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Ⅰ．緒　　　　言
骨組織はリモデリングと呼ばれる機構により骨改築が
繰り返され、常に新鮮な組織が維持されるとともに、破
骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成により骨量
が恒常的に維持される。骨芽細胞は未分化間葉系細胞を
起源とし、骨形成における有機質の産生とそれに続く石
灰化に中心的な役割を果たす。一方、破骨細胞は造血幹
細胞を起源とする多核の巨細胞で、単球・マクロファー
ジ系細胞が分化・融合して形成されるが、この破骨細胞
の分化の過程や機能調節にも、骨芽細胞や骨髄細胞由来
のストローマ細胞が密接に関連することが知られてい
る。
骨芽細胞には、破骨細胞の分化調節因子としてマクロ
ファージ刺激因子（monocyte-macrophage colony stimulating 
factor: M-CSF）、 破 骨 細 胞 分 化 誘 導 因 子（receptor 
activator of NF-κB ligand: RANKL）、破骨細胞分化抑制因
子（osteoprotegerin: OPG）、インターロイキン（interleukin: 
IL）-6、IL-11、腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor: TNF）
など、多くの因子の発現が知られている。特に RANKL
は破骨細胞の分化に関与するだけでなく、細胞の伸展、
遊走、骨吸収作用などの機能調節にも関与する重要な因
子として知られている。一方、OPG は RANKL と
RANKLの受容体である RANKの結合過程において、競
合的に拮抗する。すなわち、RANKLの「おとり受容体」
として機能し、破骨細胞の分化と機能を抑制することが
知られている。この様に、骨芽細胞の産生する OPGや
RANKL発現が破骨細胞に与える影響について明らかに
されているにも関わらず、骨芽細胞自身に対する OPG
と RANKLの作用は未だ不明である。
一方、炎症等により引き起こされる局所のアシドーシ
スは、骨芽細胞における石灰化の抑制と破骨細胞の活性
化により 1－4）、骨吸収を引き起こすことが知られている。
また、骨芽細胞に対する塩酸（HCl）添加のアシドーシ
ス刺激において、特異的な骨基質タンパク質の遺伝子発
現およびアルカリフォスファターゼ（ALP）活性の低下
による骨形成の抑制が報告されている 5）。また、その他
の in vitro におけるアシドーシス刺激の方法として、培
養の際の O2 濃度を減少させる方法や、CO2 濃度を増加
させる方法が用いられているが、これらの方法による骨
系細胞の反応は一様ではなく様々な結果が報告されてい
る 2, 5, 6, 7）。また、代謝性アシドーシスの研究では、塩酸
や塩化アンモニアを使用する研究も多いが、骨芽細胞の
石灰化への影響を検討するためには長期間の培養が必要
であるため、本研究では、培養期間中に安定したアシドー
シス刺激を加えることのできる呼吸性アシドーシスを使
用した。
本研究で注目した AP-1（activator protein-1）は NF-κB
と同様にストレス応答性の転写因子であり、その発現が

pH変動により影響を受ける事が知られている8, 9）。また、
AP-1 は、Junタンパク質（c-Jun、JunB、JunD）と Fos
タンパク質 （c-Fos、Fra-1、Fra-2、FosB）あるいは ATF
タンパク質 （ATF-2、ATF-3、ATFa、ATF-4）で構成され
るヘテロ二量体であり、細胞の増殖、分化、アポトーシ
スに関与することも知られている 10）。また、AP-1 は骨
芽細胞や破骨細胞に発現が認められ、骨芽細胞ではオス
テオカルシン遺伝子などのプロモーターに結合して骨芽
細胞の増殖と分化を調節し 11, 12）、破骨細胞では、NF-κB
により誘導される NFATc1（nuclear factor of activated T 
cell c1）に結合することで、RANK-RANKLによる破骨
細胞の分化を調節するなど、骨組織の生理的機能に重要
な役割を担っていることが知られている 13）。
最新の研究では、in vitro において RANKLと RANK
の結合が血管平滑筋細胞の石灰化を促進すること 14）、
動脈硬化等に認められる炎症性刺激やストレスにより、
血管平滑筋細胞の石灰化を誘導すること、さらに OPG
の血中濃度が異所性石灰化に影響を及ぼすことなど、
RANK-RANKLシステムの骨組織以外での生理的役割が
注目されている。
本研究では、アシドーシス刺激がヒト骨芽細胞の石灰
化に与える影響と転写因子である AP-1 との関連につい
て検討し、骨粗鬆症や歯周病等による炎症性骨吸収に対
する治療法開発の一助になることを期待する。

