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6．要約

　環境ストレスは、それに応答する種々の細胞内 MAPK（mitogen activated protein

kinase）の活性化を介して細胞の機能に変化を及ぼすものと考えられるが、その経路の特異

性については知られていない。そこで本研究では、骨芽細胞様性質を有するヒト歯根膜細胞

にメカニカルストレス、増殖因子 EGF（epidermal growth factor）刺激、あるいは低酸素

ストレスを与え、細胞の増殖性、骨性分化、および３種の MAPK、すなわち extracellular-

related kinase (ERK) 1/2、c-Jun N-terminal kinase/stress activated protein kinase

(JNK)、p38 の活性化を調べた。細胞増殖は EGF 10ng/ml 刺激あるいは低酸素ストレス

（ 5% O2 - 41.5mmHg）により促進され、機械的伸張ストレス（ 9% strain - 6

cycles/min）により抑制された。その逆に、細胞の骨性分化を示す ALP 活性は機械的伸張

ストレスにより上昇し、EGF と低酸素ストレスにより低下した。また EGF と低酸素ストレ

スは ERK1/2 を一過的に活性化させ、一方メカニカルストレスは JNK/SAPK を持続的に活

性化させた。p38 にはこのような変化は見られなかった。以上の結果より、本細胞の増殖と

骨性分化にはそれぞれ ERK1/2 および JNK/SAPK が選択的に関与しており、この両者の活

性化経路のバランスが細胞の応答性を決定している可能性が示唆された。

7．研究目的

　近年、種々の環境ストレスに応答して細胞内ストレス応答分子の発現や活性化が起こり、

その結果細胞の増殖や分化といった基本的機能が変化することが明らかになってきた。この

ようなストレスに応答して作動する信号伝達経路のうち、３種の異なる、しかしそれぞれが

関連した mitogen activated protein kinases（MAPK）が哺乳類細胞においても同定されて

いる 1,2)。これら３種の MAPK、すなわち extracellular-related kinase (ERK) 1/2、 c-

Jun N-terminal kinase / stress activated protein kinase (JNK) そして p38は、それぞれ

のスレオニン残基およびチロシン残基がリン酸化（dual-phosphorylation）を受けることに

より活性化することが知られている。活性化した MAPK は次に Elk-1、c-Jun、ATF-1 など

の転写因子群を基質として活性化し、選択的な遺伝子の転写が起こる。MAPK のすぐ上流に

存在するストレス応答信号伝達経路から特異的な MAPK の活性化につながる機構、およびそ

の結果である生物的機能変化については極めて精力的に解析が進められているが 3-5)、生理的

なレベルのストレスを受けた場合におけるそれぞれの MAPK 経路の役割については未だ不明

である。またストレスに応答する MAPK の選択的な活性化とともに、その MAPK 活性化以
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降の生理的変化は細胞種により異なるかもしれない。

