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略語一覧 

Ti チタンディスク 
TCPD 組織培養ポリスチレンディッシュ 
AMPK AMP 活性化プロテインキナーゼ 
BMP-2 Bone morphogenetic protein-2 
OIM 骨芽細胞分化誘導培地 

AICAR Acadesine 
BIC 骨-インプラント接触 
Sa 三次元算術平均高さ 

3-MA 3-methhyladnine 
APN AdipoRon 

CCK8 Cell Counting Kit-8 assay 
cDNA 相補的 DNA 
mRNA メッセンジャーRNA 
Runx2 Runt-related transcription factor 2 

Osx Osterix/Sp7 
Becn1 Beclin-1 
Prkn Parkin 
LC3 MapLC3a 
Ulk1 ULK1 
Itg β3 Integrin β3 
Itg β1 Integrin β1 
Itg α2 Integrin α2 
Itg αV Integrin αV 
Ocn Osteocalcin 
WB ウェスタンブロット 
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要旨 
インプラント治療の成功には，オッセオインテグレーションの獲得が不可欠

である．チタン製インプラントにおいて，周辺に存在する骨関連細胞の初期接

着と新規の骨形成にはインテグリンの関与が報告されている．その内，チタン

と骨芽細胞との接着は，チタンに吸着したタンパク質を介して細胞膜上のイン

テグリンに結合する．そこで，私ははじめに，チタンディスク（Ti）と組織培

養ポリスチレンディッシュ（TCPD）上で培養した前骨芽細胞では増殖や分化

能が異なるのではないかと考えた． 

糖尿病患者では，インプラント治療中のオッセオインテグレーションの獲得

が健常人に比べて遅く，不良である．2 型糖尿病患者の血清中アディポネクチ

ン濃度は，AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）の抑制を介して健常者よ

りも低い．したがって，AMPK の活性化はインプラント周囲の骨形成を促進

し，その結果，オッセオインテグレーションの獲得が改善されるという仮説を

立てた．本研究の目的は，AMPK 活性化によるオートファジーが前骨芽細胞の

骨芽細胞分化に及ぼす影響，その下流シグナル伝達のメカニズムを Ti 上で評価

することである．さらに，糖尿病患者においても，より確実で早期のオッセオ

インテグレーションの獲得を目指す目的で，Ti 上での前骨芽細胞の増殖や分化

に対する AMPK 活性化剤の効果について調べた． 

マウス前骨芽細胞 MC3T3-E1 細胞を骨芽細胞分化のために Bone 

morphogenetic protein-2（BMP-2）存在下［一部，骨芽細胞分化誘導培地

（OIM）］で培養した．また，AMPK 活性化剤である Acadesine（AICAR）の存

在下または非存在下で BMP-2 とともに培養した．CCK8 アッセイ，ルシフェラ

ーゼアッセイ，定量的 RT-PCR 法，およびウェスタンブロット解析を用いて，

前骨芽細胞の増殖や骨芽細胞分化，インテグリンの発現を TCPD と Ti で比較，
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評価した．さらに，骨芽細胞分化に対する AMPK 活性化の影響とその下流のメ

カニズムを Ti 上で評価した． 

前骨芽細胞の増殖率は，Ti と TCPD の間で差はなかったが，Ti 上の前骨芽細

胞は TCPD 上の細胞よりも転写活性が増加し，骨芽細胞分化が促進されたこと

を発見した．これは，インテグリンの発現の違いが関与している可能性が高い

と考えられた． 

AICAR の添加により，Ti 上での前骨芽細胞の増殖が促進された．AICAR は

Ti 上での BMP-2 依存的な転写活性を増強し，骨形成関連分子の発現を増加さ

せた．AICAR は同時に Ti 上のオートファジー関連分子，特に LC3-II の発現を

増加させた．アディポネクチン受容体 type1/type2 活性化因子である AdipoRon

は AMPK を活性化し，Ti 上の骨芽細胞形成関連分子の発現を増加させた． 

Ti 上の細胞は，TCPD 上の細胞よりも転写活性の増加，骨芽細胞形成関連遺

伝子とタンパク質，オートファジー関連遺伝子とそのタンパク質とインテグリ

ンの遺伝子発現が増加した．インテグリンは特異的に発現しており，下流シグ

ナルがオートファジーや骨芽細胞分化に影響を及ぼしている可能性があること

が示唆された． 

さらに，アディポネクチン受容体の活性化とその下流の AMPK の活性化は，

オートファジーを介して Ti 上での前骨芽細胞の骨芽細胞分化を促進し，インプ

ラント治療中のオッセオインテグレーションの獲得を促進することが示唆され

た． 
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緒言 
インプラント治療の成功に必要不可欠なオッセオインテグレーションは，

