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研究成果の概要： 
 
 本研究では、機械的伸展刺激負荷にともない、ERK のリン酸化が起こること、さらに、ERK-
1/2の活性化阻害剤を培養系に添加することにより、分化中の軟骨細胞のメカニカルストレス
レスポンスを阻害できることをII型コラーゲンの遺伝子発現の半定量的解析により解明した。こ
れにより、ERK-1/2を介した細胞内情報伝達系が軟骨細胞の機械的刺激受容機構におい
て細胞外からの刺激を核内に伝達している可能性が示唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
 ２００６年度 1,700,000 0 1,700,000 
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 ２００８年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 540,000 4,040,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・矯正・小児系歯学 
キーワード：軟骨細胞分化、機械的刺激応答、細胞内情報伝達、ERK-1/2、細胞接着、MAPK
阻害剤、圧縮力、牽引力 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 顎口腔機能複合体の成長発育は、それ
自身が果たす役割、すなわち咀嚼・発音機
能と複雑に関連しあいながら遺伝的要因お
よび環境的要因とに制御されていると考えら
れている。この成長発育は、鼻上顎複合体
および下顎骨における軟骨内骨形成および
膜内骨形成によって行われるが、その中で
も下顎頭軟骨における成長発育は下顎骨
の成長方向や成長量を決定する成長の場
の一つとして重要な役割を担っている。加え
て、顎関節を構成する下顎頭軟骨は、成長期に

おいては成長板軟骨として、また、成長が終了
してからは関節軟骨として機能する二次軟骨と
して分類され、長管骨の骨幹端に存在する一次
軟骨である関節軟骨と成長板軟骨の機能を同
時に果たす特徴を有している。これらの軟骨は
常に機械的刺激にさらされ、外的刺激としてのメ
カニカルストレスに対して、その細胞分化、細胞
外基質代謝、および細胞増殖を変化させて対
応する組織である。歯科矯正治療においては種
々の顎整形力を負荷することによって、この成長
発育を制御する試みが行われてきた。また、多く
の研究から咀嚼筋により発生するメカニカルスト
レスが顎顔面骨格形態の個体差の形成に大き



な役割を果たすことが示されてきた。さらに、軟
骨組織に負荷される剪断応力は、軟骨組織を
破壊し骨関節炎を惹起することも知られてきた。
これらのことは、環境的因子としての機械的刺激
が軟骨細胞の分化、増殖、基質代謝に与える影
響が大きく、また、重要な因子であることを示し
ている。 
 軟骨細胞の分化は、軟骨細胞特異的にその
遺 伝 子 が 発 現 す る  high mobility group 
（HMG）の転写因子 Sox5, Sox6 および Sox 9 
によって制御されることが知られるようになった
（Ng et al, 1996）。さらに、胎生期における軟骨
細胞の分化は、これら HMG の遺伝子発現を
通して II 型コラーゲンやアグリカンの遺伝子発
現が起こることによって進行する。最近、この未
分化間葉系細胞の軟骨細胞への分化過程は 
mitogen-activated protein kinase (MAPK)の一つ
である extracellular signaling- regulated kinase
（ERK）-1/2 によって抑制的に制御されているこ
とが示された（Bobick et al, 2004）。さらに、申請
者らの検討により、機械的伸展刺激が軟骨細胞
の分化を抑制することがすでに知られている。 
 
