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研究成果の概要（和文）：マウス胎生期下顎頭由来細胞および四肢胚由来細胞の高密度培養に機械的伸展刺激を負荷し
たところ、下顎頭軟骨由来細胞ではCaveolin-1, Galectin-3およびPatchedは減少、Caspase-3は増加した。また、Cave
olin-1, Galectin-3およびPatchedの発現は、マウス胎生期下顎頭軟骨の形成・分化が進むにつれ増加した。以上のこ
とから、下顎頭由来細胞における機械的伸展刺激負荷による軟骨分化制御には、特異的な機械的刺激応答分子としてCa
veolin-1, Galectin-3およびPatchedが深く関与していることを示した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanism of mechanical stress-induced inhibition of 
chondrogenic differentiation, we applied the mechanical tensile force to micromass cell culture from 
mouse embryonic limb bud or mandibular condylar cartilage (MCC). Mechanical stretching enhanced the 
expression of Caspase-3, and repressed the expression of Caveolin-1, Galectin-3, Patched in MCC micromass 
culture by antibody array analysis. Immunohistochemical analysis showed up-regulation of Caveolin-1, 
Galectin-3 and Patched during MCC development. These results indicate that Caveolin-1, Galectin-3 and 
Patched are associated specifically with as mechanical response of cartilage differentiation in MCC.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 下顎頭軟骨と歯科矯正臨床 
顎関節は、ヒトの顔面骨格の成長発育ならび

に咀嚼機能を担う最も重要な器官の一つであ

る。特に、歯科矯正臨床においては、下顎頭

軟骨の成長制御の困難性や機械的刺激負荷に

伴う骨関節症の発症など、成長期から成人に

至るまで下顎頭軟骨や顎関節の関わる未解決

の問題が数多く残されている。 
(2) 軟骨分化と機械的刺激負荷 
我々はこれまで、下顎頭軟骨の成長発育につ

いて、長管骨の一次軟骨と比較しながら、コ

ラーゲンやアグリカンなどの細胞外基質、

Matrix metalloproteinases (MMPs)やアグリカ
ナーゼなどの分解酵素およびその阻害分子で

あ る Tissue inhibitor of mettaloproteinases 
(TIMPs)の成長に発現局在の成長に伴う変化
に関する検討を行ってきた。また、下顎頭軟

骨の成長発育ならびに一次軟骨細胞の機械的

刺激応答の分子メカニズムについて、四肢胚

由来間葉系幹細胞をモデルとして機械的刺激

応答の分子機構について検討し、軟骨細胞分

化のモデルとしてラット四肢胚を用い、軟骨

細胞分化の過程における機械的刺激応答の分

子機構について検討してきた。機械的伸展刺

激負荷により軟骨分化は抑制され、

mitogen-activated protein kinase (MAPK)の活性
化と細胞－細胞外基質間の接着が機械的刺激

に対する応答において主要な役割を果たして

いることを解明してきた。 
 
２．研究の目的 
下顎頭軟骨に直接焦点を当て、これまで検討

してきた一次軟骨と比較しながら、下顎頭軟

骨の細胞分化と分化形質維持のための分子機

構と、これに対して機械的刺激応答分子が果

たす役割について網羅的に検討する。これら

の検討により、顎顔面の成長発育に下顎頭軟 
骨が果たす役割と機械的刺激からの影響、お

よび、過重負荷に伴う下顎頭軟骨破壊の分子

メカニズムの解明に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス胎生期由来細胞の高密度培養 

これまで、我々はラット胎齢12日の四肢胚を
採取し、シリコンを底面に持つFlex Iプレート
を用いて細胞に伸展力を負荷してきたが、ラ

ットからマウスへと動物種を変更し、また、

販売中止となったFlex Iの後継品である
Bioflexを用いた際の下顎頭由来細胞および四
肢胚由来細胞を用いた培養条件を新たに設定

するため、胎齢12日のマウス胎仔から下顎頭
(MCC)を、胎齢10日のマウス胎仔からは四肢
胚を冷PBS下にて摘出した。トリプシン・コ
ラゲナーゼ液にて細胞を処理後、2×106, 3×
106, 4×106, 5x106 cells/mlの濃度で、シリコン
底面にI型コラーゲンコート処理を行った培
養ディッシュ(BioFlex, Flexcell International 
Corp.)のウェルの真ん中へ60 µlのスポット状
に播種し、10%FBS添加DMEM培地にて培養
を行った。培養開始7日後、ホールマウントア
ルシアンブルー染色を行った。 
(2) 伸展力の負荷 
MCC 由来細胞および四肢胚由来細胞をそれ
ぞれ 3×106 cells/mlおよび 5x106cells/mlに懸
濁した後、BioFlex上に 60 µlのスポット状 に
播種し、10%FBS 添加 DMEM 培地にて培養
した。軟骨ノジュール形成開始直後、BioFlex
の底面に、ネジをつけたアクリル半球付きプ