Ⅱ．実験材料および方法
1 ．実験材料
ヒト骨膜由来の骨芽細胞 （SaM-1 細胞）、および

C57BL/6Jマウス頭蓋骨より分離した骨芽細胞を実験に
用いた。SaM-1 細胞は 20 歳男性の外傷性骨折の外科手
術に際して、インフォームドコンセントを行った上で尺
骨骨膜より分離した骨芽細胞で、腰原康子博士（東京都
老人総合研究所）から供与された。SaM-1 細胞の分裂能
は有限であるが、34 回 の継代（population doubling 
levels: PDLs）まで石灰化能などの骨芽細胞の特徴を維
持していることが確認されている。本研究では分裂能力
が十分備わっている 22-23 PDLsを用いた 15）。マウス頭
蓋骨由来の骨芽細胞は、出生直後の C57BL/6Jマウス頭
蓋骨より前頭骨、頭頂骨、後頭骨を一塊にして摘出した
後、皮膚を含めた頭蓋冠周囲の軟組織を可及的に除去し、
0.1%のコラゲナーゼを含む培養液にて 37℃、60 分撹拌
し回収した。C57BL/6Jマウスは Japan SLC Inc., Hamamatsu, 
Japan により購入し、｢愛知学院大学歯学部動物実験実地
規定｣ に従い、愛知学院大学歯学部動物実験委員会の承
認（承認番号：AGUD 129）を受けて実地した。

2．細胞培養 
培養液には Alpha-minimum essential medium（α-MEM; 
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Gibco/Invitrogen Co., Grand Island, NY, USA）に 10%の牛
胎 仔 血 清（fetal calf serum: FCS; Irvine Scientific, Santa 
Ana，CA，USA）を添加したものを使用した。SaM-1 細
胞の培養にはこの培養液に 60 μg/mlカナマイシンを添
加した培養液（SaM-1 細胞に対するノーマル培養液 : 
normal medium）を使用し、新生マウス骨芽細胞の培養
液には 100 IU/mlペニシリンと 100 μg/mlストレプトマ
イシンを添加した培養液（新生マウス骨芽細胞に対する
ノーマル培養液）を使用した。また、石灰化を促進させ
るための培養液として、それぞれのノーマル培養液に
50 μg/mlアスコルビン酸と 5 mMのβ-グリセロリン酸
を添加した（石灰化培養液 : calcifying medium16））。また、
アシドーシス条件として、CO2 濃度を 10％に変更して
培養した。このアシドーシス条件による pHの実測値は、
培養 16 時間後で 7.03 ± 0.03（n=12）であった。また
HCl添加によるアシドーシス刺激は、SaM-1 細胞を 6穴
プレートにて培養し、1穴あたり 2700 μlの培養液に対
し 0.1Nの HCl を 400 μl添加した。この際の pHの実測
値は対照群が 7.4 であったのに対し、HCl添加アシドー
シス群（HCl添加群）では添加直後の pHは 6.9 であった。

3．石灰化形成の測定
SaM-1 細胞を、6穴プレートにて石灰化培養液で培養
し、培養後 21、 23、25 日における細胞層の石灰化部を
von Kossa染色法にて染色した。von Kossa染色は通法に
従い、それぞれの細胞層をリン酸緩衝溶液にて 2回洗浄
後、100％エタノールにて固定し、5％硝酸銀液にて染色
した。石灰化部が黒く染色されたことを確認し、5％チ
オ硫酸ナトリウム液にて定着し、核染色にはケルンエヒ
トロート液を使用した。染色後、各プレートを顕微鏡下

にてデジタル画像として撮影し、その画像上で黒染した
石灰化部分の総面積を画像解析ソフト NIH Imageを用い
て解析した。
新生マウスの骨芽細胞は 12 穴プレート（3.6cm2）に
て石灰化培養液で 16 日間培養し、3日毎の培養液交換
の際、コントロール条件で培養した細胞の一部には、20 
ng/ml OPG タ ン パ ク 質（OPG-FC; recombinant human 
osteoprotegerin, R ＆ D systems, Minneapolis, MIN, U.S.A）
を添加した。培養終了後に石灰化部を von Kossa染色し、
SaM-1 細胞と同様に、石灰化部の面積を NIH Imageで解
析した。