２．研究の目的 
 
 これまで、我々はメカニカルストレスが軟骨
細 胞 分 化 に与 える影 響 を分 子 レベルで解
明することを目的として、おもに細胞一細胞
外基質間に形成される接着斑を構成するイ
ンテグリン、細 胞骨格 ，細 胞骨格 関連 分子 、
細 胞 内 シグナル伝 達 分 子 および細 胞 外 基
質分子の果たす役割を分子生物学的に解
析してきた。特に，インテグリンを介した細胞
外 基 質 と 細 胞 の 接 着 を 通 し て 、
Extracellular signal-regulated kinase 
(ERK) への細胞内情報伝達系の活性化を
検討するために、半定量 RT-PCR 法を用い
て ERK-1/2 の遺伝子発現を解析し、同時
に免疫染色により ERK の発現とメカニカル
ストレス負荷に伴う  ERK のリン酸化、核移
行 を 検 討 し た 。 培 養 軟 骨 細 胞 に お い て 
ERK-1/2 の遺伝子発現が認められることを
発見し、メカニカルストレス負荷を行っても遺
伝子発現が変化しないことを見出した。本研
究は、未分化間葉系細胞の軟骨細胞への分化
過程に対する機械的伸展刺激の作用が 
ERK-1/2 による細胞内情報伝達系を経由し
ていることを示すことを目的とした。 
（１）軟骨細胞の機械的伸展刺激応答機構に
おいて細胞-細胞外基質間接着が重要な働き
を有していることが知られてきた。この細胞
-細胞外基質間接着はインテグリンによるも
のであり、この接着を阻害すると機械的刺激
に対する応答が抑制されることが解明され
た。インテグリンを介した細胞内情報伝達機
構 に お い て は  ERK-1/2 に 代 表 さ れ る 
MAPK が主要な働きを有していることはす

でによく知られている事実である。したがっ
て、本研究においては、軟骨細胞への分化過
程にある間葉系細胞の機械的伸展刺激応答
過程において、ERK-1/2 が活性化され、遺伝
子発現について検討する。 
（２）ERK-1/2 のリン酸化による細胞内情報伝達
系 の 活 性 化 は 、 そ の 特 異 的 阻 害 剤 で あ る 
U0126 によって抑制されることが知られている。
この、特異的阻害剤存在下において、機械的伸
展刺激による間葉系細胞の軟骨細胞への分化
抑制は阻害されると考えられる。同様に、この情
報伝達経路 に対する特 異的阻害剤 である 
PD98059 により阻害されることが示されてきた。
したがって、本研究においては、軟骨細胞への
分化過程にある間葉系細胞の機械的伸展刺激
応答過程において ERK-1/2 を経由した細胞内
情報伝達機構により、軟骨細胞特異的に発現し
ている HMG 転写因子 Sox9 の発現を制御し
ていることを検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養および機械的伸展刺激負荷細胞
培養系 
 
 本研究では、Sprague-Dawley 系、胎齢 12 日
目の妊娠ラットを用いた。胎仔を摘出した後、さ
らに、前肢および後肢肢胚を採取した。採取に
は実態顕微鏡を用い、採取は 4℃の冷リン酸緩
衝生理食塩水（PBS）中で行った。採取した四肢
胚は PBS で 3 回洗浄し、37℃で 15 分間、
0.25mg/ml のトリプシン EDTA および 0.25mg/ml
のコラゲナーゼ溶液中に浸漬し、単一細胞に分
離した。細胞数を計測し、常温（室温）で 200g 下
15 分間遠心し細胞を収集した。採取した細胞は 
DMEM にて 4.66ｘ106cells/ml に再懸濁し、
60ml の懸濁液 2 滴を図１に示すように Flexcell 
plate のウェル中心点を挟んで対象になるように
播種した。軟骨細胞分化培養系  micromass 
culture については Solursh （1982）らの方法に
従った。伸展力を負荷することができるように、
培養プレート底面にスクリューを設置し、上方に
向かって突出するように回転させ伸展力の負荷
を行った（図 1）（Takahashi et al, 2003）。 
 細胞を播種した後 3 日間、37℃、5％CO2 条
件下にて培養し、その後、同培養条件下で伸展
力の負荷を開始した。伸展力は初期負荷として
1.5mm の活性化の後、24 時間ごとに 0.5mm ず
つ活性化を繰り返し、3 日目には 2.5mm の活性
化量に達した。培養期間中、伸展刺激負荷開
始前は毎日、培地交換を行った。伸展刺激開始
後は、培地交換による刺激を避けるため培地交
換を行わなかった。 
 