　本研究では、骨性細胞としての性質を有するヒト歯根膜細胞を用いた。歯根膜は歯根と歯

槽骨の中間に位置する組織で、歯牙を歯槽骨上に固定するとともに、これら石灰化組織の構

造的恒常性を保つ上で重要な器官である。さらに歯根膜中には、骨芽細胞およびセメント芽

細胞の起源細胞も含まれていると考えられている。この歯根膜細胞を培養すると、種々の細

胞外からの刺激に応答して増殖あるいは分化することが知られている 7,29)。それらの刺激の中

で、歯根膜には多くの EGF（epidermal growth factor）受容体（EGF-R）が存在すること

が in vivo、in vitro のいずれにおいても知られており、EGF の歯根膜に対する生理的な役

割が示唆されている 7,29)。また矯正治療等における歯牙の移動に際しては、歯根膜中の酸素分

圧の局在的な変化が歯槽骨のリモデリングに重要であることが知られている 8)。さらに歯根

膜は咬合圧を常に受けることにより、歯根膜中の細胞はメカニカルストレスによる変形

（deformation）力に晒されていることが考えられる 6)。したがって臨床的あるいは生理的

環境において、歯根膜細胞は EGF、低酸素、およびメカニカルストレスに晒されているもの

と考えられる。しかし、これらのストレスに対する歯根膜の MAPK の応答、およびその細胞

増殖および分化における役割は知られていない。

　本研究では、環境ストレスが MAPK を介して細胞機能に影響をおよぼす経路の特異性を明

らかにすることを目的とし、歯根膜細胞を EGF 存在下、低酸素環境、およびメカニカルスト

レス負荷の条件で培養し、その際の細胞増殖、分化、および MAPK のリン酸化および活性化

について検討した。

8．材料と方法

8-1．細胞培養

　ヒト歯根膜細胞は、治療のため抜去した 24 歳男性の第 3 大臼歯に付着残存していた歯根膜

片より explant 法により初代培養した 9)。培養には非必須アミノ酸、ビタミン類、およびピ

ルビン酸ナトリウムを添加した DMEM（Gibco Laboratories, Grand Island, NY）/10％

FBS（Intergen Co., Purchase, NY）を、また細胞の回収には 0.05%トリプシン - 0.53mM

EDTA（Gibco）を用い、継代は 1:4 split ratio で行なった。なおすべての実験には継代数 3

から 5の細胞を用いた。

8-2．ストレス負荷

　メカニカルストレスの実験モデルとしては、細胞をフレキシブルボトムプレート（FLEX-I

culture plate, Flexcell International Corp., McKeesport, PA）上に植え、37℃、5% CO2 -

95% air の条件で培養し、Flexercell Strain Unit Model FX-2000 を用いて、細胞に断続的

に伸縮ストレス（cyclic stretch）を加えた。伸縮回数は 5 秒間伸展、5 秒間弛緩の 1 分間あ

たり 6 サイクル（6CPM）とし、伸縮率は 4.5%、9％および 18%を用いた。EGF は培養液中

に直接ヒトリコンビナント EGF（Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY）を最終濃度

0.1 ～ 50ng/ml となるように加えた。また低酸素ストレス環境にはマルチガスインキュベ

ーター（BNR-110M, タバイエスペック, 大阪）を用い、5% CO2 - 5% O2 または 5% CO2 -
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10% O2 の条件で細胞を培養した。GMS 社製酸素モニター（GMS, Kiel-Mielkendorf,

Germany）による計測結果では、5% CO2 - 5% O2 の条件における pO2は 41.5mmHgであ

った。

8-3．細胞増殖

　Flex-I プレートあるいは通常の 3.5cm シャーレ上に 5.0 × 104 個の細胞を植え、

DMEM/10%FBS で 24 時間培養後、DMEM/1%FBS に培養液を交換し、各ストレス負荷を

開始した。培養 2、4、6日後に細胞を回収し、血球計算盤で細胞数をカウントした。

8-4．細胞分化

　コンフルエントな細胞を 50mg/ml アスコルビン酸および 10mM β-glycerophosphate

（和光純薬工業、大阪）を含む DMEM/1% FBSで 24時間培養し、それぞれのストレスを 2、

4、6 日間負荷した。歯根膜細胞の分化の指標として、細胞溶解液中のアルカリ性フォスファ

ターゼ（ALP）活性を p-nitrophenylphosphate（和光） を基質にして測定した 7)。

8-5．MAPKのリン酸化および活性化

　MAPK およびリン酸化された MAPK に対する抗体を用いた Western blot 法により MAPK

リン酸化を調べた。 ERK1/2、 JNK、 p38 のリン酸化部位はそれぞれ Tyr204、

Thr183/Tyr185、Thr180/Tyr182 である。すべての抗体はウサギ・ポリクローナルで、

New England Biolabs, Inc.（Beverly, MA）より入手した。サブコンフルエントな細胞に各

ストレスを 15、30、60 分、DMEM/1%FBS 中で負荷し、RIPA バッファー（1% NP-40,

0.25% sodium deoxy-cholate, 150mM NaCl, 1mM EGTA, 1mM phenylmethyl-sulfonyl

fluoride, 1mg/ml aprotinin, leupeptin, pepstatin, and 1mM sodium orthovanadate in

