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要旨 

歯根膜細胞は歯周組織の恒常性を保つ上で重要な役割を果たしている。咀嚼によって生じ

る伸展力, 圧縮力, 流体せん断力および流体静力等によって同細胞にはメカニカルストレ

スが誘導される。本研究では, 周期的伸展力をヒト歯根膜細胞に加えることにより, 骨形成

に重要とされる Bone morphogenetic protein（BMP）-2遺伝子の発現が上昇することをリ

アルタイム PCR 法を用いて明らかにした。まず , シグナル阻害剤である PD98059

（extracellular signal-regulated kinase（ERK）inhibitor）と SB203580（p38 inhibitor）

を用いて調べたところ, 周期的伸展力による BMP-2 遺伝子発現には ERK1/2 と p38 

mitogen-activated protein（MAP）キナーゼの活性化が必須であることがわかった。また, 

周期的伸展力は ERK1/2と p38 MAPキナーゼ経路を介して cyclooxygenase（COX）-2遺

伝子発現を誘導し, プロスタグランジン E2（PGE2）合成を行うことが明らかとなった。さ

らに, COX-2阻害剤である NS-398で細胞を前処理すると, 伸展力を介した BMP-2発現は

有意に抑制された。これらの結果から, 誘導された COX-2 によって合成された PGE2 が 

BMP-2 の発現誘導に関与すると考えられた。 NS-398 による BMP-2 遺伝子発現の抑制効

果は外因性に PGE2を添加することで完全に回復した。しかしながら, 伸展力を加えない条

件下で PGE2単独刺激を行なった場合, BMP-2 発現誘導は認められなかった。このことは, 

伸展刺激による BMP-2発現誘導には, COX-2/PGE2以外の重要な分子が必要であることを

示唆している。以上の結果から, 伸展刺激は ERK1/2と p38 MAPキナーゼシグナル経路の

活性化を介して, COX-2発現を誘導し, それにより合成された PGE2が BMP-2発現を遺伝

子レベルで増加させることが示された。 
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緒言 

歯周組織はセメント質, 歯根膜, 歯槽骨および歯肉を含む組織で, 歯と歯槽骨を結合して

歯を支持するばかりでなく, 咬合を維持している（1）。歯根膜は歯周組織の主な構成成分の

うちの一つであり, セメント質と歯槽骨をつなぐ結合組織である（1）。加えて, 歯根膜には

歯牙の支持ばかりでなく, 歯周組織の恒常性の維持および組織の修復を行うという機能が

ある。 

歯根膜細胞には組織幹細胞が存在しており, セメント芽細胞, 骨芽細胞および線維芽細

胞などへの分化能を有する前駆細胞の集団として機能し, セメント質, 歯槽骨や靭帯線維

を形成して, 組織の恒常性の維持, 修復や再生を司る（2）。口腔内の生理的環境の中で, 歯

根膜は咬合力という伸展力, 圧縮力, 流体せん断力および流体静力から成るメカニカルス

トレスに常に晒されている（3）。歯根膜細胞はこれらのメカニカルストレスに反応し, リ

モデリングに必要な分子を産生するが, その種類によって誘導される反応が異なることが

知られている（4）。これらのストレスのうち, 周期的伸展力を歯根膜細胞へ加えることで骨

形成関連遺伝子が誘導されることが報告されており , その過程においては receptor 

activator of nuclear factor-B ligand (RANKL), osteoprotegerin (OPG)（5, 6）, 骨形成関

連分子および成長因子（7-11）の発現調節が行われることが報告されている。しかしながら,

その分子メカニズムについては解明されていない。 

Bone morphogenetic proteins （BMPs） , transforming growth factor (TGF)-1, 

fibroblast growth factor (FGF)-2, platelet-derived growth factor (PDGF) および 

insulin-like growth factor (IGF)等の様々な成長因子が歯根膜細胞における骨形成代謝に関

与している（12）。それらのうち, BMPsは構造的に TGF-スーパーファミリーと関係し, 齧

歯動物において異所性の骨形成を誘導する（13）。BMP ファミリーの中でも, 特に Bone 

morphogenetic protein（BMP）-2は様々な生物学的機能を有し, 特に骨形成細胞への分化

誘導能が広く研究されている（14）。in vitro において, 間葉系幹細胞および骨芽細胞に
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BMP-2 遺伝子を強制発現させると細胞の骨分化能が誘導され骨形成を生じる（15）。歯根

