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研究成果の概要： 
 矯正力により歯を移動させる際に、歯根膜に豊富に存在する微小血管は骨や歯根膜のリモデリ

ングに重要な役割を果たす。我々は破骨細胞活性化抑制因子 (OPG)の血管内皮細胞に及ぼす作用

と伸展刺激に伴うOPGの発現動態について検討を行った。OPGにより、血管新生能の亢進および血

管内皮細細胞の著しい伸展や微小管の伸長が観察された。しかし、TNFα刺激下、血管内皮細胞

において、24時間持続的伸展刺激によるOPG産生量の変化は認められなかった。本研究結果より

、機械的刺激による歯周組織のOPG濃度の変化に応じて血管の再構築などに作用している可能性

が示唆された。 

 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
19 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

20 年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
研究分野： 
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１．研究開始当初の背景 

 1997 年に TNF (tumor necrosis factor) 

receptor スーパーファミリーのひとつでそ

の過剰発現が大理石病を示すタンパクが見

つかり、これを”骨を減るのを妨げるもの”

と言う意味の osteoprotegerin(OPG)と名付

けた。 さらに OPG のノックアウトマウスは

顕著な骨粗鬆症示すことが報告され、そのこ

とから OPG は骨吸収抑制活性を持つ因子と

して同定された。 それ以後、OPG は破骨細

胞への作用を中心に研究が進められてきた。

それに加え、OPG ノックアウトマウスで血管

の石灰化が著明に亢進していたために、OPG

と血管の関係が注目されるようになった。 

 骨代謝における OPG の作用は、矯正治療の

牽引側における歯槽骨形成を考える上で臨

床的に重要である。そのために、歯周組織の

OPG に関する研究は、破骨細胞活性抑制とい



う観点からの報告がほとんどである。しかし、

現在、OPG は抗アポトーシス、血管新生亢進

などいくつもの異なった作用や、癌の骨転移

との関連が報告されている。 

  我々は歯牙の移動の際に、牽引側と圧迫

側の歯肉溝滲出液の OPG 濃度が異なってい

るという報告に注目し、OPG が破骨細胞活性

化抑制以上の役割を果たしているのではな

いかと考え研究を行った。 

 
 
２．研究の目的 
 我々は歯に機械的な刺激が加わった際に

牽引側に生じる OPGの濃度の増加と血管内皮

細胞の関与について明らかにすることを目

的とし、以下の実験を行った。 

⑴ 血管内皮細胞に持続的伸展力を付加し

た場合の、OPG の産生動態の検討。 

⑵ OPG が血管内皮細胞の細胞骨格再編成お

よび血管新生能に及ぼす作用についての検

討。 

 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 
 ヒト皮膚微小血管内皮細胞は(HMVEC)を
生育培地である EGM-2MV を用い 25T フラ

スコにてコンフルエントまで培養し実験に

使用した。細胞は継代数２−５代のものを使

用した。 
 
(2)細胞伸展実験 
 HMVEC をプラスティック（PL）または

フィブロネクチン(FN)、ビトロネクチン(VN)
およびラミニン(LA)でコーティングしたプ

レート上にて 24 時間培養し、培養上清中の

OPG濃度を測定した。 次にHMVECをVN
あるいは FN 上で培養し、炎症性サイトカイ

ンである TNFαを 2ng/ml の濃度で添加し

STB-140(ストレックス社)にて 120%の持続

伸展刺激を 24 時間かけ、培養上清中の OPG
の濃度を ELISA にて測定した。 
 

(3)蛍光染色 
 HMVEC をスライドチャンバーに播種し、

細胞を定着させた。その後、OPG を終濃度

0 から 2000 ng/ml の濃度になるように加え、

６ 時 間 の 培 養 の 後 、 細 胞 を 固 定 し

anti-tubulin または Texas Red-X phalloidin
にて染色を行った。 

 
(4)細胞増殖実験 
 HMVEC を 96 穴 プレートにて OPG に
よる細胞増殖を検討した。培地は無血清培地

を使用し、必要に応じて U0126 を使用した。 
細胞増殖は MTT Assay の変法である Cell 
Counting Kit-8 を用いて測定した。 
 
(5)細胞遊走実験 
 HMVEC の細胞遊走能を Falcon の

FluoroBock Transwell system にて測定した。

下部の無血清培地には 500 ng/ml の OPG を
加え、上部に細胞を加えて 18時間培養した。

その後、下部へ遊走した細胞を calcein-AM 
にて蛍光染色し、細胞の遊走能を蛍光強度に

て決定した。 
 
(6)血管新生実験 
 成長因子が含まれていないマトリゲル  
(BD) をコーティングした 24 穴プレートに

HMVEC を播種し、必要に応じて OPG を
500 ng/ml の濃度で添加した。さらに必要に

応じて、OPG を添加する前に PP1 (10uM) 
および U0126 (10uM)を加え、30 分前培養を

行った。その後８時間培養した後、細胞を固

定し、ギムザ染色の後、branch point を測定

することにより OPG による血管新生能を評

価した。 
 
 

