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原 著

メカニカルストレスの変動に伴う歯槽骨骨細胞の
sclerostin 産生能の変化

駒 形 香菜子1）　　藤 原 　 敦1）　　渡 邉 竜 太2）

江 㞍 貞 一2）　　北 井 則 行1）

Changes in the sclerostin productivity of alveolar bone osteocytes 
due to mechanical stress changes

KANAKO KOMAGATA1）, ATSUSHI FUJIWARA1）, RYUUTA WATANABE2）, 
SADAKAZU EJIRI2）, NORIYUKI KITAI1）

ラット上顎臼歯間に挿入したゴムを除去することで，メカニカルストレスを変動させ，それに伴う歯槽骨
骨細胞の sclerostin 産生能の変化を検索し，メカニカルストレス変動に対する骨細胞の反応機序の解明を試
みた． 8 週齢雄性 Wistar（Slc）ラット32匹を用いた．実験群は 3 群 8 匹ずつに分け，未処置群は 8 匹とし
た．上顎第一，第二臼歯間にゴムを24時間挿入後，ただちにト殺した24時間装着群，ゴムを除去して6時間
後の除去後 6 時間群，24時間後の除去後24時間群，および未処置群を作製し，μCT 撮影後，SOSTmRNA
に対する in situ Hybridization と sclerostin に対する免疫染色を行った．観察部位は第一臼歯近心根と近心
口蓋根間の根間中隔歯槽骨（M-MP）および近心口蓋根と遠心口蓋根間の根間中隔歯槽骨（MP-DP）とし
た．未処置群の M-MP，MP-DP では，SOSTmRNA と sclerostin が認められた．24時間装着群の M-MP，
MP-DP では，SOSTmRNA も sclerostin も認められなかった．除去後 6 時間群では，M-MP で SOST 
mRNA と sclerostin が認められたが，MP-DP では SOST mRNA も sclerostin も認められなかった．除去
後24時間群の M-MP，MP-DP では，SOSTmRNA と sclerostin が認められた．部位によって sclerostin 産
生能回復時間が異なる原因として，メカニカルストレスの強度またはメカニカルストレスに対する骨細胞の
感受性が部位により異なることが考えられる．メカニカルストレスを加えることにより消失した骨細胞の
sclerostin 産生分泌能は，メカニカルストレス除去後 6 時間で回復し，SOSTmRNA の発現と同時期に骨基
質中に sclerostin が分泌されることと部位によって骨細胞の sclerostin 産生能回復時間が異なることが示さ
れた．

キーワード：SOSTmRNA，メカニカルストレス，骨細胞，スクレロスチン，ラット歯槽骨

By removing the rubber inserted between the maxillary molars of rats, the mechanical stress was 
changed, and the accompanying change in the sclerostin production ability of alveolar bone osteocytes was 
assessed to clarify the mechanism underlying the osteocytes response to changes in mechanical stress. Thir-
tytwo 8-week-old male Wistar (Slc) rats were used. Experimental groups were divided into three treatment 
groups of eight animals each with the remaining eight animals in an untreated group. The groups were as 
follows: a group in which the rubber was inserted between the fi rst and second molar teeth for 24 h, after 
which the animals were immediately sacrifi ced (24 h wearing group); two groups in which the rubber was 
inserted between the fi rst and second molar teeth for 24 h, after which the rubber was removed, the ani-
mals were sacrifi ced 6 h after removal treatment (6 h after group), and sacrifi ced 24 h after removal treat-
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緒 言

骨はメカニカルストレスの変化に適応していること
が知られている1）．実際に骨にメカニカルストレスを
加えて骨細胞の反応を調べた研究2）では，メカニカル
ストレスが加わった領域で骨形成が生じたが，その領
域の骨細胞および骨細胞周囲の sclerostin が消失して
いることから，メカニカルストレスによって骨細胞の
sclerostin 産生が抑制されることが明らかとなった．

sclerostin とは，SOST 遺伝子にコードされる糖タ
ンパク質3）で，骨細胞によって産生分泌される4,5）．骨
細胞が分泌した sclerostin は骨芽細胞表面にある Wnt
共役受容体のlipoprotein receptor-related protein 5/6

