悪因子と結論した。我々は、低濃度硫化水
素による破骨細胞(RAW264)の分化機能への影
響を検索したところ、生理的口臭レベルの硫
化水素が、破骨細胞の骨吸収能を顕著に促進
することを発見した。さらに、この骨吸収に
おける細胞内シグナル伝達にはMAPK 経路が

関与していることを見いだした（J 
Periodontol, 81, 2010.）。その結果から、
我々は、ヒト生体組織に近い条件下における
硫化水素の破骨細胞へ影響、特に骨吸収機能
への作用機序を明らかにするため、マウス骨
髄から骨髄幹細胞を分離して硫化水素を作用
させたところ、その酒石酸抵抗性多核細胞の
有意な増加を確認し、これにはNFATc1 が関与
する事を報告した（平成24-26 年科学研究補
助金 基盤研究(C)、歯科基礎医学会総会発表、
2014 年）。以上の事実は,硫化水素は破骨細
胞分化誘発因子として、直接的に破骨細胞を
分化誘導する」ことを示す。 
 
２．研究の目的 
 歯周病原菌の代謝産物が直接、破骨細胞分
化因子として作用するとの報告は他に無い。
破骨細胞への分化には､M-CSF、RANKL などの
破骨細胞分化因子が必須である。ところが、
硫化水素は、従来の報告されている破骨細胞
分化因子の非存在下で分化誘導する。硫化水
素が細菌の LPS と異なり、破骨細胞分化誘発
因子となる事実は 硫化水素が LPS より遥か
に直接的で強い骨吸収能があることを示す。
一方、骨リモデリングはメカニカルストレス
応 答 が 関 与 す る と 考 え ら れ て い る
(SawadaY,Cell,127:1015-1026,2005)。歯槽
骨は咀嚼等により常にメカニカルストレス
を受けており、破骨細胞、骨芽細胞はその最
前線におかれている。骨芽細胞にメカニカル
ストレスを与えると骨芽細胞の PGE2 産生を
増加させ、そのオートクリン作用によって骨
形 成 が 促 進 す る と 報 告 が あ る (Reich 
KM,Calcif.Tissue.Int,52,62-66,1993、仮谷
太良、日大歯学、88,59-65,2014)。一方で、
破骨細胞の分化を抑制するとの報告もあり
(Guo,D,MolMedRep,3,173-178,2010)、いまだ
骨組織におけるメカニカルストレスの生理
学的役割は不明である。臨床的には骨形成の
低下あるいは骨吸収の促進が大きな問題に
なる。本研究は硫化水素により誘引された歯
槽骨吸収にメカニカルストレスがどのよう
に関与しているかを細胞分子レベルで解明
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞：破骨前駆細胞 RAW264 および骨芽細
胞様細胞 MC3T3-E1 はα-MEM、10%FCS、
5μg/ml ゲンタマイシン、２mM-L-グルタミ
ン培地にて 37℃、5%CO2 環境下で培養した。
両細胞とも３日あるいは4日間隔で継代維持
した。 
メカニカルストレス：細胞へのメカニカルス
トレスは培養細胞伸展システム Shell Pa
（Menicon life science）を用いた。ストレ
ッチチャンバー（20mmX20mm）に各種のコー
ティングを施し、５x104個の細胞を播種した。
伸展率は２％として実施した。 
硫化水素処理：細胞は 25cm2 フラスコに播種
しサブコンフルエントまで 5%CO2 環境下で培