膜細胞は骨芽細胞と異なり, 恒常状態においてはmsh homeobox-2（Msx-2）（16）や Twist

（17）の発現により, 硬組織形成細胞への分化は抑制的に制御されている。しかしながら, 

BMP-2は歯根膜細胞や硬組織形成（骨芽/セメント芽）細胞の前駆細胞と報告されている歯

小嚢細胞（19）に対して, 硬組織形成（骨芽/セメント芽）細胞への分化を誘導することが

報告されている（18）。内因性 BMP-2 の発現誘導は以下のような報告からも歯周組織の再

生に重要であるといわれている。すなわち, 1）歯周組織再生材料として臨床で使用されて

いる enamel matrix derivative (EMD)は歯根膜細胞の BMP-2発現を誘導する（20）。; 2）

動物実験において, EMD 処理された歯根表面に BMP-2 を発現するマクロファージが集積

する(21)。; 3） 逆根管充填材料であるmineral trioxide aggregateは歯根表面にセメント

質を誘導するが（22）, ヒト歯根膜細胞に対して BMP-2発現を誘導する (23)。 

伸展刺激を受けた歯根膜細胞が, BMP-2 を含む各種成長因子の遺伝子発現レベルを上昇

させることを明らかにした研究報告はわずかしかなく（7, 20, 24）, BMP-2誘導の分子メカ

ニズムに関する報告は皆無である。そこで, 私は周期的伸展力下におけるヒト歯根膜細胞の

BMP-2 発現制御の分子メカニズムを検証した。本研究では , 周期的伸展力により

extracellular signal-regulated kinase（ERK）1/2および p38 mitogen-activated protein 

（MAP）キナーゼシグナル経路を介して cyclooxygenase （COX）-2 発現が誘導され, そ

れにより合成されたプロスタグランジン E2（PGE2）を介して, BMP-2発現が遺伝子レベル

で増強することを明らかにした。 
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材料および方法 

 

試薬 

Actinomycin D （ Act D ） , PD98059, SB203580 お よ び SP600125 は

Calbiochem-Novabiochem Co.（La Jolla, CA）から購入した。NS-398（選択的 COX-2阻

害剤）は Cayman Chemicals（Ann Arbor, MI）から購入した。PGE2および ascorbic acid

は Sigma Chemical Co.（St.Louis, MO）から購入した。選択的 PGE2受容体作動薬である

ONO-AE1-259-01（EP2作動薬）, ONO-AE-248（EP3作動薬）および ONO-AE1-329（EP4

作動薬）は小野薬品工業株式会社（Osaka, Japan）から供与されたものを用いた。

Dimethylsulfoxide（DMSO）は和光純薬工業株式会社（Osaka, Japan）から購入した。 

 

細胞培養 

ヒト歯根膜細胞は東北大学病院で同意を得た歯周組織の炎症徴候のあるものを除いた完全

萌出した健全な第三大臼歯（19歳から29歳まで）の歯根膜を採取し, そこから分離した（25）。

歯根膜はメスで歯根中央部1/3から歯肉や歯髄細胞を含まないように離切し, 小片にしたも

のを, 10 ％heat-inactivated fetal bovine serum（FBS）と抗生物質（penicilin G）の入っ

た-Minimum Essential Medium（MEM） （Gibco BRL, Rockville, MD, USA）中で

out-growth 法により培養し, 単一層細胞がコンフルエントとなるまで 3 日おきに培地交換

を行なった。コンフルエントに達した後, 細胞は 0.25 %trypsin-0.1 %EDTA処理を施し, デ

ィッシュからはがして細胞を回収し継代を行なった。歯根膜細胞は 3代から 10代の継代培

養したものを実験に供試した。実験開始に先立って、東北大学大学院歯学研究科倫理審査

委員会による承認を受けた（承認番号: 20-19）。 

 

細胞伸展刺激 
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周期的伸展力をヒト歯根膜細胞へ加えるために, STB-140 STREX 細胞進展装置（STREX 

