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研究成果の概要（和文）：我々は、骨細胞のメカニカルストレス応答について CTGF とアポトー

シスに着目して検討した。圧縮力負荷を行った骨細胞において CTGFの発現が上昇し、アポトー

シスを誘導することがわかった。さらに CTGFは ERK1/2を活性化させ、アポトーシスを誘導す

ることがわかった。本研究の結果よりメカニカルストレス負荷に伴う骨細胞による骨リモデリ

ングの調整の機序の一端が解明された。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined osteocyte response to mechanical stress focusing on 
CTGF and apoptosis. Compressive force loading increased CTGF expression, thereafter, 
apoptosis were induced in osteocytes. Moreover, we demonstrated that CTGF induces 
osteocyte apoptosis through activation of ERK1/2 pathway. These results, at least in part, 
revealed the mechanism of bone remodeling regulated by osteocytes under mechanical 
stress. 
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１．研究開始当初の背景 

矯正歯科治療において歯に矯正力が負荷

される時、歯槽骨牽引側での骨形成と歯槽骨

圧迫側での骨吸収により骨リモデリングが

起こり、歯が一定方向へ移動する。骨リモデ

リングは、主に骨芽細胞と破骨細胞により行

われると考えられているが、その分子メカニ

ズムについては不明な点が多い。よってこれ

を解明し、骨リモデリングの調整を行うこと

ができるようになれば、歯の移動効率を向上

させることが可能となる。 

骨芽細胞、破骨細胞に加え、骨組織中の主

要な細胞群の一つとして骨細胞が挙げられ

る。骨細胞は成熟骨組織中で最も多い細胞群

であり、細い細胞突起を介した細胞間ネット

ワークを形成し骨基質中に存在している。こ

うした骨細胞を取り巻く環境からも、骨細胞

は骨へのメカニカルストレスが負荷された

際、これらを感知するメカノセンサーとして

働いていると考えられる。 

ラットの歯の 移動時の 歯槽骨圧迫

側において骨細胞のアポトーシスが

増 加 す る こ と が 報 告 さ れ た (Hamaya 

et al., Calcif. Tissue Int. 2002)。

ラット尺骨への圧縮力負荷時、骨細胞
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のアポトーシスが起こり、これが破骨細胞

による骨吸収を誘導する可能性を示唆する

報告(Cardoso et al. J. Bone Miner.Res. 

2009)があることから、歯の移動においても、

骨細胞のアポトーシスが歯槽骨圧迫

側での破骨細胞による骨吸収を誘導

している可能性がある。  

実験的な歯の移動時、歯槽骨中の骨細胞に

おける様々な遺伝子の発現が報告されてお

り、その中の一つに CTGF が挙げられる。

CTGF の生理的機能は、骨芽細胞 (Nishida 

et al., J. Cell. Physiol. 2000)や軟骨細

胞(Nishida et al., J. Cell. Physiol. 2003)

における増殖と分化の促進、血管内皮細胞の

接着、増殖、遊走の促進(Shimo et al., J. 

Biochem. 1999)など様々である。さらに、ラ

ットの歯の移動時の歯槽骨圧迫側と

牽引側の骨細胞で CTGF 遺伝子の発現

が 上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て お り

(Yamashiro et al.,J. Dent Res.2001)、

CTGF は骨細胞のメカニカルストレス

伝達機構に関与していると考えられ

る。  
申請者らはマウスの歯の移動時の歯槽骨

圧迫側の骨細胞で、CTGF遺伝子の発現の上昇
が起こり、その後、アポトーシスの誘導、さ
らに破骨細胞の増加が起こることを報告し
た(Sakai et al., J. Dent. Res. 2009.)。
したがって、歯の移動時、特に歯槽骨圧迫側
における CTGF の発現の上昇と骨細胞のアポ
トーシスの増加が関連性を有し、骨リモデリ
ングを調整している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 培養骨細胞に対し圧縮力負荷を行い、CTGF
の発現とアポトーシスとの関連を検討する
こと。 
 
３．研究の方法 
（１）骨細胞の単離・培養 
  15日齢のニワトリ胚の頭蓋骨に対し

1mg/mlコラゲナーゼと5mMEDTAによる処理
を行い、骨細胞を単離した。骨細胞の同定
はニワトリ骨細胞の特異的抗体である
OB7.3を用いて行った。単離した骨細胞は
2%FBS含有-MEM中で培養した。 

 
 
 
 

単離した骨細胞の OB7.3染色像 

（２）圧縮力負荷培養 
  Masudaら(J. Biotechnol. 2008)の開発
したメカニカルストレス負荷培養装置を
改変し、これを用いた。圧縮力負荷は培養
開始より 24時間後に開始した。培養骨細
胞には 1.2から 2.9%の圧縮歪みを与えた。 

（３）圧縮力負荷時のアポトーシスの検討 
  圧縮力負荷後、TUNEL染色、カスパーゼ
3活性の計測、リアルタイム PCR法による
アポトーシス関連遺伝子（カスパーゼ 3、8、
9および bcl-2）の発現の計測を行い、ア
ポトーシスの検討を行った。 