（LRP5/6）に結合することで，Wnt タンパク質が受容
体に結合することを阻害し，その結果，骨芽細胞にお
ける Wnt/β－カテニンシグナル系が作動しなくなり，
骨形成が抑制される6-8）．一方，メカニカルストレスを
感知した骨細胞は sclerostin 産生を停止し，その結果，
骨芽細胞の Wnt/βカテニンシグナル系が作動するよ
うになり，骨形成が促進すると考えられている6,9）．

骨細胞がメカニカルストレスによって sclerostin 産
生を抑制する機構に関しては，メカニカルストレス
を感知した骨細胞がプロスタグランジン E2などを放
出し，それが骨細胞自身の EP4レセプターに結合し，
骨細胞内にシグナル伝達された結果，SOSTmRNA
の発現が抑制され sclerostin 産生を停止するという報
告がある10）．

メカニカルストレスによって生じる骨改造現象と骨
細胞の反応を生体内で観察するためには，継続的な骨
改造現象が生じており，かつ歯科矯正学的処置により

メカニカルストレスの方向を変えることが可能なラッ
トの顎骨臼歯部が適している．ラットの臼歯は咬合力
によるメカニカルストレスによって生理的に遠心方向
に移動11）しているが，第一，第二臼歯間にエラスティッ
クを挿入することで，第一臼歯に作用するメカニカル
ストレスは近心方向に反転し第一臼歯は近心方向に移
動することが知られている12-14）．

このモデルを用いてメカニカルストレスの方向を
反転させ，歯槽骨骨細胞の SOSTmRNA の発現と
sclerostin の局在変化を経時的に検索した研究15）によ
ると，強いメカニカルストレスが加わった領域の歯
槽骨骨細胞では，メカニカルストレス負荷後 6 ～12
時間で SOSTmRNA の発現が消失し，さらにその 6
時間後に骨基質中の sclerostin が消失すると報告さ
れている．また，メカニカルストレス負荷後24時間
で上顎第一臼歯歯槽骨中のすべての骨細胞において
SOSTmRNA の発現と sclerostin の局在が認められな
くなったことが報告されている．

しかしながら，メカニカルストレスを感知して
sclerostin 産生を停止した骨細胞が，再び sclerostin
産生を開始する機序について詳細な研究は報告されて
いない．

本研究では，ラット上顎臼歯部に挿入したエラス
ティックを除去することで，メカニカルストレスを変
化させ，その変動に伴う骨細胞の SOSTmRNA の発
現状態を in situ Hybridization 法を用いて，骨基質中
の sclerostin の局在変化を免疫染色にて経時的に検索
し，骨細胞のメカニカルストレス変動に対する反応機
序の解明を試みた．

ment (24 h after group). After micro-computed tomography imaging, SOSTmRNA in situ hybridization 
and sclerostin immunostaining were performed. The observation site was the alveolarbone of intraradicular 
septum between the fi rst molar tooth mesial root and the mesial palatal root (M-MP), and the bone of intr-
aradicular septum between the mesial palate root and the distal palatal root (MP-DP). In the untreated 
group, both SOSTmRNA expression and sclerostin staining were observed in the M-MP and MP-DP. In 
contrast, neither SOSTmRNA expression nor sclerostin staining was observed in the M-MP or MP-DP in 
the 24 hour wearing group. Furthermore, while both SOSTmRNA expression and sclerostin staining were 
observed in the M-MP in the 6 h after group, neither SOSTmRNA expression nor sclerostin staining was 
observed in the MP-DP. Both SOSTmRNA expression and sclerostin staining were observed in the M-MP 
and MP-DP in the 24 h after group. Because of the diff erent force or susceptibility of osteocytes on each 
site, the time required to produce sclerostin by osteocytes may be diff erent. The sclerostin production ability 
of osteocytes that had been eliminated by the application of mechanical stress recovered at 6 h after removal 
of mechanical stress, and sclerostin was once again secreted into the bone matrix at the almost same time as 
the expression of SOSTmRNA in osteocytes. The recovery time of sclerostin production was found to diff er 
depending on the site.