Co. , Osaka, Japan）を用いた。300 g/mlⅠ型アテロコラーゲン（Atelo Cell® , KOKEN 

Co. , Tokyo, Japan）でコーティングされたシリコンレジンチャンバー（サイズ ：32×32 

mm, STB-CH-10.0, STREX Co.）で細胞をコンフルエントになるまで培養した。細胞を

50 g/mLの ascorbic acid および 5 ％FBSを-MEM培地にて周期的伸展力下（5 %進展

率, 1/60 Hz）で 6時間培養した。なおコントロールとして, 伸展力を受けていないチャンバ

ーの細胞を用いた。 

 

逆転写および定量性 Real-time polymerase chain reaction（PCR） 

全細胞 RNAは製品マニュアルに従い, RNeasy®（QIAGEN Inc. , Valencia, CA, USA）で

抽出し, DNase（DNA-freeTM, Ambion Inc., Austin, TX, USA）処理を施した。全 RNAは

Transcriptor First Stand cDNA Synthesis Kit（Roche Diagnostic Co.,Indianapolis, IN, 

USA）を用いて, PCR増幅を行い, 100 ngに転換された cDNAを使用した。以下に BMP-2, 

-3, -4, FGF-2, IGF-1, COX-2, PGE2 receptor subtype 1 (EP1), EP2, EP3, EP4,  

glyceral-dehyde 3-phosphate（GAPDH）をコードしているヒト遺伝子の特異的プライマ

ー塩基配列（LightCycler Probe Design 2.0（Roche）を用いて決定した）は以下の通りで

ある。 

 (forward/reverse):  

BMP-2 (5’-CGAAATTCCCCGTGAC-3’/5’-AGTTACTAGCAATGGCCT-3’); BMP-3 

(5’-AATTCCAGCTATTTCACACCC-3’/5’-CACTTAAACCAAAGCGAATGC-3’); BMP-4 

(5’-ACTACATGCGGGATCT-3’/5’-AGATCGCCTCGTTCTCA-3’); FGF-2 

(5’-AAACCCGAGCGAGTAG-3’/5’-GTTCACGGATGGGTGT-3’); IGF-1 

(5’-AGTTAGATGTGATAATTCTAAGAGTGTC-3’/5’-CAGTTGGAGAGGATTATGTGTT-

3’); PDGF-B 
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(5’-CAAACTCGGGTGACCATTC-3’/5’-GGCAATACAGCAAATACCATATTAAA-3’); 

COX-2 

(5’-TCCTTGAAAGGACTTATGGGTAAT’/5’-CTGAATGAAGTAAAGGGACAGC-3’); EP1 

(5’-CGGTATCATGGTGGTGTC-3’/5’-CTGGCGCAGTAGGATGT-3’); EP2 

(5’-GGACCACCTCATTCTCCTG-3’/5’-AAAGACCCAAGGGTCAATTAT-3’); EP3 

(5’-TGGTCTCCGCTCCTGATA-3’/5’-TCTTAACAGCAGGTAAACCCA-3’); EP4 

(5’-AGTACTGTTTCTGGACCCTTA-3’/5’-CCACGTGAGTCAACTTGATT-3’); GAPDH 

(5’-TGAACCATGAGAAGTATGACAACA-3’/5’-TCTTCTGGGTGGCAGTG-3’) 

Real-time PCRの条件は, 40サイクル, 95/60, 55/30, 72;30【温度（℃）/時間（秒）】に設

定し, PCR産物は iQ SYBR Green Supermix® （Bio-Rad）を用いて最終濃度 3 mM MgCl2

となるように試料を調製し , CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System®

（Bio-Rad Laboratories, CA, USA）を用いて解析を行った。遺伝子増幅後は, PCR生成物

の特異性を確認するために, 増幅後さらに 0.5 ℃/30秒率で 55 ℃から 95 ℃までの融解曲線

を作成した。各反応過程においては水を negative control とし, 反応生成物は GAPDH を

reference geneとして用いることで定量化した。さらに各実験の対照比較としてヒト歯根膜

細胞の cDNAを calibrator として用いた。また, 従来型の PCRでは, 同様なサイクルプロ

グラムで 30サイクルを行い, その後, 2.0 %アガロースゲルに泳動したものを, エチレンブ

ロマイドにより染色し, UVライト下で写真撮影を行った。 

 