レートを設置、ネジを 5回転させることによ
り伸展力を負荷し、60分間の刺激負荷を行っ
た。 
(3) タンパクの回収 
プレートを PBSで 2回洗浄し、セルスクレー
パーにて軟骨ノジュールを回収した。2,000 
rpm で 2 分間遠心し、余分な PBS を除去後、
液体窒素にて凍結を行った。 

(4) 抗体アレイ 
Signaling Antibody Array (Full Moon 
Biosystems)を用いて、網羅的タンパク質発現
解析を行った。ビオチン化したタンパク質を

アレイにアプライして抗原抗体反応させた。

洗浄後、Cy-3-Streptoavidinをアレイへアプラ
イし、ビオチン-アビジン反応させた。洗浄後、
GenePix 4400A (Filgen)にて蛍光発光画像を読
み取り、Array-Pro Analyzer (Media Cybernetics 
Inc.)にて解析を行った。 
(5) 免疫染色 
抗体アレイにて MCC 特異的に変動がみられ



たタンパクの発現を検討した。胎齢 14日およ
び 17 日のマウス胎仔から冷 PBS 下にて頭部
を切り出し、4% Paraformaldehydeにて固定を
行った。エタノール脱水、レモゾールにて透

徹後、パラフィン包埋を行い、6µmのパラフ
ィン切片を作製した。脱パラフィン、親水化

を行い、Citrate bufferにて Microwave処理を
行った後、0.3%H2O2処理、5%BSA 含有 PBS
にてブロッキング後、Caveolin-1, Galectin-3
および Patched 抗体を反応させた後、二次抗
体を添加、DAB溶液を用いて免疫染色を行っ
た。 
 

４．研究成果 

(1) 培養条件の設定 
ホールマウントアルシアンブルー染色の結果

から、BioFlexプレートへの播種を行う最適条
件は、四肢胚は 5x106 cells/ml、 MCC では 3
×106 cells/mlで 1スポット 60 µlであること
が分かった。 

(2) 機械的伸展刺激負荷装置の解析 
メンブレンの厚み（Flex I: 2 mm, BioFlex: 0.5 
mm）やwellの表面積の違い（Flex I: 4.91 cm2, 
Bioflex: 9.62 cm2）を考慮し、伸展力を負荷す

るネジの先端を半球状に加工することにより、

メンブレンの厚みの違いにより生じた伸展領

域の減少を解消することができた。有限要素

解析を行うことにより、この装置を用いて伸

展力を負荷した際、シリコンメンブレンにお

ける細胞の播種領域には、ネジを5回転すると
細胞を播種した領域に0.1%以上のひずみが付
加されることを明らかにした。 
(3) 抗体アレイ 

MCC 由来細胞および四肢胚由来細胞の高密
度培養に機械的伸展刺激を 60 分間くわえた

後、回収したタンパクを用いた抗体アレイ解

析（図１）により、下顎頭由来細胞における

伸展刺激負荷により、Caspase-3において有意
に増加が認められ、Caveolin-1, Galectin-3およ
び Patchedにおいて有意に減少が認められた。
一方、四肢胚への伸展刺激負荷では同様の傾

向は認められなかった。 

(4) 免疫染色 
胎齢 14日の下顎頭において、Caveolin-1の発

現は認められなかったが、Galectin-3 および

Patched は下顎頭原基で陽性を示した。胎齢

17日の下顎頭においては、Caveolin-1は下顎

頭軟骨の線維層および関節円板原基において、

弱く陽性であった。Galectin-3は、下顎頭全体

で強く陽性を示したのに対し、Patchedは、下

顎頭全体に陽性は認められるが、特に前肥大

および肥大軟骨細胞層において強く陽性であ

った。 

 以上のことから、MCC由来細胞における機

械的伸展刺激負荷による軟骨分化制御は、四

肢胚由来細胞とは異なり、特異的な機械的刺

激応答分子として Caveolin-1, Galectin-3, 

Patchedおよび Caspase-3が深く関与している

ことを示した。 
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