インプラント表面が骨と接触している状態である．チタン製インプラントにお

いて，骨芽細胞の接着とその分化にはインテグリンの関与が報告されている．

インテグリンは18種類のαサブユニットと8種類のβサブユニットの二量体から

なる．前骨芽細胞のインテグリンが，インプラント表面に付着した接着性タン

パク質を認識し結合することにより骨芽細胞の分化が起こる［1］．まず，私

は前骨芽細胞のチタンディスク（Ti）上と組織培養ポリスチレンディッシュ

（TCPD）上の骨芽細胞分化に何か違いあるのではないかと考えて評価を試み

た． 

AMP活性化プロテインキナーゼ（AMPK）は，細胞のエネルギー状態のセ

ンサーとして保存されていることが報告されている［2］．AMPKは代謝ストレ

スによって活性化され，異化経路を活性化する一方，生合成経路を不活性化さ

せ細胞内のエネルギー平衡を維持することが以前に報告されている［3］．   

AMPKの活性化は，細胞の生存能とミトコンドリアの生合成および分裂を促

進し，抗酸化酵素の発現を促進する［4］．骨芽細胞分化誘導培地（OIM）を

用いて，TCPD上の前骨芽細胞において，AMPKが前骨芽細胞の骨芽細胞分化

と石灰化を促進するという報告もある［5，6］．さらに，AMPK活性化剤であ

るAcadesine（AICAR）は，TCPD上の間葉系幹細胞/間葉系細胞を含む骨芽細胞

系譜において，オートファジーのシグナル伝達経路を刺激した［7，8］．我々

は近年，AICARはTi上の前骨芽細胞が石灰化を促進することを報告した

［9］． 

しかし，多くの報告は，OIMを用いてTCPD上で培養した前骨芽細胞から得

られたものであり，Ti上の培養についてはほとんど検討されていない．また，
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Ti上で培養した前骨芽細胞の分化をオートファジーが介在したメカニズムを検

証した報告はない． 

アディポネクチンは脂肪細胞由来のアディポカインの一種であり，AMPKの

活性化を介して組織レベルでエネルギー代謝のバランスを制御する重要な役割

を果たしている［10，11］．2型糖尿病患者では血清中のアディポネクチン濃

度が有意に低下しており，糖尿病による骨量減少を引き起こしているという報

告がある［12］．そのため，アディポネクチンの下流シグナル伝達分子である

AMPKは，特に2型糖尿病患者において，骨-インプラント接触（BIC）やオッセ

オインテグレーションを促進する治療標的となる可能性が報告されている

［13］． 

本研究では，AMPKの活性化によりオートファジーを促進することで，インプ

ラント周囲骨における前骨芽細胞の分化が促進され，糖尿病患者であっても，

より早く，より強固な骨とBICおよびオッセオインテグレーションの促進につ

ながるという仮説を立てた（図1）．そこで，続いて私は，AMPK活性化が骨芽

細胞分化関連分子の発現に及ぼす影響について検討した． 

本研究の目的は，1）TiとTCPD上との培養において前骨芽細胞の増殖や骨芽

細胞分化に違いがあるか，2）AMPK活性化促進によりTi上の前骨芽細胞の骨芽

細胞分化に及ぼす影響とその下流シグナル伝達のメカニズムを評価することで

ある． 
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 図 1 AMPK が Ti 周囲の前骨芽細胞の骨芽細胞分化を促進しオッセオインテグレーションを 

促進するという仮説の模式図  
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材料と方法 

1. Ti の処理 

Ti（縦 10.0 mm×横 10.0 mm×厚さ 1.0 mm; NANTOH Co., Ltd., Shizuoka, Japan）

および φ55 mm×厚さ 1.0 mm ディスク（TIG Co., Ltd, Osaka, Japan）は，JIS4 規格

であり，三次元算術平均高さ（Sa）は，0.176.6±0.054 μm であった．これは，市

販インプラントにおいて機械研磨に相当するものであった． 

 

2. Ti の表面形状 

Ti の表面粗さは，レーザー顕微鏡（MD-F3000, Keyence, Osaka, Japan）を用い

て，表面の Sa をパラメータとして評価した（図 2A, B）．Ti 上で MC3T3-E1 細胞

を 24 時間培養し，細胞が Ti 上で接着していることを確認した（図 2C）．細胞は

10 ％ホルマリンで固定し，エタノールで脱水し，臨界点乾燥機を用いて液化二

酸化炭素で乾燥させた．サンプルを金で 2 分間スパッタリングし，走査型電子

顕微鏡（JSM-6330F, JEOL Co., Ltd, Tokyo, Japan）で観察した． 

 
  