ウエスタンブロット分析 

コンフルエントとなった単一層細胞は, 製品マニュアルに従い Cell Lysis Buffer®（Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA, USA）を用いて溶解した。細胞溶解物は SDSポリア

クリルアミドゲル電気泳動を行った後, semidry transblot system（ATTO, Tokyo, Japan）

を用いて, polyvinylidene difluoride membrane（ATTO）に転写した。ブロットしたメン
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ブレンは 0.5 ％（w/v）non-fat dried milk と 0.1 ％（v/v）Tween20配合 phosphate-buffered 

saline（PBS）で室温 1時間にてブロッキングを行った後, 続いて希釈濃度 1:1000の rabbit 

anti-phospholylated ERK1/2, anti-ERK1/2, anti-phospholylated p38, anti-p38, 

anti-phospholylated  c-jun N-terminal kinase（JNK）, あるいは anti-JNK antibodies

（Cell Signaling Technology）を室温で 1時間反応させた。引き続き, 希釈濃度 1:2000の

horseradisha peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG（Cell Signaling Technology）

で室温 1 時間処理した後, Western blotting detection reagent ECL Plus®（Amersham 

Pharmacia Biotech Inc. , Piscataway, NJ, USA）で処理を行い, 化学発光シグナルは

luminescent image analyzer ChemiDoc XRS Plus（Bio-Rad）を用いて分析した。発現強

度はNIH Image softwareを用いてデンシトメトリースキャンにより定量化した。 

 

ELISA法による PGE2測定 

細胞の上清は 1500 rpmで 5分間遠心分離して回収し, －20 ℃で保存した。上清中の PGE2

量は PGE2 EIA Kit（Cayman Chemicals）を用いて測定した。PGE2の濃度は Softmax data 

analysis program（Molecular Devices, Menlo Park, CA）にて解析した。すべてのサンプ

ルは triplicateで行なった。 

 

統計分析 

全ての実験において, 結果の再現性を確かめるために 3回以上の実験を繰り返し行い, その

代表的な結果を示した。測定値はそれぞれの平均値と標準偏差（standard deviation ; SD）

を算出して表した。コントロールと刺激実験間の有意差検定は one-way ANOVA 法により

行い, 危険率（P）＜0.05の時に有意差があるとした。 
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結果 

ヒト歯根膜細胞における周期的伸展刺激は BMP-2遺伝子の発現を増強する 

コンフルエントとなった細胞を 5 %伸展率, 1分間に 1サイクルの頻度で 6時間刺激した。

図 1Aでは周期的伸展刺激に晒された歯根膜細胞を顕微鏡下でみたものである。伸展力を受

けた細胞に損傷が生じていないことがわかった。各種成長因子の遺伝子発現を定量性 PCR

法で解析したところ, 図 1B に示すように BMP-2 遺伝子の発現が有意に上昇していた。し

かし, BMP-4および IGF-1遺伝子の発現に対して伸展刺激は有意な変化を与えなかった。

BMP-3, FGF-2および PDGF-B遺伝子の発現はコントロール群および伸展刺激群の両者で

ほぼ検出されなかった（データは示さず）。異なる 2つのドナーより得られた歯根膜細胞に

おいても再現性が得られたため（データは示さず）, 図 1Aに示した細胞を本研究で使用し

た。 

 

伸展刺激による BMP-2遺伝子発現誘導は転写レベルで制御されている 

次に, 伸展刺激による BMP-2遺伝子発現が転写レベルで制御されているかどうかを調べる

ために, コンフルエントとなった細胞にRNA合成阻害剤であるAct D存在あるいは非存在

下にて 6時間伸展刺激を行い, BMP-2遺伝子の発現を解析した。図 2Aに示すように Act D

存在下では, 伸展刺激群および非伸展刺激群の両群ともに BMP-2遺伝子発現はほぼ完全に

抑制された。さらに, BMP-2 遺伝子発現の安定性に対する細胞伸展刺激の影響を調べた。

コンフルエントとなった細胞に 3時間伸展刺激することによりBMP-2遺伝子の発現が誘導

された（図 2B）。その時点で Act Dを添加し, 伸展刺激群および非伸展刺激群に分けて, さ

らに 1.5 時間培養を行い BMP-2 の遺伝子発現を解析した。図 2B に示すように伸展刺激群

および非伸展刺激群の両群とも BMP-2遺伝子発現量は減少し, 群間に有意差は認められな

かった。このことから伸展刺激による BMP-2遺伝子の発現誘導は遺伝子の安定性を高める

ことによるものではなく, 転写レベルで制御されていることが示唆された。 
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伸展刺激を介した BMP-2遺伝子発現には p38と ERK1/2が関与する 