(2) ERK 活性化の阻害 
 
 培養開始 3 日後からの伸展刺激負荷開始 1 時
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間 前に ERK 活性 化阻害 剤 である  U0126
（MEK-1/2 阻害剤）あるいは PD98059（MEK-1
阻害剤）を添加した。それぞれ 1.0、10.0 あるい
は 100.0μM 並びに 0.5、5.0、あるいは 50.0μM と
なるように培地に添加した。対照群として、阻害
剤の溶媒として用いた DMSO を培地に相当量
添加した。阻害剤添加後、1 時間後に機械的刺
激負荷を開始し、前述と同様に 24 時間ごとに活
性化を繰り返し、機械的刺激負荷開始後 3 日目
まで伸展刺激を継続した。 
 
(3) タンパクの抽出とwestern blotting法による解
析 
 
 機械的刺激負荷開始後 60 分でタンパクの抽
出を行った。タンパク抽出のための抽出バッファ
ー に は タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 阻 害 剤 で あ る 
Na-orthovanadate, NaF, aprotinin, leupetin およ
び Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 含有
のものを使用した。タンパク濃度を Micro BCA 
protein assay kit を用いて測定した後、サンプル
中のタンパク濃度を一定（1mg/ml）にし、以下の
分析を行った。 
 サンプルは、それぞれ、10mg/lane となるように
12.5%SDS-PAGE に泳動した。泳動したサンプ
ル を  nitrocellulose 膜 に 転 写 し 、 western 
blotting 法による解析を行った。まず、ERK-1/2
について、総量を確認するために非リン酸化 
ERK 抗体を用い、化学発光法により検討した。

次に、このメンブレンより抗体を除去し、新たにリ
ン酸化 ERK-1/2 抗体を用い、リン酸化された 
ERK-1/2 について解析を行った。一次抗体には 
anti-p42/44 MAPK 抗 体 （ Cell signaling 
technology 社製）と anti-phospho p42/44 MAPK 
抗体を用い、二次抗体には  HRP-conjugated 
anti-mouse IgG 抗体を用いた。 

図 1．本研究で用いた機械的刺激負荷
培養装置（Takahashi et al 2003 よ
り改変して引用 

 化学発光反応後、メンブレンを洗浄し、高感度
化学発光検出用フィルムに感光した後、現像処
理を行った。フィルムの画像をスキャナ EPSON 
2200 によりデジタルデータに変換し、画像解析
ソフトウェア Image J (NIH, Bethesda MD, USA)
を用いて、それぞれのバンドの濃度について定
量的解析を行った。 
 
(4) アルシアンブルー染色法による検討 
 
 伸展刺激負荷後 4 日目にアルシアンブルー染
色を行った。培養細胞を 0.1N 塩酸/95％エタノ
ー ル 溶 液 に て 固 定 し 、 0.5% Alcian blue 
8GX/1M 塩酸溶液にて 4℃下で 12 時間染色し
た。その後、PBS で洗浄し、実態顕微鏡下にお
いてデジタルカメラ(Coolpix 995, Nikon) にて写
真撮影を行った。採得しデジタル画像は Image 
J により二値化処理し、アルシアンブルー陽性
軟骨のジュールの面積の測定に用いた。 
 また、アルシアンブルー染色を行った培養組
織に 8M グアニジン塩酸塩溶液 500ml を添加し、
室温で 24 時間、組織を溶解した。この溶解液を
用いて 570nm 付近における吸光度の測定を行
った。 
 