図 2 チタン表面の形状． 
A：レーザー顕微鏡によるチタンの表面形状 
B：走査型電子顕微鏡を用いた Ti 表面 
C：MC3T3-E1 細胞播種後，24 時間培養後の表面形状 
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3. 細胞培養 

マウス前骨芽細胞（MC3T3-E1; Subclone14）は，American Type Culture Collection

（Manassas, Virginia, USA）から入手した．この細胞は，10 ％ウシ胎児血清

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）およびペニシリン-ストレプトマイシン

（Fujifilm Wako, Tokyo, Japan）を添加した最小必須培地-α（MEM-α; Fujifilm Wako, 

Tokyo, Japan）で，細胞が 70 ％のサブコンフルエントに達するまで Ti 上と TCPD

上で培養した．サブコンフルエントに達した後，細胞（1.0×105 cells/mL）を Bone 

morphogenetic protein-2（BMP-2; Pepro Tech. Inc., NJ, USA., 25–50 ng/mL）または

OIM（including glycerophosphate and ascorbic acid）と 72 時間作用させた．並行し

て，細胞は BMP-2 と Acadesine（AICAR; Cayman Chemical, Michigan, USA., 500 

μM）を加えて培養した．また，オートファジーを介した AICAR の骨芽細胞分化

への影響を明らかにするために，PI3 Kinase 阻害剤である 3-Methhyladnine（3-

MA; Fujifilm Wako, Tokyo, Japan., 5 mM）を細胞に 72 時間作用させた．さらに，

アディポネクチン Type1/Type2 受容体を介して骨芽細胞分化を促進するかどう

かを調べるために，AdipoRon（APN; Enzo Life Sciences, NY, USA., 50 µM）を細

胞に 72 時間作用させた（図 3, 4）． 

 

4. CCK-8 アッセイ 

細胞増殖は，Cell Counting Kit-8 assay（CCK-8; Dojindo Laboratories, Kumamoto, 

Japan）を用いて測定した．細胞を 500 μL の MEM-α 中に 1.0×104 cells/mL で 24

ウェルプレート上に Ti と TCPD 上に播種した．各培養後，CCK-8 試薬（10 μL）

を各ウェルに添加し，37 ℃で 1 時間培養した．各ウェルから条件培養液（100 

μL）を回収した後，マイクロプレートリーダー（Mode 680; Bio-Rad）を用いて

450 nm の吸光度を測定した．CCK-8 試薬を加え無細胞の培養液をブランクコン
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トロールとして用いた． 

 

5. カルセイン染色 

MC3T3-E1 細胞（10×104 cells/mL）を 24 ウェルプレート（500 μL/well）に設置

した Ti と TCPD 上で培養した．7 日間培養後，Ti 上の細胞をカルセイン-AM 溶

液（1 µL/mL, DOJINDO）で染色した．Ti 上の細胞数を蛍光顕微鏡で観察した． 

 

6. 転写活性アッセイ 

プロモーターアッセイでは，Id プロモーターを pGL4 塩基性ルシフェラーゼ

プラスミド（Promega; Madison, WI, USA）にクローニングし，Lipofectamine 3000

（Thermo Fisher, CA, USA）を用いて MC3T3-E1 細胞に導入した．ルシフェラー

ゼ活性は，ルシフェラーゼレポーターアッセイシステム（Promega）を用いて測

定した．pCMV-β-ガラクトシダーゼレポータープラスミド（Promega）も同時に

導入し，β-ガラクトシダーゼ活性を同時に測定することで導入効率を標準正規化

した． 
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7. RNA 単離と定量性 RT-qPCR 法 

TRIzol 試薬を用いて細胞から全 RNA を抽出した．ReverTra Ace 逆転写酵素

（TOYOBO CO., LTD, Osaka, Japan）を用いて，3 μg の全 RNA から，プロトコル

に従って相補的DNA（cDNA）を合成した．相対的なメッセンジャーRNA（mRNA）

発現を検出するために，得られた cDNA の塩基配列に基づいて特異的プライマ

ーを選択した（表 1, 2）．mRNA 発現は，SYBR Green 法を用いて β-actin に対す

る mRNA の発現レベルとの比を∆∆Ct 法で解析した． 
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表 1 実験に使用したプライマー 

Genes  Forward and reverse primers (5’–3’)    Position     Product    Acc No 
size (bp) 