Key words：SOSTmRNA, mechanical stress, osteocytes, Sclerostin, rat alveoli
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材料と方法

1 　実験動物
実験には 8 週齢の雄性 Wistar（Slc）ラット32匹（中

部科学資材，愛知）を用いた．ラットは朝日大学歯学
部実験動物飼育施設において飼育した．室温（22±
2 ℃）と湿度（55± 2 %）は一定に保ち，明暗周期は
6 時より18時まで点灯，18時より 6 時まで消灯とした．
ラットは固形飼料（オリエンタル酵母工業，MF，東京）
と水道水を自由に摂取できる状態にした．なお，実験
は朝日大学歯学部動物実験倫理委員会の承認（承認番
号：16-004）を得て行った．

2 　実験方法
エラスティックを挿入しない 8 匹を未処置群（図

1 A）として灌流固定した．実験群は 3 群 8 匹ずつに
分け，ラットの腹腔内に塩酸メデトミジン（ドルベネ

注Ⓡ，共立製薬，東京）0.15mg/kg，ミダゾラム（ド
ルミカム注射液Ⓡ，アステラス製薬，東京）2.0mg/
kg，酒石酸ブトルファノール（ベトルファールⓇ，
Meiji seika ファルマ，東京）2.5mg/kg を投与した後，
生理的に遠心移動している上顎左側第一臼歯（M1），
第二臼歯（M2）間に矯正用エラスティック（ズーパッ
クエラスティック，Ormco Corporation, CA, USA）
を挿入し，24時間 M1の近心移動を行った．その後直
ちに 4 ℃の 4 % パラホルムアルデヒド固定液にて灌
流固定を行った 8 匹を24時間装着群とした（図 1 B）．
エラスティックを24時間装着後，エラスティックを除
去し， 6 時間後に灌流固定を行った 8 匹を除去後 6 時
間群とした（図 1 C）．エラスティック除去後24時間
後に灌流固定を行った 8 匹を除去後24時間群とした．
エラスティック装着中および除去後のラットは，固形
飼料と水道水を自由に摂取できる状態にした．

図 1 　未処置群，エラスティック24時間装着群およびエラスティック除去後 6 時間群のμCT 画 像
白矢印は歯牙の移動方向を示す．

（A）未処置群　（B）エラスティック24時間装着群　（C）エラスティック除去後 6 時間群
M1：第一臼歯　M2：第二臼歯

灌流固定後，上顎骨を摘出し，24時間 4 % パラホ
ルムアルデヒドにて浸漬した後，0.1M リン酸緩衝
液（PBS）中で保存した．次いで試料をμCT 装置

（ScanXmate-RB090SS，コムスキャンテクノ，横浜）
にて撮影した（管電圧：90kV，管電流：89μA，倍率：
13倍）．μCT スライス画像から三次元立体構築ソフト
ウェア（TRI/3D-BON，ラトックシステムエンジニ
アリング，東京）を用いて立体構築像を作製した．μ
CT 撮影後，上顎骨は Morse のギ酸 ‐ クエン酸脱灰
液16）を用い，室温で撹拌しながら 5 日間脱灰した．脱
灰後の試料をパラフィン包埋し滑走式ミクロトーム