伸展刺激によるBMP-2遺伝子発現誘導にいかなるシグナル経路が関与しているかを明らか

にするために, 伸展刺激が p38, ERK1/2 および JNK といった MAP キナーゼのリン酸化

を誘導するかをWestern blot法で検証した。図 3Aおよび B に示すように，p38, ERK1/2

および JNK共にリン酸化は刺激後 15分で認められ, 同じく 45分においても維持されてい

た。次に, ERK1/2, p38および JNKシグナルが伸展刺激による BMP-2遺伝子発現誘導に

関与するかを調べるために MAP キナーゼ阻害剤である PD98059（MEK1/2 inhibitor）, 

SB203580（p38 inhibitor）および SP600125（JNK inhibitor）で 30分前処理した後, 伸

展刺激を行い, BMP-2 遺伝子の発現量を定量性 RT-PCR 法にて解析した。図 4A および B

に示したように, PD98059およびSB203580存在下においてBMP-2遺伝子発現は顕著に抑

制された。しかし, 図 4Cに示したように SP600125 存在下では BMP-2 遺伝子発現に有意

な抑制はみられなかった。このことから伸展刺激による BMP-2 誘導には ERK1/2 と p38

シグナル経路が関与していることが示唆された。 

 

伸展刺激によりヒト歯根膜細胞で COX-2遺伝子発現が増強し PGE2が合成される 

伸展および圧縮等による様々なメカニカルストレスによって，ヒト歯根膜細胞に COX-2発

現が誘導されることが知られている（5, 26-28）。本実験系においても同様の反応がみられ

るかを解析したところ, ヒト歯根膜細胞を 6 時間伸展刺激することで COX-2 遺伝子の顕著

な誘導が認められた（図 5A）。図 4に示したように伸展刺激による BMP-2の発現誘導には

JNKは関与せず, p38と ERK1/2が関与していることから, 同じ刺激による COX-2遺伝子

発現誘導のシグナル経路にもこれらが関与している可能性を検討した。コンフルエントに

達した細胞に PD98059, SB203580および SP600125存在下で伸展刺激を行なったところ, 

PD98059および SB203580存在下において COX-2遺伝子は有意に抑制された（図 5 Bお

よび C）。しかし, 図 5D に示すように SP600125 存在下では抑制は認められなかった。こ



11 

 

のことから, COX-2 遺伝子発現にも ERK1/2 と p38 が関与していることが示唆された。次

に, 培養上清中のCOX-2による酵素反応生成物であるPGE2量を測定するためELISA法を

用いて調べたところ, 刺激後 1 時間より PGE2の有意な誘導が認められ, 6 時間にわたって

維持された（図 5E）。 

 