4．RT-PCRと定量的 RT-PCRによる mRNAの分析
SaM-1 細胞を 70％コンフルエントになるまで培養し、
酸性グアニジンチオシアネートフェノールクロロホルム
（AGPC）法にて total RNAを抽出した。抽出した total 
RNAは DNase Ⅰ（Roche Diagnostics GmbH，Mannheim，
Germany）にて処理し、Oligo（dT）プライマー（Amersham 
Bioscience UK Ltd．，Little Chalfont Buckinghamshire，
UK）と逆転写酵素M-MLV RT（Moloney murine leukemia 
virus reverse transcriptase; Invitrogen，Carlsbad，CA，
USA）を用いて cDNAを作製した。ヒト c-Fos、FosB、
Fra-1、Fra-2、c-Jun、JunB、JunD、Egr-1、osteoprotegerin
（OPG）、RANK、RANKL、α-1 typeⅠ collagen（COLA1A）、
ALP、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）
の mRNA発現は、表 1 に示すプライマーを用い、RT-
PCR（reverse transcription-polymerase chain reaction）法に
て増幅した。GAPDHは house keeping geneとして内部
標準に用いた。PCR産物は 2％アガロースゲルにて電気
泳動し、エチジウムブロマイドで染色し、蛍光スキャナー

表 1　PCRプライマーの塩基配列

PCR primers Sources Sequence （sense） Sequence （antisense） Predicted length （bp）
 c-Fos K00650 5’- GGG CAA GGT GGA ACA GTT AT -3’ 5’- GTG AAG GCC TCC TCA GAC TC -3’  342
 FosB NM_006732 5’- GAA GAG CTG GAG -3’ 5’- AGG TGA GGA CAA ACG AAG AAG -3’  349
 Fra-1 NM_005438 5’- AGG AGC TGC AGA AGC AGA AG -3’ 5’- CTG CTG CTA CTC TTG CGA TG -3’  307
 Fra-2 NM_005253 5’- CAG CAG AAA TTC CGG GTA GA -3’ 5’- GCA GCT C.............AG CAA TCT CCT TC -3’  424
 c-Jun NM_002228 5’- CAA ACC TCA GCA ACT TCA ACC -3’ 5’- CAG CCG GGC GAT TCT CTC CAG -3’  329
 JunB NM_002229 5’- CGG CAG CTA CTT TTC TGG TC -3’ 5’- TGC TGA GGT TGG TGT AAA CG -3’  365
 JunD NM_005354 5’- GC..ATGA AGA AGG AC -3’ 5’- GGG GTA GAG GAA CTG TGA GC -3’  254
 Egr-1 NM_001964 5’- CTG CGA CAT CTG TGG AAG AA -3’ 5’- TGT CCT GGG AGA AAA GGT TG -3’  427
 OPG U94332 5’- TGC CCT GAC CAC TAC TAC ACA -3’ 5’- AAA CCT GAA GAA TGC CTC CTC -3’  435
 RANK NM_003839 5’- GGG AAA GCA CTC ACA GCT AA-3’ 5’- TAG GGA CCA CCT CCT ACA CA -3’  239
 RANKL NM_003701 5’- CAT ATC GTT GGA TCA CAG CA -3’ 5’- ATG GTA CCA AGA GGA CAG ACT -3’  171
 COLA1A NM_000088 5’- CTT TGA CCA ACC GAA CAT GAC-3’ 5’- TTG AGC ATT GCC TTT GAT TGC -3’  299
 ALP NM_000478 5’- ATC GCC TAC CAG CTC ATG CAT-3’ 5’- GTT CAG CTC GTA CTG CAT GTC -3’  291
 GAPDH X01677 5’- ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC -3’ 5’- TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA -3’  452

Sources represent Genbank accession numbers
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（Typhoon9410; Amersham Biosciences，Uppsala，Sweden）
にて目的の DNA断片を検出した。また、c-Junについ
ては TaqMan probeを用いた定量的 PCR（real-time PCR）
法にて mRNAの定量分析を行った。

5．OPG 産生の分析
SaM-1 細胞を 12 穴プレートにて培養後、石灰化培養
液 1 mlに交換して 24 時間の前培養を行った。その後、
コントロール条件、または、アシドーシス条件にて培養
し、培養液交換 2日または 3日後の培養液を回収した（図
1）。回収した培養液は、遠心分離により細胞残渣などを
除去した後、分析に用いた。OPGタンパク質濃度の測
定には、ヒト OPGに対する二つの抗体（MAB8051, 
BAF805; R&D systems, Minneapolis, MIN, U.S.A）を用い
たサンドイッチ ELISA法を用いた。