（リトラトームⓇ，REM-700，大和光機工業，埼玉）
を用いて，咬合平面と平行な水平断で厚さ 5μm の連
続切片を作製した．

1 ）in situ Hybridization
胎生16.5日のラットから抽出した total RNA より

逆転写にて cDNA を得て，これを鋳型に antisense 
RNA（NM_030584.1）を作製した．その後，ジゴキ
シゲニン（DIG）標識を DIG ラベリングキット（Roche, 
Mannheim,Germany）にて行ったものを RNA Probe
として使用した．in situ Hybridization は Wilkinson 
and Nieto の方法17）にて行った．また，ネガティブコ
ントロールにはセンスプローブを使用した．

2 ）免疫染色
脱パラフィン処理した切片を，0.3%H2O2による内因

性ペルオキシダーゼ除去とウシ血清によるブロッキン
グ処理し，400倍希釈した抗マウス SOST/sclerostin
抗体（AF1589）（R&D System, MN, USA）を 4 ℃で
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3 　観察部位
上顎第一臼歯（M1）の根間中隔歯槽頂部直下を通

る咬合平面に平行な水平断面上の近心根（M）と近心
口蓋根（MP）との間の根間中隔歯槽骨を M-MP，近
心口蓋根（MP）と遠心口蓋根（DP）の間の根間中隔
歯槽骨を MP-DP とし，観察部位とした（図 2 ）．

一晩反応させた．その後，biotin 標識抗ヤギ IgG 抗体
（cell ＆ tissue stainning kit, R&D System, MN, USA）
に60分間浸漬し，diamino benzidine staining kit（cell
＆ tissue staining kit, R&D System, MN, USA）によ
り発色を行った．対比染色にはMayer のHematoxylin
を用いた．ネガティブコントロールには一次抗体とし
て正常ヤギ IgG または PBS を用いて反応を行った．

図 2 　観察部位を示すμCT 画像
（A）矢状断面像．白線は咬合平面と平 行で根間中隔歯槽頂部直下を通る水平断面の位置を示す．
（B）図 A における白線の位置での水平断面像．
近心根（M）と近心口蓋根（MP）との間の白線で囲まれた根間中隔歯槽骨を観察部位 M-MP とした．
近心口蓋根（MP）と遠心口蓋根（DP）との間白の破線で囲まれた根間中隔歯槽骨を観察部 MP-DP とした．
M1：第 一臼歯　M2：第二臼歯

結 果

1 　μCT 所見
未処置群ではM1とM2は接していた（図 3 A）．また，

MP と M-MP，DP と MP-DP 間に歯根膜腔に相当す
る間隙が認められた（図 3 B）．

24時間装着群では，挿入したエラスティックにより
M1と M2間は離開しており，MP は M-MP に，DP
は MP-DP に近接していた（図 3 C，D）．

除去後 6 時間群では，24時間装着群と比較して，
M1と M2間の空隙は狭まり，MP は M-MP から，DP
はMP-DPから離れていることが示された（図 3 E，F）．

除去後24時間群では M1と M2間の空隙は認められ
なくなった（図 3 G）．MP と M-MP，DP と MP-DP
間の間隙は除去後 6 時間群よりも拡大していた（図
3 H）．

2 　SOSTmRNA in situ Hybridization の所見
未処置群の M-MP，MP-DP に存在する骨細胞には

SOSTmRNA の発現が認められた（図 4 A，B）．
24時間装着群では，M-MP，MP-DP ともに骨細胞

で SOSTmRNA の発現が認められなかった（図 5 A，
B）．

除去後 6 時間群では，M-MP の骨細胞においての
み SOSTmRNA の発現が認められたが，MP-DP の
骨細胞では SOSTmRNA の発現が認められなかった

