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研究成果の概要（和文）：機械的刺激を受容した骨細胞による骨代謝制御に、骨細胞自身のアポトーシスによる
骨吸収がある。神経性因子methionine enkephalin (MENK)は、骨代謝制御とアポトーシスに関わる。本研究で
は、機械的刺激が促す骨細胞のアポトーシスにおけるMENKの役割を明らかにすることを目的として解析を行っ
た。その結果、骨への圧縮力負荷により、MENK発現が減少すること、このMENK減少はCCN2/CTGFにより誘導され
ることが示された。また、圧縮力による骨細胞のアポトーシスは、MENKがカルシウムシグナリングとNFATc1核内
移行の制御を介して、抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Mechanical stimuli induce osteocyte apoptosis, followed by bone resorption. 
A neural factor, methionine enkephalin (MENK), is involved in bone metabolism and apoptosis. In this
 study, we clarified the role of MENK in the osteocyte apoptosis promoted by mechanical stimuli. Our
 data showed that MENK expression was reduced by compressive force loading on the parietal bones, 
and that this reduction in MENK expression was regulated by CCN2/CTGF. In addition, the apoptosis of
 osteocytes induced by compressive force was suppressed by MENK through the regulation of calcium 
signaling and NFATc1 nuclear translocation.

研究分野：歯科矯正学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、神経性因子の骨代謝制御が注目されるが、骨細胞により産生される神経性因子の機能の多くは不明であ
る。我々が世界で初めて示した、MENKによる骨細胞のアポトーシス制御機構は、骨細胞と神経性因子に着目した
骨代謝機序研究の新展開につながる。また、機械的刺激に応答する骨代謝や骨細胞アポトーシスにおけるMENKを
基軸とした制御機序の解明により、これらの骨の異常を防ぐ新たな治療法開発につながる基盤的知見となること
が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 我々の日常生活で、骨には様々な機械的刺激が負荷される。その結果、骨の形成と吸収による

骨代謝が促され、骨の恒常性が維持される。また矯正歯科治療において、矯正力が歯に負荷され

ると、歯の移動方向にあたる圧迫側の歯槽骨が吸収すると同時に、反対側の牽引側では骨形成が

亢進し、骨リモデリングが持続的に生じることにより、歯の移動が達成される。 

 骨細胞は、メカノセンサーとして骨への機械的刺激を受容し、骨の形成や吸収に関わるシグナ

ルの調節により機械的刺激が促す骨代謝を制御する。驚くべきことに、骨細胞は生きた健全な状

態でのみならず、アポトーシスを起こした状態となっても、骨吸収の誘導を介して、骨代謝を制

御することが知られる。骨細胞のアポトーシスを促す要因として機械的刺激が知られ、その分子

制御の解析は、未知の骨代謝機序を解明するうえで重要である。 

 CCN ファミリーに属する CCN2/CTGF は、メカノレスポンス因子として知られ、機械的刺激

が負荷された細胞において発現が上昇し、増殖、分化、基質産生など多彩な機能を発揮する。我々

のグループは、マウス実験的歯の移動モデルにおいて、圧迫側の骨細胞において CCN2/CTGF

の発現が亢進するともに、TUNEL 陽性骨細胞数が増加することを示した。さらに、ニワトリ骨

細胞への機械的刺激負荷実験の結果、圧縮力は骨細胞の CCN2/CTGF 産生を促し、骨細胞自身

のアポトーシスを誘導することを報告した。これらの知見は、機械的刺激が促す骨細胞のアポト

ーシスにおいて、CCN2/CTGF が重要な制御因子であることを示すものである。 

 神経性因子であるオピオイドペプチド methionine enkephalin (MENK)は、内因性鎮痛因子

として知られる。一方、過去の報告から、MENK の骨代謝制御への関与が示唆されるが、機械

的刺激が負荷された骨組織における、MENK の発現や機能は不明である。我々は、MENK とそ

の受容体 δ opioid receptor が、マウス頭蓋骨の骨細胞に発現する知見を得た。さらに、骨細胞様

MLO-Y4 細胞が、MENK 前駆体 proenkephalin の mRNA を発現することを示した。興味深い

ことに MENK は、細胞種や周囲環境に応じて、アポトーシスを正負両面で制御する。以上のこ

とから我々は、機械的刺激が骨細胞アポトーシスを誘導する際、CCN2/CTGF とともに MENK

がその制御に関わると仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、機械的刺激が促す骨細胞のアポトーシスにおける MENK の役割を、

CCN2/CTGF との相互作用に着目して解析することである。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス頭蓋骨への圧縮力負荷 

６週齢マウスの頭頂骨に圧縮力負荷用のスプリングを装着し、0.2 N の圧縮力を 6 時間負荷し

た。薬剤投与実験においては、頭頂骨部皮下に CCN2/CTGF中和抗体または MENK を投与して、

圧縮力を負荷した。 



(2) 免疫染色 

圧縮力負荷後にマウスの頭頂骨を摘出し、パラフィン切片を作製し、MENK または NFATc1抗

体を用いて、タンパク質発現を解析した。核染色のために、DAPI を用いた。 

(3) TUNEL染色 

アポトーシスの検出のために、Apoptosis in situ Detection Kit を用いて、メーカーのプロトコル

に従って、TUNEL染色を行った。 

(4) MLO-Y4 細胞培養 

骨細胞様 MLO-Y4 細胞をコラーゲンコートした培養ディッシュに播種し、5%FBS と 5%BS 含

有 αMEM を用いて培養した。MENK を作用させたのち、MLO-Y4 細胞から RNA を精製した。 

(5) リアルタイム PCR 

MLO-Y4 細胞から精製した RNA を用いて cDNA を合成し、リアルタイム PCR によりカルシウ

ムシグナリング関連因子の発現を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 圧縮力が負荷された頭頂骨の骨細胞における MENK の発現 

圧縮力を 6 時間負荷した頭頂骨の骨細胞における MENK の発現を免疫染色により解析した結

果、圧縮力非負荷群と比較して、MENK の有意な発現減少が認められた。 

 

(Sogi, Takeshita et al., 2020, JBMR Plus) 

 

(2) 圧縮力による骨細胞の MENK 発現減少に CCN2/CTGF が及ぼす影響 

CCN2/CTGF 中和抗体を投与して頭頂骨に圧縮力を負荷した結果、圧縮力による骨細胞の

MENK 発現減少が抑制された。 



 

(Sogi, Takeshita et al., 2020, JBMR Plus) 

 

(3) 圧縮力が誘導する骨細胞のアポトーシスに対する MENK の作用 

頭頂骨に圧縮力を負荷した結果、TUNEL 陽性骨細胞が増加したことから、圧縮力による骨細胞

のアポトーシス亢進が示された。一方、MENK の投与により、このアポトーシスの亢進は抑制

された。 

 

(Sogi, Takeshita et al., 2020, JBMR Plus) 

 

(4) 圧縮力による骨細胞における NFATc1 の核内移行亢進に MENK が及ぼす影響 

頭頂骨に圧縮力を負荷した結果、骨細胞における NFATc1 の核内移行が亢進した。一方、MENK

の投与により、この NFATc1 の核内移行は抑制された。 

 

(Sogi, Takeshita et al., 2020, JBMR Plus) 

 

(5) MENK による MLO-Y4 細胞におけるカルシウムシグナリング関連因子の発現変化 

MLO-Y4 細胞に MENK を作用させた結果、calcineurin A と B、および calmodulin の mRNA 発現



が MENK濃度依存的に減少した。 

 

(Sogi, Takeshita et al., 2020, JBMR Plus) 
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