6．遺伝子発現の抑制実験
c-Jun siRNA（ID #115274，#145018）、OPG siRNA（ID 

#11187）およびそれぞれの negative control の siRNA
（Silencer negative control #1）を Ambion Inc.（Austin，TX，
USA）より購入し、トランスフェクション試薬
（Lipofectamine 2000，Invitrogen）を用いて細胞に c-Jun、
OPGおよび negative controlの siRNAを形質導入した。

7．統計上の分析
得られたデータは平均値±標準誤差で示し、ANOVA、

Student’ t-test、または post -hoc Bonferroni検定を用いて
統計的有意差を判定した。 

Ⅲ．結　　　　果
1 ．ヒト骨芽細胞の石灰化におけるアシドーシスの効果
ヒト骨芽細胞の石灰化に与えるアシドーシスの影響を

調べるため、SaM-1 細胞を石灰化培養液にて培養し、
10％CO2 のアシドーシス刺激による効果を調べた。対照
群はノーマル培養液にてコントロール条件（5％CO2）
で培養した。また、石灰化培養液での培養では、一週間
のうち 0、1、2、7日間をアシドーシス条件にて培養し、
培養 23 日後に von Kossa染色を行った。その組織所見
を図 2Aに示したが、石灰化培養液群ではノーマル培養
液群よりも顕著に石灰化が促進され、石灰化培養液によ
り促進された石灰化はアシドーシス刺激により著しく抑
制された。画像解析ソフト NIH Imageによる石灰化領域
の解析結果を図2Bに示した。石灰化培養液群では、ノー
マル培養液群に比べ有意な石灰化面積の増加が認められ
た。一方、この石灰化培養液により誘導された石灰化は、
アシドーシス刺激により著しく抑制された。また、その
抑制は一週間のうち 1日のアシドーシス刺激群において
も顕著な抑制であった。

2．ヒト骨芽細胞の mRNA発現におけるアシドーシス
の効果
図 2において、石灰化培養液により石灰化が促進され、
アシドーシス刺激にて石灰化が抑制されることが示され
た。そこで、ヒト骨芽細胞における石灰化抑制の機構を
解析するため、SaM-1 細胞における転写因子（c-Fos、
FosB、Fra-1、Fra-2、c-Jun、JunB、JunD、Egr-1）と骨由
来 遺 伝 子（OPG、RANK、RANKL、COLA1A、ALP）
発現に対するアシドーシス刺激の影響を検討した。
SaM-1 細胞を石灰化培養液にて培養し、アシドーシス条
件にて 0、1、3、6、24 時間培養後の mRNA発現を RT-
PCR法を用いて分析した（図 3）。SaM-1 細胞は骨芽細
胞の必須遺伝子である COLA1Aと ALPを強く発現する
とともに、OPG、RANK、RANKLの mRNAも恒常的に
発現していた。また、対象とした転写因子では、JunD

図 1　OPGタンパク質産生の実験方法
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を除くすべてが恒常的に発現していた。 一方、アシドー
シス刺激は c-Jun mRNAの発現を刺激 3～ 24 時間で経
時的に抑制し、逆に OPG mRNAの発現を刺激 6 ～ 24
時間で増加した。また、その他の mRNAの発現には変
化は見られなかった。
そこで、短時間のアシドーシス刺激の影響を調べるた

め、HCl添加のアシドーシスによる c-Junの mRNA発現
を検討した。ノーマル培養液で培養した SaM-1 細胞に、
HCl添加によるアシドーシス（pH6.9）刺激の 0.5、1、3、
6 時間培養後、HCl非添加では 0、0.5、1 時間培養後に
total RNAを抽出し、RT-PCR法にて c-Junの mRNA発現
を分析した。SaM-1細胞における c-JunのmRNA発現は、

図 2　ヒト骨芽細胞の石灰化におけるアシドーシスの効果
SaM-1 細胞をコントロール（5％CO2）条件において、ノーマル培養液または石灰化培養液で培養した。石灰化培養液で培養したもの
は一週間毎に 0、1、2、7日間アシドーシス（10％CO2）刺激を行った。A: 培養 23 日後の von Kossa染色像（弱拡大）。B: 石灰化した
面積の解析結果。石灰化面積（％）は平均値±標準誤差（n=10）で示した。＊＊P<0.001 はノーマル培養液のコントロール群との比較、
##P<0.001 は石灰化培養液のコントロール群との比較。