４．研究成果 

 

 フィブロネクチン、ビトロネクチン上で培

養された HMVEC の培養上清中の OPG 濃度はプ

ラスティックまたはラミニン上で培養され

た HMVEC の培養上清中の OPG 濃度より有意に

高いことが示された。しかし、TNFα刺激の

有無にかかわらず、伸展刺激による培養上清

中の OPG 産生量の変化は、いずれのマトリッ

クス上でも認められなかった。一方、歯の機

械的刺激に伴い歯肉溝浸出液中の OPG濃度が

変化することが知られており、機械的刺激に

よる歯肉溝浸出液中の OPG濃度の変化に応じ

て OPGが歯根膜中の血管の再構築などに作用

している可能性は充分考えられる。その仮定

の下に、OPG の血管内皮細胞の細胞骨格およ

び血管新生に対する作用を検討した。 

 

 HMVEC を、OPG を添加した無血清培地で培



養し、アクチン、微小管を染色することによ

りその細胞骨格への作用を検討した。OPG の

添加により細胞は伸長し、ストレスフィーバ

ーは厚みを増した。OPG を添加しなかった細

胞は短く丸くなり、アクチン繊維も細胞と細

胞の境界にしか認めることはできなかった。

さらにチューブリンは OPGの濃度依存的に伸

長した（図１）。 

 また、細胞基底膜に類似したマトリゲルを

用いた実験により、 OPG は濃度依存的に血管

新生を促すことが示された（図２）。 

 さらに、c-Src キナーゼ阻害剤 PP1 は OPG 

により誘導される血管新生を完全に抑制し

た が 、 Extracellular signal-regulated 

kinase (ERK)の阻害剤である U0126 は OPG が

誘導する血管新生を抑制することはできな

かった(図３)。その結果より、OPG によって

誘導される血管新生には Srcの活性化が必要

であることも示した。一方、OPG により誘導

される細胞増殖には ERKの活性化が必要だが、

血管新生には必要不可欠ではないことも示

した（図４）。このことは OPG により誘導さ

れる情報伝達が OPGを介するものと介さない

ものの２種ある可能性を示唆している(現在

投稿準備中)。 

 

 OPG の血管内皮細胞における情報伝達に

ついての報告はまだなく、国内外で我々が初

めてである。今後、歯牙の移動を含む歯周組

織における OPG の役割を引き続き検討して

行く予定である。 

 

図１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OPG による血管内皮細胞の細胞骨格形態変

化 
血管内皮細胞を無血清培地中で OPG を添加

（+OPG）または無添加(-OPG)で培養し、ア

クチンおよび微小管を蛍光染色した。 
 

 

 

 

 

 

 
図２ 

 

 

 

 

 

HMVEC による OPG 誘発管腔形成（血管新生）

促進 

HMVEC を、OPG を添加した無血清培地に懸濁

し、Matrigel 上に播種した。８時間培養した

後、ギムザ染色を行い、branch point につい

て評価した。**P<0.01 

 

図３ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HMVECにおけるOPG 誘発管腔形成（血管新生）

促進にたいする U0123 の管腔形成抑制作用 

 (A)HMVECをU0123にて30分前培養を行った

後 OPG を添加した無血清培地に懸濁し、

Matrigel 上に播種した。８時間培養した後、

ギムザ染色を行った。 (B)血管新生能を

branch point number を測定することにより、

検討した。*P<0.05, **P<0.01 

 

 

 



図４ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OPG が誘導するHUVECの細胞増殖とERK活性

阻害剤の影響 

HMVECs を 96 well plate に播種し、ERK の阻

害剤である U0126 (10uM)を加えた。次に OPG

を 500 ng/ml の濃度で添加してさらに 24 時

間培養し、細胞増殖を cell-counting kit に

て測定した。*P<0.05 
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