50 mM Tris-HCl, pH 7.4）で細胞を溶解した。タンパク 15mg に相当する溶解物を 7.5%

SDS-PAGE にて分離し、PVLF 膜に転写した。5%スキムミルクでブロッキング後、各一次

抗体、続いてビオチン化抗ウサギ Ig 二次抗体で膜を処理し、ALP-streptavidin により発色

させた。なお実験は 3度行い、データには典型的なブロットを示した。

　また上記細胞溶解物中の ERK1/2 活性および JNK 活性を、[γ -32P]-ATP（specific

activity < 100TBq/mmol, Amersham Pharmacia Biotech., Tokyo, Japan）存在下におけ

る基質のリン酸化反応（phosphotransfer）により調べた。ERK1/2 は特異的ペプチドを基

質として用い、リン酸化反応（30°、30 分）後、ニトロセルロースフィルターでリン酸化ペ

プチドのみを分離し、液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した（p42/44

MAP kinase assay system, Amersham）。 JNK 活性は、c-Jun (1-169)-GST fusion

protein（Upstate）を基質とし、反応後、リン酸化タンパクを 5% SDS-PAGE にて分離し、

autoradiography 後、bio-imaging analyzer（BAS5000、富士写真フィルム、東京）によ

り検出、定量化した。
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9．結果

9-1．細胞の増殖

　歯根膜細胞は通常 DMEM/10% FBS の条件で継代維持するが、細胞の増殖は血清の影響

を除くため 1% FBS の条件で行った。この条件において歯根膜細胞が多くの細胞増殖因子に

反応することはすでに報告済みである 9)。Fig. 1 には各ストレス負荷時における細胞増殖曲

線を示した。コントロールでは培養 4 日目まで緩やかに細胞数が増加したが、メカニカルス

トレスはこの増殖を抑制した。伸張率 9%、18%いずれも同様の結果を示したので、ここでは

9%のデータを記載した。なお、顕微鏡下では死細胞は観察されなかった。一方 EGF は有意

に細胞増殖を促進し、その作用は 1ng/ml 以上で用量依存的となり 10ng/ml でプラトーに

達した。Fig. 1 には 10ng/ml の結果を示した。また低酸素ストレスも細胞増殖を有意に促進

したが、その作用は他の細胞 8,11) で報告されているように 5% O2の方が、10% O2よりも効果

的であった。Fig. 1は 5% O2の結果である。

9-2．細胞の分化

　コンフルエントな細胞を 50mg/ml アスコルビン酸および 10mM β-glycerophosphate

を含む DMEM/1% FBS で培養することにより、細胞の ALP 活性は培養 2～6 日にかけて

徐々に上昇した（Fig. 2）。この培養条件は我々がこれまで歯根膜細胞の骨性分化を誘導する

のに必要な環境として樹立してきたもので、得られた ALP 活性の上昇結果も従来の結果と同

様である 7)。Fig. 2 には、Fig. 1 と同じ量の各ストレスを負荷した場合の ALP 活性の変化を

示した。メカニカルストレスを負荷された ALP 活性はコントロールと比較して培養 4、6 日

で有意に高く、その逆に EGF あるいは低酸素ストレスにより ALP 活性はコントロール以下
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に抑制された。これらの結果は、ラット骨芽細胞の分化がメカニカルストレスにより促進さ

れ、低酸素ストレスにより抑制されるという報告 8,12) と一致するものである。最近我々は、

メカニカルストレスが歯根膜細胞の後期分化マーカーの一つであるオステオカルシンの遺伝

子発現を促進することも報告している 29)。さらに EGF により骨性分化が阻害されるという

結果は、これまでの我々のラット歯根膜細胞およびラット骨髄間質細胞における結果 7,13) と

も一致する。以上の結果をまとめると、我々の用いた実験条件においてヒト歯根膜細胞は

EGF あるいは低酸素ストレスにより増殖の方向に、メカニカルストレスによっては分化の方

向にベクトルが向かうことを示す。

9-3．MAPKのリン酸化および活性化

　MAPK のリン酸化および活性化は Fig. 1 および Fig. 2 で用いたものと同じ条件の各スト

レスを負荷して調べた。Fig. 3 に示すように、44kDa の ERK1 タンパクおよび 42kDa の

ERK2 タンパクに相当するバンドの太さと濃さに大きな変化はなかったが、EGF 刺激あるい

は低酸素ストレスによってこれらのバンドが高分子側にシフトする傾向が見られ、リン酸化

の可能性が示された。事実リン酸化 ERK1/2 抗体を用いると、EGF または低酸素ストレス

負荷 5 分後にはリン酸化 ERK1/2 が急激に増加し、その後徐々に減少した。そのような

ERK1/2 のリン酸化はメカニカルストレスを負荷した細胞では見られなかった。それに対し

てリン酸化 JNK はメカニカルストレス負荷によってのみ増加した。またデータには示さない

が、この JNK の高いリン酸化レベルはストレス負荷 6 日目まで持続していた。一方 p38 タ

ンパクを示すバンドは明確に検出されたが、リン酸化 p38 は極めて低いレベルしか検出され

す、ストレスによる変化も見られなかった。

　