Runx2 5'-aagtgcggtgcaaactttct 41-60 175 NM_009820.6 

 5'- acgccatagtccctcctttt 215-196 

Osx 5’- agaggttcactcgctctgagga 1088-1106 115 NM_130458.4 

 5'- ttgctcaagtggtcgcttctg 1202-1182 

Ocn 5’- tgacaaagccttcatgtcca 141-160 175     NM_007541.3 

 5'- tttgtaggcggtcttcaagc 315-296 

Becn-1 5'- ggacgtggagaaaggcaaga 1339-1358 89 NM_019584.4 

 5'- tccactgctcctccgagtta 1427-1408 

Bnip3 5'- cgcacagctactctcagcat 507-526 119 NM_009760.4 

 5'- ccaatggccagcagatgaga 625–606 

Prkn 5'- cctgcaaacaagcaaccctc 610–629 82 NM_016694.5 

 5'- tcaccactcatccggtttgg 691-672 

MapLc3a 5'- taatctgagcaatgcgattgtgg 642–664 129 NM_175121.4 

 5'- agatggacggagtatagcgaaaa 770-748 

Ulk1 5'- aagttcgagttctctcgcaag 394-414 190 NM_009469.3 

 5'- cgatgttttcgtgctttagttcc 583-561 

β-actin 5'- tacccaggcattgctgacag 1025-1044 115 NM_007393.5 

5'- agccaccaatccacacagag 1139-1120 

bp, base pairs; Acc No, accession number 
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表 2 実験に使用したプライマー 

 

  

Genes  Forward and reverse primers (5’–3’)    Position     Product    Acc No 
size (bp) 

Itgβ3 5'- GCTCATTGGCCTTGCTACTC 2279-2298 92 NM_016780.2

 5'- TGGCTCGTTCTTCCTCAAAT 2370-2351 

Itgβ1 5’- GCGTGGTTGCTGGAATTGTT 2510-2529 140 NM_010578.2 

 5'- AGGATTTTCACCCGTGTCCC 2649-2630 

Itgα2 5’- GCTGCCAGCCATTCAAACTC 2573-2592 126     NM_008396.3 

 5'- TCAGAAAACTCGGCCAGGAC 2698-2679 

IthαV 5'- AGCCAGTTGGAACCTGCTTT 738-757 96      NM_001398691.1  

 5'- AAAATCCCTGGCCATCAGCA   833-814 

bp, base pairs; Acc No, accession number 
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8. ウェスタンブロット解析 

細胞を TNT 緩衝液［0.1 M Tris–HCl（pH,7.5）, 0.15 M NaCl, 0.05 % Tween-20; 

Roche, Basel, Switzerland］で溶解した．タンパク質定量は，BCA アッセイキット

（Thermo Fisher, CA, USA）を用いて測定した．その後，各タンパク質 20 μg を

12.5 %ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲルで電気泳動し，分離した

タンパク質を 80 V，4 ℃で 1.5 時間，ポリフッ化ビニリデン膜に電気泳動し，転

写した．この膜を，Runt-related transcription factor 2（Runx2），Osterix/Sp7（Osx; 

Abcam, Cambridge, UK），p-Smad1/5/9，Smad1，Smad5，P-AMPK，AMPK，Beclin-

1，LC3B，p-ULK1，ULK-1，（Cell Signaling Technology, Tokyo, Japan），および β-

actin（Sigma-Aldrich Co）5 %BSA,Tween-20 含有トリス緩衝生理食塩水（TBST; 10 

mM Tris–HCl, 50 mM NaCl, 0.25 % Tween-20）で希釈（1:1000）したものを 4 ℃で

一晩使用した．メンブレンを TBST で洗浄し，西洋ワサビペルオキシダーゼ標識

抗ウサギまたは抗マウス IgG抗体を2次抗体として1時間インキュベートした．

抗体は 5 ％脱脂乳で希釈（1:2000）し，enhanced chemiluminescent system（GE 

Healthcare, Tokyo, Japan）を用いて検出した． 

 

9. 統計分析 

データは平均値±標準誤差で表した．有意差は一元配置分散分析およびシェッ

フェの多重比較検定によって分析した．P 値＜0.05 を有意とした． 
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図 3 実験 1  Ti 上と TCPD 上の細胞実験の概略図

 

図 4 実験 2 Ti 上の MC3T3-E1 細胞で AICAR 存在下，非存在下での実験の概略図 
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結果１：TCPD と Ti の比較 
1-1. Ti 上と TCPD 上の MC3T3-E1 細胞の増殖率に有意な差はなかった 