伸展刺激によって誘導される BMP-2遺伝子発現は COX-2/PGE2シグナル経路に依存する 

伸展刺激による BMP-2 遺伝子発現誘導に COX-2/PGE2シグナルが関与している可能性を

調べるために, コンフルエントに達した細胞に COX-2 阻害剤である NS-398 を添加して 6

時間伸展刺激を行なったところ, BMP-2 の発現は部分的ではあるが有意に抑制された（図

6A）。このことは, 誘導された COX-2による PGE2産生が BMP-2発現誘導に関与している

ことを示唆する。この可能性を検証するために, 同実験系に外因性 PGE2を添加したところ, 

その抑制は解除された（図 6A）。非伸展刺激下において PGE2（10 ng/mlおよび 100 ng/ml）

単独刺激を行なったところ, BMP-2 遺伝子の有意な誘導はみられなかった（図 6B）。この

ことから伸展刺激によって誘導される BMP-2 遺伝子発現は COX-2/PGE2シグナル経路に

依存することが示唆された。以上の経緯から, 伸展刺激による BMP-2 遺伝子の発現には

COX-2/PGE2シグナル経路が関与していること, さらに PGE2単独刺激では BMP-2遺伝子

の発現を誘導しないことが示唆された。次に EP レセプター（EP1, EP2, EP3および EP4）

のサブタイプのうちどのレセプターを介して BMP-2発現を誘導しているか検討した。まず,

ヒト歯根膜細胞のEP1, 2, 3および 4の遺伝子発現をRT-PCRで解析したところ, EP2, EP3

および EP4の発現が認められたが EP1の発現は認められなかった（図 6C）。次にNS-398

存在下でそれぞれの EPレセプターの選択的作動薬を加え, 6 時間伸展刺激下で培養したと

ころ, 図 6D に示したように EP2 作動薬は BMP-2 遺伝子を有意に誘導した。一方, 他の

EP レセプター作動薬は BMP-2 遺伝子を誘導しなかった。このことから, 伸展刺激を介し

た BMP-2 誘導は COX-2/PGE2/EP2 シグナルを介していることが示唆された。さらに, 図
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6Eに示すように, 6時間伸展刺激ではEP2およびEP4の遺伝子発現が増強されることが明

らかとなった。 
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考察 

本研究においては，周期的伸展刺激により ERK1/2および p38 MAPキナーゼの活性化を

生じて COX-2 発現を誘導することで, 合成された PGE2がオートクラインに BMP-2 遺伝

子発現を転写レベルでさらに増強させるという新たなメカニカルストレスに対する細胞応

答機構を明らかにした（図 7）。 

セリン-スレオニンプロテインキナーゼであるMAPキナーゼには ERK, JNKおよび p38

キナーゼが含まれ, これらは発生, 増殖, 分化, アポトーシスおよび炎症などを制御する

（29）。骨芽細胞をはじめ, 様々な細胞において, 周期的伸展力は MAP キナーゼ活性を引

き起こすことが報告されている（30-32）。今回, 周期的伸展力によりヒト歯根膜細胞では

ERK, JNKおよび p38 MAPキナーゼのリン酸化が誘導されたが, さらに BMP-2遺伝子誘

導に至るには ERK1/2 および p38 の活性化が必要であることがわかった。それに対して

JNK は伸展力を介した BMP-2 遺伝子誘導に関与しなかったが, リン酸化した JNK は, Ⅰ

型コラーゲンやMatrix Metalloproteinase（MMP）-1等の機械受容遺伝子のプロモーター

への結合が報告されている AP-1転写因子の形成に関与している可能性が考えられる（33）。 

周期的伸展力によって誘導される COX-2 同様に，BMP-2 発現は完全に ERK1/2 と p38 

MAPキナーゼシグナル経路に依存しており, NS-398による処理は BMP-2誘導を部分的に

阻害したことから, BMP-2誘導は COX-2/PGE2シグナルに部分的に依存していることがわ

かった。加えて, PGE2単独刺激は BMP-2遺伝子発現を上昇させなかった。すなわち, 周期

的伸展力を介した BMP-2誘導には COX-2/PGE2経路の以外に，ERK1/2および p38 MAP 

キナーゼが誘導するまだ明らかではない重要な分子を介する経路の存在が示唆される。一

方でCOX-2/PGE2シグナルは, 図 7に示したようにBMP-2誘導のポジティブレギュレータ

ーとして機能すると考えられる。COX-2/PGE2 シグナルは，骨細胞と同様に歯根膜細胞で

もメカニカルストレスによるシグナル伝達において重要な調節因子であると報告されてい

る（5, 26-28）。本研究においても, 外因性の PGE2添加により NS-398による BMP-2抑制
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が完全に回復したことから, PGE2シグナルは伸展力を介した BMP-2 遺伝子誘導に関わっ