（図 5 C，D）．
除去後24時間群では，M-MP，MP-DP ともに骨細

胞には SOSTmRNA の発現が認められた（図 5 E，F）．

3 　sclerostin 免疫染色の結果
未処置群では，M-MP，MP-DP ともに骨細胞と骨

細胞周囲に抗 sclerostin 抗体陽性反応が認められた
（図 6 A，B）．

24時間装着群では，M-MP，MP-DP ともに骨基質
中の抗 sclerostin 抗体陽性反応が認められなかった

（図 7 A，B）．
除去後 6 時間群では，M-MP の骨細胞と骨細胞周

囲において抗 sclerostin 抗体陽性反応が認められた
が，MP-DP の骨細胞と骨細胞周囲では抗 sclerostin
抗体陽性反応が認められなかった（図 7 C，D）．

除去後24時間群では，M-MP，MP-DP ともに骨細
胞と骨細胞周囲に抗 sclerostin 抗体陽性反応が認めら
れた（図 7 E，F）．
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図 3 　μCT 立体構築像
（A）未処置群の M1と M2の咬合面観　（B）未処置群の M1の根間中隔歯槽骨の水平断面像
（C）24時間装着群の M1と M2の咬合面観　（D）24時間装着群の M1の根間中隔歯槽骨の水平断面像
（E） 除去後 6 時間群の M1と M2の咬合面観　（F）除去後 6 時間群の M1の根間中隔歯槽骨の水平断面像
（G）除去後24時間群の M1と M2の咬合面観　（H）除去後24時間群の M1の根間中隔歯槽骨の水平断面像
M1：第一臼歯　M2：第二臼歯　M：近心根　MP：近心口蓋根　DP：遠心口蓋根

図 4 　未処置群の SOST mRNA in situ Hybridization 所見
（A）M-MP，（B）MP-DP
骨細胞には SOSTmRNA の発現を示す青紫色の反応が認められる．
M：近心根　MP：近心口蓋根　DP：遠心口蓋根　bar=50μm
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図 5 　実験群の SOSTmRNA in situ Hybridization 所見
（A）24時間装着群の M-MP，（B）24時間装着群の MP-DP，（C）除去後 6 時間群の M-MP，
（D）除去後 6 時 間群の MP-DP，（E）除去後24時間群の M-MP，（F）除去後24時間群の MP-DP，
除去後 6 時間群では M-MP の骨細胞にのみ SOSTmRNA の発現を示す青紫色の反応が認められる．除去後24時間群では
M-MP，MP-DP ともに骨細胞には SOSTmRNA の発現を示す青紫色の反応が認められる．
M：近心根　MP：近心口蓋根　DP：遠心口蓋根　bar=50μm

考 察

ラットの臼歯は生理的に遠心方向に移動しているこ
とが知られている11）．μCT 所見では，未処置群の M1
と M2は接していたが，エラスティック装着24時間群
の M1と M2の間には空隙が認められ，MP は M-MP
に，DP は MP-DP に近接していた．したがって，エ
ラスティックを挿入してから24時間矯正力が負荷され
たことで M1は近心移動し，根間中隔歯槽骨には歯根
を介した強いメカニカルストレスが生理的な状態とは

逆方向に加わっていたと考えられる．エラスティック
除去後 6 時間群では，24時間装着群と比較して，M1
と M2間の空隙は狭まり，MP は M-MP から，DP は
MP-DP から離れていたことから，近心移動していた
M1がエラスティックを除去することで遠心に移動し，
メカニカルストレスの方向が変化したことが示唆され
た．エラスティック除去後24時間群では M1と M2の
空隙は閉鎖しており，生理的な咬合状態とほぼ同じ状
態へ戻ることが示された．

未 処 置 群 の M-MP，MP-DP で は， 骨 細 胞 に
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図 6 　未処置群の sclerostin 免疫染色像
（A）M-MP，（B）MP-DP
骨細胞と骨細胞周囲に茶色の抗 sclerostin 抗体陽性反応が認められる．枠内に一部拡大像を示す．
M：近心根　MP：近心口蓋根　DP：遠心口蓋根　bar=50μm