養した。この細胞を 0.1ng/mlH2S、5％CO2、95% 
Air が継続的に流通する培養器内で３日間培
養し、これを実験に共した。 
ストレッチチャンバーのコーティング：細胞
へのメカニカルストレスとして本研究では
伸展ストレスを想定した。このシステムでは
シリコーン樹脂製のストレッチチャンバー
を用いることで、付着した細胞に伸展による
ストレスを周期的に与えることができる。チ
ャンバーには細胞播種前にコーティングを
施した。コーティングはコラーゲン Iコーテ
ィング（コスモバイオ）、Ply-L-Lysin(PLL)
コーティング（コスモバイオ）、ファイブロ
ネクチン(コスモバイオ)、マトリゲル○R
(CORNING)用いた。コラーゲン I は 0.01N 塩
酸溶液で希釈して 0.01%コラーゲン溶液とし
チャンバーに浸し、滅菌水にて４から５回洗
浄、滅菌蒸留水を加え 37℃、２時間静置した。
滅菌蒸留水を取り除き、チャンバーに細胞を
播種した。PLL は滅菌水にて 10μg/mlPLL に
調整しチャンバーに浸した。37℃で一晩静置、
PLL を取り除き滅菌蒸留水で２回洗浄後に細
胞を播種した。ファイブロネクチンは滅菌蒸
留水に溶解後、PBS(-)にて 50μg/ml に調製
した。このファイブロネクチン溶液をチャン
バーに浸し、室温で１時間静置。滅菌蒸留水
にて洗浄後、細胞を播種した。マトリゲル○R
は無血清α-MEM 培地にて 20 倍に希釈し、チ
ャンバーに浸し室温で１時間静置した。無血
清α-MEM 培地で穏やかに洗浄後、細胞を播種
した。 
ウエスタンブロティング法：細胞は PBS(-)
で 洗 浄 後 、 Cell Lysis buffer(cell 
signaling) にて溶解した。この溶液を 
14000rpm 、 20 分 間 高 速 遠 心 分 離 し 
(Eppendorf、5415R)、上清をウエスタンブロ
ティング用の試料とした。試料はタンパク質
定量(Pierce BCA protein assay kit)し、タ
ンパク質量を調整した。試料は SDS10%ポリア
クリルアミドにて電気泳動し、PVDF に転写し
た。１次抗体は p-ERK1/2、p-p38、p-JNK、p-PKC、
β -actin( 以 上 cell signaling) 、 
TRPV1(proteintech)を用い、２次抗体は 
anti-rabbit IgG HRP-linked 抗体（ cell 
signaling）を用いた。抗体反応後、洗浄し
SupersignalTM West Dura(Thermo scientific)
で５分間反応させた。溶液を取り除いて X線
フィルムに感光させた。 
破骨細胞分化能： RAW264 細胞の破骨細胞分
化能はRANKLの添加誘導による酒石酸耐性酸
性ホスファターゼ陽性細胞の出現により評
価した。破骨細胞の検出は TRACP&ALP 
double-stain kit(Takara)を用いた。細胞は
3.7% hormaldehydo で 10 分間固定処理した。
精製水で２回洗浄後、酒石酸耐性酸性ホスフ
ァターゼ活性染色液を加えて 37℃で 1〜4 時
間反応させた。精製水で３回洗浄し、倒立光
学顕微鏡にて観察した。 
骨芽細胞分化能： MC3T3-E1 の骨芽細胞への
分化能は、細胞に 10mM β-グリセロリン酸を