図 3　ヒト骨芽細胞の mRNA発現におけるアシドーシスの効果
SaM-1 細胞を石灰化培養液で培養し、アシドーシス刺激（10％CO2）0、1、3、6、および 24 時間後の mRNA発現を RT-PCR法により
解析した。ゲルの左側レーンには DNAサイズマーカー（φX174/HaeⅢ digest）を泳動し、写真の右括弧内には PCRのサイクル数を
示した。
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図２　ヒト骨芽細胞の石灰化におけるアシドーシスの効果
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HCl添加によるアシドーシス刺激でも著しく抑制される
ことが確認された（図 4）。

3．ヒト骨芽細胞の OPG産生におけるアシドーシスの
効果
図 3において、アシドーシス刺激により OPG mRNA
の発現増加が見られたため、ヒト骨芽細胞におけるアシ
ドーシス刺激の OPGタンパク質産生への影響を検討し
た。SaM-1 を石灰化培養液にて 1日前培養し、アシドー
シス刺激を行った。アシドーシス刺激 1、2 日培養後の
培養液を回収し、OPGタンパク質濃度を ELISA法で測
定した。OPGタンパク質産生は対照群とアシドーシス
刺激群の両方で経時的に増加した。またアシドーシス刺
激は SaM-1細胞におけるOPG産生を有意に促進した（図
5）。

4．ヒト骨芽細胞の OPGタンパク質産生における c-Jun 
siRNAの効果 
ヒト骨芽細胞に対するアシドーシス刺激が、c-Jun 

mRNA発現の抑制と OPG mRNA発現と OPGタンパク
質産生の増加を引き起こすことが示された。そこで、ヒ
ト骨芽細胞における c-Jun と OPGの関連性を検討する
目的で、c-Jun siRNAによる OPGタンパク質産生への影
響を検討した。SaM-1 細胞に対し、2 種類の c-Jun 
siRNA（#115274，#145018） と そ の negattive control 
25nMを形質導入し、まず c-Jun siRNAの抑制効率を確
認した。すなわち形質導入された SaM-1 を 1、2、3 日
培養した後に total RNAを抽出し、real-time RT-PCR法
により c-Jun mRNAの発現を分析した。2 種類の c-Jun 

図 4　ヒト骨芽細胞の c-Jun mRNA発現に及ぼす HCl添加の効果
培養液 2700μlに対して 0.1Nの HClを 400μl添加して SaM-1
細胞を培養した。この際の pHの実測値はコントロール群（HCl
非添加）が 7.4 であったのに対し、アシドーシス群（HCl添加群）
は添加直後で 6.9 であった。HCl非添加のものは 0、0.5、1 時
間培養し、HCl添加は 0.5、1、3、6 時間培養した。total RNA 
を抽出し、c-Junの遺伝子発現を RT-PCR法により解析した。
ゲルの左側レーンには DNAサイズマーカー（φX174/HaeⅢ 
digest）を泳動し、写真の右括弧内には PCRのサイクル数を示
した。

図 5　ヒト骨芽細胞の OPG産生におけるアシドーシスの効果
SaM-1 細胞を石灰化培養液にて 24 時間前培養し、コントロー
ル条件（5% CO2）、または、アシドーシス条件（10% CO2）にて、
さらに1日または2日培養した。培養液交換2または3日後の、
培養液中の OPGタンパク質産生量を ELISA法で測定した。タ
ンパク質量（ng/ml）は平均値±標準誤差（n=6）で示した。 

＊＊P<0.001 は同日のコントロール群との比較。

siRNA群と negative control群で c-Jun mRNA発現を比較
し、2種類とも c-Junを抑制する事を確認するとともに、
#145018 の c-Jun siRNAの抑制効率がより優れているこ
とを確認した（図 6A）。また同時に、c-Jun形質導入し
た SaM-1 細胞から培養 1、2、3 日後の培養液を回収し、
OPGタンパク質濃度を ELISA法にて分析した。使用し
た 2種類の c-Jun siRNA群は negative control群と比較す
ると OPGタンパク質産生を有意に促進した。また、
c-Jun mRNA の 抑 制 効 率 が よ り 強 い c-Jun siRNA
（#145018）は OPG産生を強く促進することが認められ
た（図 6B）。