　リン酸化の見られた ERK と JNK について、さらに活性を調べた。Fig. 4 に示すように

ERK は EGF と低酸素に応答して急激に活性化したが、メカニカルストレスに対しては全く

応答しなかった、一方、JNK はメカニカルストレスによってのみ活性化し、EGF と低酸素に

は応答しなかった。以上より、ERK および JNK は各ストレスによってリン酸化されると同

時に活性化していることが示された。
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Fig.3 各ストレスによる ERK1/2, JNK, p38 のリン酸化
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10．考察

　今回の結果は、EGF および低酸素ストレスによる歯根膜細胞の増殖促進に、ERK1/2 の一

時的かつ選択的な活性化が伴うことを示した。このうち EGF に関しては、その EGF-R との

結合と自己リン酸化による EGF-R のチロシンキナーゼ活性化を引き金とし、ERK1/2 活性

化を介して細胞増殖に向かう経路は比較的良く知られてい 14) が、その一方、低酸素ストレス

に応答して ERK1/2活性化につながる経路については全く不明である。低酸素環境に応答し、

多くの組織中でその発現が確認されている分子の一つとして転写因子 hypoxia-inducible

transcription factor-1（HIF-1）が知られている 15)。低酸素ストレスは非レセプター型チロ

シンキナーゼである c-Src をリン酸化することから、HIF-1 の上流には c-Src が位置するも

のと考えられている 16)。またこの c-Src 活性化は、G-protein 共役受容体から ERK1/2 活性

化への経路に関わっていることも知られており 17)、低酸素ストレスから ERK1/2 活性化につ

ながる経路にも関与する可能性が考えられる。別の可能性として、低酸素ストレスが細胞内

酸化状態を直接的に低下させ、その結果レドックス制御を受ける転写因子分子が応答したこ

とも考えられる 18,19)。ただし ERK1/2 活性化との関連性は明らかでない。データは示さない

が、dihydrorhodamine 123 染色 20) によれば、5% O2環境で培養した歯根膜細胞内の酸化状

態は 50%以上低下していた。

　メカニカルストレスに応答する細胞内信号伝達経路については未だ全貌は明らかにされて

いないが、細胞膜上のイオンチャンネルの活性化や焦点接着キナーゼ（focal adhesion

kinase; FAK）をメカノセンサーとして ERK1/2 が活性化されることが、心筋細胞 21,22) およ

び腎糸球体細胞 23) を用いた研究により報告されている。彼らの結果ではメカニカルストレス

により細胞増殖が促進されており、その意味で ERK1/2 活性化が起こったことは理解しやす
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い。それとはきわめて対照的に、我々の今回の結果は、メカニカルストレスが FAK のリン酸