ていることを示した。COX-2/PGE2 シグナルは骨修復の過程における骨形成に重要である

ことが知られており（34）, その作用は EP2および EP4を介して行われることが報告され

ている（35, 36）。さらに COX-2によって産生された PGE2は，EP4レセプターを介して，

マウス間葉前駆細胞同様に（38）ヒト間葉前駆細胞でも BMP-2を増加させることが報告さ

れている（37）。本研究において, NS-398 により抑制された BMP-2 発現が EP2 作動薬に

よりその抑制が解除されたことから, 伸展刺激によるBMP-2誘導にEP2シグナルが関与し

ていることが示唆された。さらに歯根膜細胞への伸展刺激により EP2および EP4の遺伝子

発現が有意に上昇した。このことより, 伸展力を受けた歯根膜細胞は EP2および EP4レセ

プターを介したシグナルを受けやすくなるものと思われる。 

周期的伸展力がヒト歯根膜細胞に加わることで, 歯根膜細胞自身またはその近隣の細胞

である骨芽細胞等の骨形成細胞の分化に関連する遺伝子発現（7-11）を誘導することが報告

されている。このことは, 伸展刺激による BMP-2誘導がオートクラインのみならずパラク

ラインにも作用することを示唆する。一方で, 周期的伸展力はⅠ型コラーゲン, オキシタラ

ン線維, MMPおよびマトリックスメタロプロテアーゼ阻害物質（5, 34,39）等の発現を介

して細胞外基質の代謝を制御している。従って, 歯根膜細胞は適切なメカニカルストレスに

よって歯周組織の恒常性の維持を行うものと考えられる。本研究で得られた結果は歯根膜

細胞の生理機能を解明する上で役立つ重要な知見である。 
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図の説明 

 

図 1 周期的伸展刺激はヒト歯根膜細胞において BMP-2の遺伝子発現を増強する 

コンフルエントとなった細胞を周期的伸展刺激下にて 6時間培養した。（A）：位相差顕微鏡

写真を示す（倍率：×400）。（B）：全 RNA を回収し, BMP-2, BMP-4 および IGF-1 の遺

伝子発現をリアルタイム定量性 RT-PCR法にて解析した。同様の実験を triplicate assayに

て 3回繰り返して行い, その代表的なデータを平均値±標準偏差で示した。統計学的有意差

あり（P<0.05）は＊印, 有意差なしは nsで示した。 

 

図 2  周期的伸展刺激による BMP-2遺伝子発現誘導は転写レベルで制御されている 

（A）：コンフルエントとなった細胞に Act D（5 g/ml）存在下あるいは非存在下にて周期

的伸展刺激を 6時間加えた。（B）：コンフルエントとなった細胞を周期的伸展刺激下で 3時

間培養後, Act D（5 g/ml）を添加し, さらに 1.5時間伸展刺激を行なった。全 RNAを回収

し, BMP-2遺伝子をリアルタイム定量性RT-PCR法にて解析した。同様の実験を triplicate 

assayにて 3回繰り返して行い, その代表的なデータを平均値±標準偏差で示した。統計学

的有意差あり（P<0.05）は＊印, 有意差なしは nsで示した。 

 

図 3 周期的伸展刺激はMAPキナーゼ経路を活性化する 

（A）コンフルエントとなった細胞を周期的伸展刺激下にて図に示した時間培養した。リン

酸化状態を調べるために, 細胞溶解物は抗 p-p38（Thr180/Tyr182）抗体, 抗 p-ERK1/2 抗

体（Thr202/Tyr204）および 抗 p-SAPK/JNK（Thr183/Tyr185）抗体を用いて, Western blot

法を用いて解析した。抗 p38 抗体, 抗 ERK1/2 抗体および 抗 SAPK/JNK 抗体はコントロ

ールとして使用した（分子量, p38: 43 kDa, ERK1: 42 kDa, ERK2: 44 kDa, SAPK: 46 kDa, 

JNK: 54 kDa）。（B）p38, ERK1および JNK1のリン酸化発現レベルはNHI Image software
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を用いてデンシトメトリースキャニングで定量化した。リン酸化 p38, リン酸化 ERK1およ

びリン酸化 JNK1の発現レベルはそれぞれ p38, ERK1および JNKの発現レベルと比較し

た。 

 