5．ヒト骨芽細胞の石灰化における c-Jun siRNAの効果
c-Jun mRNA発現と OPGタンパク質産生に関係性が
認められたことから c-Jun siRNAがヒト骨芽細胞の石灰
化に与える影響について検討した。SaM-1 細胞に対し
c-Jun siRNA（#145018） お よ び そ の negative control 
100nMを形質導入し、5％CO2 で石灰化培養液にて培養
した。培養 25 日後に von Kossa染色法を用いて石灰化
部を染色した（図 7A）。組織所見にて、両群とも石灰化
が 認 め ら れ た が、c-Jun siRNA（#145018） 群 で は
negative control群と比較して顕著な石灰化の形成抑制が
観察された（図 7A）。画像解析ソフト NIH Imageによる
石灰化面積の解析結果においても、c-Jun siRNA
（#145018）群の石灰化面積は negative control群に対して
著しく抑制された（図 7B）。これらの結果より、ヒト骨
芽細胞における c-Jun mRNAの抑制は、OPGタンパク
質産生を増加させるとともに、石灰化を抑制することが
確認された。
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図５　ヒト骨芽細胞のOPG産生におけるアシドーシスの効果
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骨芽細胞の石灰化に対するアシドーシスの影響6

6 ．ヒト骨芽細胞の石灰化における OPG siRNAの効果
c-Jun siRNA により、ともに影響が確認された OPGと
石灰化の関係性を検討するため、ヒト骨芽細胞における
OPG siRNAの石灰化への影響について検討した。SaM-1

細 胞 に 対 し、OPG siRNA（ ＃ 11187） お よ び そ の
negative controlを形質導入し、5％CO2 にて石灰化培養
液で培養した。培養 21 日後に von Kossa染色法を用い
て石灰化部を染色した（図 8A）。組織所見にて両群とも

図 6　c-Jun siRNAによる c-Jun mRNA発現の抑制効率と c-Jun siRNAによる OPGタンパク質産生
A：c-Jun siRNAによる c-Jun mRNA発現の抑制効率
SaM-1 細胞に negative controlと 2 種類の Jun siRNA（#115274、#145018）を形質導入し、1、2、3 日後の c-Jun mRNAの発現を real-
time PCR法により解析した。＊＊P<0.001、＊P<0.1 は negative control群との比較。
B：c-Jun siRNAによる OPGタンパク質産生
SaM-1 細胞を 1、2、3 日間培養後の培養液を回収し、OPGタンパク質産生量を測定した。OPGタンパク質量 （ng/ml）は平均値±標
準誤差（n=6）で示した。＊＊＊P<0.001、＊＊P<0.01、＊P<0.05 は negative control群との比較。

図 7　ヒト骨芽細胞の石灰化における c-Jun siRNAの効果
SaM-1 細胞に negative controlと c-Jun siRNA（#145018）を形質導入し、5％CO2 下にて石灰化培養液で培養した。
A：培養 25 日後の von Kossa染色像（弱拡大）。
B：石灰化した面積の解析結果。石灰化面積（％）は平均値±標準誤差（n=10 ～ 15）で示した。＊＊P<0.001 は negative control群との
比較。
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図6　c-Jun mRNAによるc-Jun発現の抑制効率とc-Jun mRNAによるOPGタンパク質産生
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石灰化部が観察されたが、OPG siRNA（＃ 11187）群に
おいて negative control群に比べ石灰化の形成促進が観察
されていた。画像解析ソフト NIH Imageによる石灰化面
積の解析結果は、OPG siRNA（＃ 11187）の石灰化面積
が negative controlに比較して有意に増加し、この石灰化
面積の増加作用は OPG siRNA 10nMと 100nMの間で濃
度依存的であった（図 8B）。

7．マウス骨芽細胞の石灰化における OPGタンパク質
の効果
新生マウス骨芽細胞を、12 穴プレートに 8 × 105 に

なるように播種し、石灰化培養液 1 mlにて培養し、
OPGの石灰化に及ぼす影響について検討した。対照群
は 5％CO2、アシドーシス群は 10％CO2 にて培養した。
OPGタンパク質添加群には、3日毎の培養液交換の際に、
20ng/mlの OPGタンパク質を添加した。16 日培養後、
von Kossa染色法を用いて石灰化部を染色した（図 9A）。
組織所見において、対照群では石灰化結節が確認できた
が、アシドーシス群では石灰化結節形成の明らかな抑制
が認められた。また OPGタンパク質添加群では、さら
に石灰化結節の強い抑制が観察された。画像解析ソフト
NIH Imageによる石灰化面積の解析結果においても、ア
シドーシス群と OPGタンパク質添加群は対照群に比し
著しい石灰化面積の抑制を示した（図 9B）。