化と JNK の活性化を介して細胞分化を誘導することを、骨性細胞において初めて示したもの

である。ERK1/2 とは異なり、JNK は細胞増殖の停止やアポトーシスに関与することが知ら

れている 1,2)。事実、本研究においてもメカニカルストレスによる増殖阻害が見られたが、歯

根膜細胞の in vitro 骨性分化は、増殖停止を起点として石灰化ノズル形成まで連続的に進行

することが報告されている 24)。したがって、メカニカルストレスによる JNK を介した増殖停

止の結果、細胞が分化に向かった可能性が考えられる。一方 JNK と同様に増殖停止に関与す

ると考えられている p38 1) は、メカニカルストレスにまったく応答しなかった。このことは、

p38 によっては制御を受けず、JNK によってのみ活性化を受ける下流の分子、例えば c-Jun、

が骨性分化の表現形質に必要な遺伝子転写を促進する可能性を示唆している。

　ERK1/2、JNK、p38 の 3 種の MAPK には共通の標的基質があるため、MAPK の下流の

経路はある程度オーバーラップしていることが考えられる。そこで MAPK 活性化の細胞機能

上における結果が、異なる MAPK 経路間のバランスに依存するとする考え方 25) は魅力的で

ある。また MAPK 活性化の時系列的な流れや活性化の持続性も、細胞機能変化に影響を及ぼ

すであろう 26)。骨芽細胞においては、ALP や osteocalcin など多くの骨分化マーカー遺伝子

のプロモーター領域には転写因子 AP-1（activating protein -1）が存在している。一方

AP-1 は c-fos など細胞増殖に関わる遺伝子のプロモーター領域にも多く存在する。この

AP-1 は通常 c-Fos ファミリーと c-Jun ファミリーの 2 つのタンパク群の中からそれぞれ選

ばれたタンパクの複合体として形成される。そこで AP-1 の関わる細胞の増殖と分化の相反

的な関係を、AP-1 複合体の選択的な組成変化により説明する試みがなされている 28)。

ERK1/2 の活性化は c-Fos ファミリー、JNK の活性化は c-Fos および c-Jun ファミリーの

タンパク合成につながること 1) を考え合わせると、ERK1/2 経路と JNK 経路のバランスは、

具体的には AP-1 複合体の組成を規定し、その結果 AP-1 の働きを制御しているのかもしれ

ない。

　歯根膜細胞を用いた今回の我々の実験系では、比較的区別しやすいシグナル伝達経路が観

察された。すなわち、EGF 刺激と低酸素刺激は一時的で選択的な ERK1/2 の活性化を引き

PDL cells

Hypoxia Mechanical stressStress EGF

Proliferation DifferentiationOutcome

ERK
JNK/SAPK

Differential Activation of MAP Kinases

Fig.5　ERK1/2とJNK/SAPKの選択的活性化が

歯根膜細胞の増殖と分化を制御する可能性
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起こし、細胞増殖は促進された。それとは対照的に、メカニカルストレスは JNK を持続的に

活性化し、細胞の増殖が停止し、分化が誘導された。これを最終的に証明するには in vivo

における実験データが決め手となるが、少なくとも今回の in vitro の結果をもとに、我々は、

環境ストレスに応答するシグナル伝達経路、特に ERK1/2 と JNK 間のバランスが歯根膜細

胞のその後の運命を決定付けている可能性を提案する（Fig. 5）。さらにこのバランスが、ひ

いては歯根膜組織の機能的、組織的バランスを維持する上で重要な役割を担っていることも

考えられる。

11．今後の展開

　MAPK の選択的活性化と細胞のストレス応答性の間の関係については、酸素ストレスおよ

び紫外線ストレスに着目してさらに詳細に検討を重ねたが、その結果については別稿で述べ

る。今後は、歯根膜細胞における本研究の結果が、骨性細胞一般に、さらに分化能を有する

培養細胞にも普遍的に当てはまるものか否かを検討する方向、および、MAPK をノックアウ

トもしくは overexpression させた場合の応答性を検討する方向、の二通りの攻め方を考え

ている。
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(6) Abstract

In an attempt to elucidate the specificity of pathways from environmental stress to

cellular outcome via mitogen activated protein kinases (MAPKs) activation, we examined

the responsiveness of cultured human osteoblastic periodontal ligament (PDL) cells to

epidermal growth factor (EGF), hypoxia and mechanical stress, in terms of cell

proliferation, differentiation and associated activation of three different types of MAPK.

Cell proliferation was promoted in the presence of 10ng/ml of EGF or in hypoxic

conditions (5% O2), whereas it was inhibited by cyclic stretch (9% strain, 6 cycles/min)

which was used as a model of mechanical stress. Conversely, the alkaline phosphatase

activity, a marker for osteoblastic differentiation of the cells, was increased by cyclic

stretch but decreased by EGF and hypoxia. The mitogenic response of PDL cells to EGF or

hypoxia was associated with the selective phosphorylation and activation of extracellular-

related kinase (ERK) 1/2, while phosphorylation and activation of c-Jun N-terminal

kinase (JNK) was observed in mechanical stretch loaded cells. No such changes were seen

in p38 protein. These findings suggested that stress-responsive changes in proliferation
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and osteoblastic differentiation of PDL cells are selectively mediated by ERK 1/2 and by

JNK, respectively, and that a balance between these two pathways determines the cell

fate.