図 4 周期的伸展刺激を介した BMP-2発現には ERK1/2と p38 MAPキナーゼ経路の活性

化が必要である。 

（Aから C）：コンフルエントとなった細胞に SB203580, PD98059および SP600125を 20 

Mの濃度で 30分間前処理を行い, 周期的伸展刺激下にて 6時間培養した。コントロール

を含む全てのサンプルの細胞培養液中の DMSO が最終濃度 0.1 ％（v/v）となるように調

製した。全 RNAを回収し, BMP-2遺伝子をリアルタイム定量性 RT-PCR法にて解析した。

同様の実験を triplicate assayにて 3回繰り返して行い, その代表的なデータを平均値±標

準偏差で示した。統計学的有意差あり（P<0.05）は＊印, 有意差なしは nsで示した。 

 

図 5 歯根膜細胞において周期的伸展刺激はCOX-2の遺伝子発現を誘導し, PGE2産生を増

強する。 

（A から D）：コンフルエントとなった細胞を周期的伸展刺激下にて 6 時間培養した。（B

から D）SB203580, PD98059および SP600125を 20 Mの濃度で前処理した後, 周期的

伸展刺激を行った。コントロールを含む全てのサンプルの細胞培養液中の DMSOが最終濃

度 0.1 ％（v/v）となるように調製した。全 RNA を回収し, COX-2 遺伝子をリアルタイム

定量性 RT-PCR法にて解析した。（E）：1, 3および 6時間周期的伸展刺激下にて培養した上

清中の PGE2の発現量を ELISA法で測定した。同様の実験を triplicate assayにて 3回繰

り返して行い, その代表的なデータを平均値±標準偏差で示した。統計学的有意差あり

（P<0.05）は＊印, 有意差なしは nsで示した。 
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図 6 伸展刺激によって誘導されるBMP-2発現はCOX-2/PGE2シグナル経路を介している 

（A）：コンフルエントとなった細胞をNS-398（5 M）で 30分前処理した後, PGE2（100 

ng/ml）存在下あるいは非存在下で, 周期的伸展刺激を 6 時間行った。コントロールを含む

全てのサンプルの細胞培養液中の DMSOが最終濃度 0.1 ％（v/v）となるように調製した。

（B）：コンフルエントとなった細胞を図に示した濃度の PGE2で 6 時間刺激を行った。コ

ントロールを含む全てのサンプルの細胞培養液中の DMSO が最終濃度 0.1 ％（v/v）とな

るように調製した。（C）：コンフルエントとなった細胞の全 RNA を回収した。（D）：コン

フルエントとなった細胞を NS-398（5 M）存在下かつ 1 M EP作動薬（EP2作動薬であ

る EP2A, EP3作動薬である EP3A および EP4 作動薬である EP4A）存在下あるいは非存

在下で周期的伸展刺激を 6 時間行った。コントロールを含む全てのサンプルの細胞培養液

中の DMSOが最終濃度 0.1 ％（v/v）となるように調製した。（E）：コンフルエントとなっ

た細胞を周期的伸展力下にて 6時間培養した後, EP1, EP2, EP3および EP4遺伝子の発現

について解析した。（A, B, Dおよび E）：全 RNAを回収し,  リアルタイム定量性 RT-PCR

法にて解析した。同様の実験を triplicate assayにて 3回繰り返して行い, その代表的なデ

ータを平均値±標準偏差で示した。統計学的有意差あり（P<0.05）は＊印, 有意差なしは

nsで示した。（C）：従来型の PCRを 3回繰り返して行い, その代表的なデータを示した。

フラグメントサイズは 169 bp （EP-1）, 166 bp（EP-2）, 168 bp（EP-3）, 154 bp（EP-4）, 

156 bp（GAPDH）である。 

 

図７ 周期的伸展力が PDL細胞において BMP-2発現を増強するメカニズム 

歯根膜細胞において, 周期的伸展力は p38および ERK1/2 MAPキナーゼを介して, COX-2

発現を誘導する。その結果, 産生された PGE2がオートクラインに作用して BMP-2 遺伝子

発現を増強することが示唆された。PGE2シグナル経路のみでは BMP-2 の誘導は十分では

なく, 周期的伸展力を介した BMP-2誘導には COX-2/PGE2経路の以外に，ERK1/2および
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p38 MAP キナーゼが誘導するまだ明らかではない重要な分子を介する経路の存在が示唆

される。 
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