Ⅳ．考　　　　察
AP-1 は、Junタンパク質（c-Jun、JunB、JunD）と Fos

タンパク質（c-Fos、Fra-1、Fra-2、FosB）、または ATF
タンパク質 （ATF-2、ATF-3、ATFa、ATF-4）で構成され
るヘテロ二量体である。AP-1 はストレス応答性の転写
因子として知られており、骨芽細胞や破骨細胞の生理的
機能に重要な役割を担う。特に c-Fosは発達段階の軟骨
や骨で発現が強く認められ、無機質代謝に重要な役割を
担うことが知られている。例えば、c-Fos遺伝子の欠損
マウスでは骨大理石病を生じ 17, 18）、c-Fos過剰発現系で
ある遺伝子導入マウスでは骨肉腫を発症する 19）。また、
c-Fos欠損マウスに対し、同じ Fosファミリーである
Fra-1 遺伝子を導入することにより、破骨細胞形成が回
復すること 20）、さらに、Fra-1 が骨芽細胞や軟骨細胞に
おける骨基質産生促進作用を示すことは 21）、Fosファミ
リーの骨組織への関与を強く示唆するものである。
アシドーシスによる骨組織への影響は、in vivo にお

いて、代謝性アシドーシスが、骨芽細胞による特異的基
質タンパク質合成とアルカリフォスファターゼ活性を抑
制するだけでなく、PGE2 産生を介した RANKL合成促
進が、破骨細胞を活性化することで骨組織に大きな影響
を与えることが知られている 2）。また、in vitro の研究
では、慢性の代謝性アシドーシスが、骨組織に多く含ま
れる非コラーゲン性タンパク質質のマトリックス Glaタ
ンパク質やオステオポンチンの合成を抑制することによ

図 8　ヒト骨芽細胞の石灰化における OPG siRNAの効果
SaM-1 に negative controlと OPG siRNA（＃ 11187）を形質導入し、5％CO2 下にて石灰化培養液で培養した。
A：培養 21 日後の von Kossa染色像（弱拡大）。
B：石灰化した面積の解析結果。石灰化面積（％）は平均値±標準誤差（n=10）で示した。＊＊ P<0.001 は negative control群との比較。
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図8　ヒト骨芽細胞の石灰化におけるOPG siRNAの効果
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骨芽細胞の石灰化に対するアシドーシスの影響8

図 9　マウス骨芽細胞の石灰化における OPGタンパク質の効果
新生マウスの骨芽細胞を石灰化培養液にて培養し、コントロール（5％CO2）またはアシドーシス（10％CO2）で培養し、OPG群は 5％
CO2 にて培養し、培養液交換の際に、20ng/mlOPGタンパク質を添加した。
A：培養 16 日後の von Kossa染色像（弱拡大）。
B：石灰化した面積の解析結果。石灰化面積（％）は平均値±標準誤差（n=12）で示した。＊＊P<0.001 はコントロール群（5％CO2）
との比較。

り成熟骨基質の形成を抑制することも知られている 22）。
一方、アシドーシスと AP-1 の関連では、マウス頭蓋冠
由来の骨芽細胞における急性の代謝性アシドーシスが、
Egr-1 とⅠ型コラーゲンの mRNA発現を抑制 9）するこ
とは、骨基質の合成と AP-1 分子との関連を示唆するも
のである。またヒト間葉系細胞における慢性の代謝性ア
シドーシスは、多くの骨関連遺伝子やタンパク質合成に
影響を与えることで、骨芽細胞への分化を抑制すること
も報告されている 7）。本実験で使用した SaM-1 細胞は
正常のヒト骨芽細胞であるが、アシドーシス刺激により
石灰化が抑制されことをヒト骨芽細胞において認めたの
みならず、石灰化と AP-1 との関連性を強く示唆するも
のである。
一般に、骨、軟骨、腎臓、血管、骨芽細胞は、TNFスー