(5) RT-PCR 法による検討 
 
 培養開始後 3 日目の機械的刺激負荷開始後
より total RNA の抽出を行った。採取した total 
RNA の濃度を測定し、逆転写を行った後、半
定量 PCR により II 型コラーゲン遺伝子ならび
に Sox9 遺伝子の発現量を測定した。本研究
で用いた RT-PCR の条件および使用したプラ
イマーなどについては、これまでの論文にしたが
った（Onodera et al, 2005）。すなわち、total RNA 
を採取し、 SuperScript II 逆転写酵素を用いて
逆転写を行ったのち、PCR マシン (PTC-100, 
MJ Research)を用いて増幅を行い、2％アガロー
スゲルに電気泳動後、エチジウムブロマイドにて
ゲルを染色、ゲル撮影装置にてバンド画像をデ
ジタル化した。このデジタル画像を Image J ソ
フトウェアにて解析し、遺伝子発現量を判定量
的に検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) MEK 阻害剤による ERK-1/2 活性化の阻害
効果 
 
 MEK-1/2 阻害剤 U-0126 あるいは MEK-1 阻
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害剤 PD98059 の添加により、ERK-1/2 の活性化
は阻害された。写真には示さないが、これまでに
示されてきたとおり、これらの阻害剤は ERK-1/2 
のリン酸化（活性化）を完全に阻害した。 
 
(2) 機械的伸展刺激による軟骨細胞分化抑制
における ERK-1/2 の役割 
 
①アルシアンブルー染色による評価 

 
 アルシアンブルー染色を行った結果、MEK
阻害剤を添加して機械的伸展刺激を負荷し
ても、軟骨ノジュール形成を抑制することが
できないことが示された（図 2）。この分化抑
制阻害活性は濃度依存的であり、U0126 では
10.0μM 以上、PD98059 では 5.0μM 以上で認め
られた。 
 さらに、これらの軟骨ノジュールを溶解し
て 570nm 付近での吸光度を測定した結果、同
様の結果が得られた（図３）。 
 
②II 型コラーゲン遺伝子 Col2a1 の発現量の
評価 
 II 型コラーゲンの遺伝子である Col2a1 の
発現を検討した結果、伸展力の負荷に伴って
抑制された Col2a1 の遺伝子発現が MEK 阻
害剤の添加に伴って回復することが示され
た。Col2a1 遺伝子は軟骨細胞の分化マーカー
として知られ、この遺伝子発現が上昇するこ
とは、すなわち、軟骨細胞分化の促進を示し、
逆に低下は分化抑制を示す。また、U0126 お

よび PD98059 の双方が同等の抑制解除効果

を示したことから、両方の阻害剤によって活
性を阻害される MEK1-ERK-1 のシグナル伝

Negative 
Control 
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 PD98059
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-  - 
-  - 
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図 3．アルシアンブルーの染色性を定量
評価。MEK 阻害剤が機械的伸展刺激に
よる軟骨細胞分化抑制を解除した。 
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図 2．MEK 阻害剤による機械的伸展刺
激抑制効果。アルシアンブルー染色の結
果、阻害剤添加により軟骨のジュールの
形成阻害が解除された。 
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図 4．II 型コラーゲンの遺伝子発現の半
定量解析。軟骨細胞分化抑制の解除が遺
伝子レベルでも確認された。 
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達系が、主に軟骨細胞における機械的刺激の
細胞内情報伝達に寄与しているものと考え
られた。 
 
(3) 機械的伸展刺激による軟骨細胞の分化制
御の分子メカニズム 
 
 今回の研究と、これまでの我々の研究から、
軟骨細胞の分化は機械的伸展刺激により抑
制され、圧迫刺激によって促進されることが
示唆された。この機械的伸展刺激の細胞内に
おける情報伝達には ERK-1 が主体的に関与
していることが示唆された。これまでの多く
の研究では、機械的刺激に対して細胞の代謝
機能が応答し細胞増殖や代謝が活性化され
ることが示されてきたが、本研究は機械的刺
激が間葉系細胞の分化過程を制御すること
を示した。 
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