（４）圧縮力負荷時の CTGFの発現の検討 
  圧縮力負荷後、CTGF遺伝子の発現をリア
ルタイム PCR法により、また CTGFタンパ
クの発現を免疫染色により検討した。また
CTGFは分泌タンパクであることから培養
上清中の CTGFタンパクの発現をウェスタ
ンブロッティング法により検討した。 

（５）アポトーシスと CTGFの関連の検討 
 ①リコンビナント CTGFタンパク（rCTGF）

処理を行ったときのアポトーシスの検
討 

   rCTGF処理後、TUNEL染色、カスパー
ゼ 3活性の計測を行い、アポトーシスを
検討した。 

 ②CTGF中和抗体処理下で圧縮力負荷を行
ったときのアポトーシスの検討 

   CTGF中和抗体処理下で圧縮力負荷を
行い、負荷後 TUNEL染色によりアポトー
シスの検討を行った。 

（６）アポトーシスへの CTGFの作用機序の
検討 

 ①圧縮力負荷を行ったときの MAPK(ERK1/2, 
p38 MAPK)の活性化の検討 

   圧縮力負荷後、ERK1/2、 p38 MAPK、 
p-ERK1/2、 p-p38 MAPKの免疫染色を行
い、ERK1/2および p38 MAPKの活性化を
検討した。 

 ②ERK1/2阻害剤および p38 MAPK阻害剤処
理下で圧縮力負荷を行ったときのアポ
トーシスの検討 

   各阻害剤処理下で圧縮力負荷を行っ
た後、TUNEL染色を行いアポトーシスの
検討を行った。 

 ③rCTGF処理を行ったときの ERK1/2, p38 
MAPKの活性化の検討 

   rCTGF処理後、ERK1/2、 p38 MAPK、 
p-ERK1/2、 p-p38 MAPKの免疫染色を行
い、ERK1/2および p38 MAPKの活性化を
検討した。 

 ④CTGF中和抗体処理下で圧縮力負荷を行
ったときの ERK1/2, p38 MAPKの活性化
の検討 

   CTGF中和抗体処理下で圧縮力負荷を
行った後、ERK1/2、 p38 MAPK、 p-ERK1/2、 
p-p38 MAPKの免疫染色を行い、ERK1/2



 

 

および p38 MAPKの活性化を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）圧縮力負荷によるアポトーシスの誘導 
  圧縮力負荷に伴い、TUNEL 染色陽性細胞
の割合、カスパーゼ 3活性およびアポトー
シス関連遺伝子の発現の上昇が認められ
た。アポトーシス関連遺伝子のうち、抗ア
ポトーシス作用を有する bcl-2遺伝子の発
現の上昇も認められたため、これに関して
は以後検討が必要である。 

骨細胞に対する圧縮力負荷による
アポトーシスの誘導 

 
（２）圧縮力負荷による CTGF の発現と産生

の上昇 
  圧縮力負荷に伴い、CTGF遺伝子の発現が
有意に上昇した。また免疫染色による検討
から、圧縮力負荷群において陽性細胞が多
く観察された。さらに、培養上清中の CTGF
タンパクの発現は圧縮力負荷群において
経時的に上昇した。 

（３）CTGFによるアポトーシスの誘導 
  rCTGF 処理により TUNEL 染色陽性細胞の
割合およびカスパーゼ 3活性が有意に上昇
した。また、CTGF中和抗体処理下で圧縮力
負荷を行ったところ、圧縮力負荷に伴うア
ポトーシスの誘導が有意に抑制された。 

以上より、圧縮力負荷に伴う骨細胞のア
ポトーシスは CTGF により誘導されること
がわかった。 

（４）CTGF の ERK1/2 経路を介したアポトー
シスの誘導 

  圧縮力負荷後の ERK1/2、 p38 MAPK、 
p-ERK1/2、 p-p38 MAPKの免疫染色像より、
ERK1/2 は活性化し、p38 MAPK はほぼ変化
しなかった。また、ERK1/2阻害剤処理群に
おいては圧縮力負荷に伴うアポトーシス
の誘導が有意に抑制され、p38 MAPK阻害剤
処理群においては有意には抑制されなか
った。rCTGF処理後の ERK1/2、 p38 MAPK、 
p-ERK1/2、 p-p38 MAPKの免疫染色像より、
ERK1/2 は活性化し、p38 MAPK はほぼ変化
しなかった。最後に、CTGF中和抗体処理下
で圧縮力負荷を行った後、ERK1/2、 p38 
MAPK、 p-ERK1/2、 p-p38 MAPKの免疫染色
を行ったところ、圧縮力負荷に伴う ERK1/2
の活性化は抑制され、p38 MAPKの発現に変

化は認められなかった。 
  以上より、圧縮力を負荷された骨細胞に
おいて CTGF の産生が増強され、これが
ERK1/2経路を活性化させ、アポトーシスを
誘導することがわかった。 
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