SOSTmRNA の発現が認められ，骨細胞と骨細胞周
囲に抗 sclerostin 免疫陽性反応が認められたことか
ら，生理的な咬合状態では M-MP，MP-DP に存在す
る骨細胞は sclerostin を産生し分泌していたことが示
された．しかし，24時間装着群の M-MP，MP-DP で
は，骨細胞の SOSTmRNA の発現も，骨細胞および
骨細胞周囲の抗 sclerostin 免疫陽性反応も認められな
かったことから，24時間矯正力が負荷されたことで
M-MP，MP-DP ともに骨細胞は sclerostin の産生を
停止し，さらに骨基質中の sclerostin も消失すること
が明らかとなった．この結果は，メカニカルストレス
負荷後24時間で上顎第一臼歯歯槽骨中のすべての骨細
胞において SOSTmRNA の発現も sclerostin の局在
も認められないとした報告15）と同様である．

一 方， エ ラ ス テ ィ ッ ク を 除 去 す る と M-MP，
MP-DP ともに SOSTmRNA の発現と sclerostin の局
在が認められたことから，メカニカルストレスを加
えることにより消失した骨細胞の sclerostin 産生分泌
は，メカニカルストレス除去後に回復することが明ら
かになった．

エラスティック除去 6 時間後に，M-MP で SOST 
mRNA の発現が回復した本研究の結果と，メカニカ
ルストレス負荷後 6 時間で sclerostin 産生能が消失す
るこという報告15）を合わせて考えると，骨細胞がメカ
ニカルストレスに反応し，sclerostin 産生能を変化さ
せるまでに必要な時間は 6 時間であると推測される．

本研究では，骨細胞の SOSTmRNA の発現が認め
られると同時に骨細胞と骨細胞周囲に sclerostin の局
在が認められた．したがって，骨細胞が SOSTmRNA
を発現すると，ただちに骨基質中に sclerostin が
分泌されることが示唆される．一方，骨細胞の
SOSTmRNA が消失した後， 6 時間経過すると骨基

質中の sclerostin の局在が認められなくなると報告
されている15）．この現象は骨細胞周囲に存在していた
sclerostin が，骨小腔や骨細管の中を流れる組織液に
よってすべて骨表面へと運ばれるまでの経過時間であ
ると解釈されている．

エラスティック除去 6 時間後，M-MP では骨細胞
における SOSTmRNA の発現と抗 sclerostin 免疫陽性
反応が認められた．しかし MP-DP では SOSTmRNA
の発現も抗 sclerostin 免疫陽性反応も認められなかっ
たことから，部位によってメカニカルストレスの変
動に対する骨細胞の反応時間が異なることが示され
た．この理由として，歯槽骨の部位によって骨細胞の
メカニカルストレスに対する感受性が異なる可能性が
考えられる．また，24時間装着群のμCT 所見で示さ
れているように，エラスティック挿入による矯正力に
よって MP-DP には DP が圧接しており，M-MP よ
り強いメカニカルストレスが加わっている可能性が示
唆される．この部位によるメカニカルストレスの差
が，sclerostin 産生停止作用を引き起こすプロスタグ
ランジン E2の量や，骨細胞の EP4レセプターにプロ
スタグランジン E2が結合した後のセカンドメッセン
ジャーに量的な差が生じた結果，再び sclerostin が産
生されるまでの時間が異なる可能性も考えられる．

本研究は，矯正歯科治療の手法を用いてメカニカル
ストレスを変動させることで，メカニカルストレスに
よって停止した骨細胞の sclerostin 産生能と骨基質中
の sclerostin の局在の回復について生体内で経時的に
明らかにした初めての研究である．

結 論

メカニカルストレスを加えることにより消失した骨
細胞の sclerostin 産生分泌は，メカニカルストレス除
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去後 6 時間で回復することが明らかとなり，骨細胞
が SOSTmRNA を発現すると，ただちに骨基質中に
sclerostin が分泌されることが示唆された．また，部
位によってメカニカルストレスの変動に対する骨細胞
の反応時間は異なることが示された．
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