パーファミリーに属する OPG24）を強く発現しており、
OPGの作用では RANKL-RANKシステムを介した破骨
細胞の分化と機能の抑制がよく知られている。また、骨
芽細胞における代謝性アシドーシスで誘導される
RANKL発現は、成熟破骨細胞による骨の吸収を刺激し
破骨細胞のアポトーシスを抑制することも報告されてい
る 2, 23）。本実験ではヒト骨芽細胞の単独培養系であるに
も関わらず、アシドーシス刺激による OPGタンパク質
産生の促進が骨芽細胞の石灰化を抑制させたことに加

え、アシドーシスと同じように OPGタンパク質の添加
により骨芽細胞の石灰化が抑制されたことを示してい
る。また、RANK-RANKLシステムが in vitro で血管の
石灰化を引き起こすことが報告されるなど 14）、RANKL
の新たな機能についても注目されている。例えば、血液
透析患者で引き起こされる冠状動脈の石灰化が血中
OPG濃度と関係していることや 25, 26）、炎症部位におけ
る OPGタンパク質産生の促進や血中の OPG濃度の上昇
27）、さらに、アテローム斑のような異所性石灰化におけ
る OPGの関与 28）などである。OPGが石灰化に関わる
RANKL作用に「おとり受容体」として作用している可
能性があり、今後の研究が待たれるところである。
本研究では、ヒト骨芽細胞を用い、骨形成を誘導する
石灰化条件において 29）、c-Jun mRNA発現の抑制による
OPG産生促進が石灰化を抑制し、OPG mRNA発現抑制
が石灰化を促進したこと、さらに、新生マウス骨芽細胞
における石灰化の過程において、OPGタンパク質の添
加が石灰化を著しく抑制したことより、骨芽細胞の石灰
化に OPGが関与することが明らかとなった。また、
OPG欠損マウスでは、骨吸収と骨形成がともに亢進し、
高代謝回転型の骨粗鬆症を呈すること 30, 31）もこの考察
を支持する結果であると思われる。また、ヒト骨芽細胞
が、OPG、RANK、および RANKL の mRNA発現を恒
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図9　マウス骨芽細胞の石灰化におけるOPGタンパク質の効果
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常的に発現していたことから、OPGタンパク質が石灰
化に関わる RANK-RANKLシステムを抑制することに
より、骨芽細胞の石灰化を抑制する可能性を示唆してい
る（図 10）。

Ⅴ．結　　　　論
本研究では、アシドーシスが骨芽細胞に与える影響に
ついて明らかにするため、ヒト骨芽細胞とマウス骨芽細
胞を用い、アシドーシス刺激が骨芽細胞の石灰化に及ぼ
す影響を検討し、以下の結果を得た。
1．ヒト骨芽細胞、およびマウス骨芽細胞において、石
灰化培養液により誘導される石灰化促進作用は、アシ
ドーシス刺激により著しく抑制された。
2．ヒト骨芽細胞におけるアシドーシス刺激は、c-Jun 

mRNA発現を抑制するとともに、OPG の mRNA発現お
よびタンパク質産生を促進した。 
3 ．ヒト骨芽細胞において、OPG、RANK、および
RANKL の mRNAの恒常的な発現が認められた。
4．ヒト骨芽細胞における c-Jun mRNAの抑制は、OPG
タンパク質産生を増加させるとともに、石灰化を抑制し
た。
5．ヒト骨芽細胞における OPG mRNAの抑制は、石灰
化を促進した。
6．マウス骨芽細胞において、石灰化培養液により誘導
される石灰化促進作用は、OPGタンパク質の添加によ
り著しく抑制された。
以上の結果よりヒト及びマウス骨芽細胞において、ア
シドーシスが石灰化を抑制する機構には c-Junと OPG
タンパク質が関与し、c-Junの抑制と OPGタンパク質の

産生促進を介している事が示された。すなわち本実験で
解明された事は、骨芽細胞の石灰化が細胞外の OPGタ
ンパク質濃度により影響を受け、骨芽細胞における
OPG産生には核内の AP-1 分子が強く関与している可能
性が示されるとともに、骨芽細胞における RANKL発現
の促進が破骨細胞を誘導するというこれまでの作用の他
に、骨芽細胞自身の石灰化促進作用に関与している可能
性が示された。そして、歯周病などの局所の炎症をコン
トロールすることは、骨粗鬆症やがん患者の顎骨壊死の
予防に繋がる可能性があることが示唆された。
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