添加し 48時間後の nodule の形成能で評価し
た。 
４．研究成果 
破骨前駆細胞の分化：市販の細胞培養用の培
養器はポリスチレン製の素材で出来ており、
化学的には炭素 Cと水素 Hで構成されている。
ところが本研究は培養細胞に伸展ストレス
を加える環境設定が必要になった。すなわち、
培養器に伸縮性が求められる。この伸縮性が
可能となるのはシリコン製となる。シリコン
表面は化学的には Si と酸素 O で構成されて
いる。これら培養器の表面の官能基の違いが
細胞の付着に影響しているかを検討した。 
RAW264 細胞をポリスチレン製素材の 24well 
マルチウェル(PS)とシリコン製ストレッチ
チャンバー (SC)に播種し、培養器底面への
付着能を比較した。PS では細胞の付着は極め
て良く、播種 24 時間後には浮遊している細
胞は認められなかった。細胞は底面に接着し
ていることが確認された。さらに 48 時間培
養後に破骨細胞分化因子であるRANKLを加え
培養したところ、酒石酸耐性酸性ホスファタ
ーゼ(TRAP)陽性の多核巨細胞の出現が観察
された。一方、SC では播種 24 時間後に浮遊
した細胞が多数観察された。さらに 48 時間
しても細胞増殖は認められなかった。これに
伸展ストレスを加えたところ全ての細胞が
底面から剥離した。このことから、SC にマト
リックスコーティングを施すことにした。コ
ー テ ィ ン グ 剤 と し コ ラ ー ゲ ン I 、
Ply-L-Lysin(PLL)、ファイブロネクチンの３
種類用いた。コラーゲン I、Ply-L-Lysin(PLL)、
ファイブロネクチンコーティング群共に
RAW264 の細胞付着性は PS に播種した細胞と
ほぼ同程度であった。その後 48 時間培養後
の細胞増殖を経過観察し PS 群との差異は観
察されなかった。そこで、RANKL を添加し破
骨細胞への分化能について検討した。その結
果、３種のコーティング群共に TRAP 陽性細
胞の出現は PS に比べ低いものであった。３
種のコーティング材をそれぞれ２種類ずつ
混和してコーティングをおこない同様に分
化能を評価したが、１種コーティングと同様
な結果を示した。次にこれらの結果が RAW264
細胞に特異的に生ずるか否かを検証するた
めに、予備的実験として、マウス骨髄由来破
骨前駆細胞を用いて分化能を評価した。しか
しこの細胞に M-CSF 及び RANKL を添加しても
破骨細胞分化誘導は認められた。以上の結果
から、破骨前駆細胞から破骨細胞への分化過
程には RANKL のような液性因子の他に、培養
器材の持つ物理的要因が関与している可能
性が考えられる。 
骨芽細胞の分化：SC 上における MC3T3-E1 の
付着、細胞増殖、分化条件を検討した。SC に 
マトリゲルでコーティングした条件で
MC3T3-E1 を播種し、継続的に経過観察した。 
細胞の付着、増殖ならびに細胞形態が PS に
おける細胞状況が同様であった。そこで培養
７日に石灰化誘導剤であるβ-グリセロリン



酸を添加して nodul 形成を確認した。次に伸
展ストレスによる MC3T3-E1 細胞の骨芽細胞
への分化過程を誘導するかを検討した。その
結果伸展ストレスは MC3T3-E1 の nodul 形成
が対照群に比べ高いことが明らかになった
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に伸展ストレスによる MC3T3-E1 の分化機
構にどのような細胞内シグナル伝達経路が
関与しているかを検討した。PKC 経路、 MAPK
経路として ERK1/2、p38、SAPK/JNK のリン酸
化活性をウエスタンブロッティングで検索
した。その結果、伸展ストレス群と対照群で
は p−PKC、p-p38 の出現に顕著な差は認めら
れなかった。また p-SAPK/JNK はいずれの群
とも出現は認められなかった。一方、
p-ERK1/2 は伸展ストレス群が対照群に比べ
培養３日目でわずかに強い出現が認められ、
さらに 6 日目でその差が顕著に認められた
（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
硫化水素処理後に伸展ストレスを与えた時
の細胞内シグナル伝達として p-ERK1/2 の出
現を検討した.硫化水素およびストレスを処
理していない群（対照群）に比べ、硫化水素
処理群のp-ERK1/2の出現が強く認められた。
硫化水素とストレスを合わせることで、スト
レス単独より p-ERK1/2 の出現が強く認めら
れた。硫化水素は Ca イオンチャネルである 
TRPV1 を活性化するとの報告があることから、 
MC3T3-E1においてもTRPV1の出現が硫化水素
あるいは伸展ストレスと関連するかを検索
した。その結果、硫化水素処理により対照群
に比べて TRPV1 の出現誘導が認められた。そ
してその誘導は伸展ストレスによっても認
められた。硫化水素処理した細胞に伸展スト
レスを与えてもTRPV1の出現誘導は減少する
ことなく維持された（図３）。 
現在、伸展ストレスだけではなく圧縮ストレ

ス条件下、そして硫化水素の処理条件につい
ても検討を加えて、その時の細胞内シグナル
の動態の解明を進めている。 
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