Ti 上と TCPD 上の MC3T3-E1 細胞の接着と生存能を明らかにするために，カ

ルセイン染色と CCK-8 アッセイを用いて，両者の細胞形態と増殖を調べた．カ

ルセイン染色では，強拡大図において，機械研磨の Ti 表面には，MC3T3-El 細

胞の形態が変化していることが観察された．Ti 上の MC3T3-E1 細胞は細胞突起

を溝に伸展していることを確認した（図 5A）． 

BMP-2（50 ng/mL）は，時間依存的に両者の細胞の増殖を促進した．Ti 上の

増殖細胞数は，BMP-2 処理後 5 日目にわずかに TCPD よりも減少し，7 日目で

は TCPD 上の細胞と比較して，有意な差はなかった．Ti 上でも TCPD 上でも，

増殖に対する影響はわずかであった（図 5B）． 

 

  

図 5 A：Ti 上と TCPD 上の MC3T3-E1 細胞の，BMP-2（50 ng/mL）刺激下における 

Calcein-AM による染色像． 

B：BMP-2（50 ng/mL）で処理した細胞を Ti 上で BMP-2（50 ng/mL）存在下 

で培養し，CCK-8 アッセイを用いて細胞増殖率を測定した． 

棒グラフは 5 つの培養ウェルの平均（平均±標準誤差）を示す． 
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1-2．Ti 上の MC3T3-E1 細胞は TCPD 上の細胞よりも転写活性が増加し， 
骨関連遺伝子の発現が増加した 

 Ti 上と TCPD 上の MC3T3-E1 細胞において，分化の影響を調べるために，ル

シフェラーゼレポーターアッセイを用いて調べた． 

Ti 上の前骨芽細胞は，BMP-2 の下流シグナル遺伝子である Id の転写活性を

一過性に大きく増加させた（図 6A）．6 時間をピークに増加し，12 時間，24 時

間においても発現が増加した．Ti 上の MC3T3-E1 細胞が TCPD 上の MC3T3-E1

細胞よりも転写活性因子が増加したため，骨芽細胞分化関連遺伝子の発現を解

析した．BMP-2 は，MC3T3-E1 細胞において，BMP-2 の下流シグナル遺伝子で

ある Runx2，Osx，Osteocalcin（Ocn）の転写活性を一過性に大きく増加させた

（図 6B-D）．Runx2 の 12 時間，48 時間，72 時間，Osx では 12 時間，72 時

間，Ocn では 48 時間，72 時間で TCPD 上よりも Ti 上で発現が増加した． 

ウェスタンブロット（WB）解析においては，Runx2 では Ti 上の発現が増加

して，Osterix では 48 時間，72 時間において発現が増加した．Smad5 において

も時間依存性に増加した．Ti 上では骨芽細胞分化遺伝子，タンパク質の発現が

増加した（図 6E）． 
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図 6 A：Id プロモーター部位をもつ pGL4 プラスミドを，Lipofectamine 3000 を用いて MC3T3-

E1 細胞に導入した．この細胞を BMP-2（50 ng/mL）存在下で培養し，ルシフェラーゼ

活性を Id 転写活性の指標として評価した．データは 4 つの培養ウェルからの平均値で

ある（平均±標準誤差）． 

** は TCPD に対する P < 0.01 を示す． 

B-D：MC3T3-E1 細胞を TCPD 上と Ti 上で BMP-2 と培養した．BMP-2（50 ng/mL） 

と培養後の MC3T3-E1 細胞における骨芽細胞分化関連遺伝子 Runx2，Osx，Ocn の発現

を示す．サンプルは定量性 RT-qPCR 法によって分析され，β-actin mRNA に対して正規

化された．データは 6 つの培養ウェルからの平均値である（平均±標準誤差）． 

** は TCPD に対する P<0.01 を示す． 

E：細胞を BMP-2（50 ng/mL）で処理した．標的抗体と β-actin 抗体を用いて 

WB 解析を行った．4 回の独立した実験で同様の結果が得られた． 
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1-3．Ti 上の MC3T3-E1 細胞はオートファジー関連遺伝子を増加させた 

TCPD 上で，前骨芽細胞の骨芽細胞分化にはオートファジーを誘導するという

報告があり，Ti 上の細胞でも実験を行った．定量性 RT-qPCR 法では Ti 上の細

胞は TCPD よりも ULK1（Ulk1），Beclin-1（Becn1），BNIP3（Bnip3），

Map1LC3a（LC3）の発現を時間依存性に増加させた（図 7A-D）．WB 解析では

Ti 上の細胞は P-AMPK を発現させた．P-ULK1 は特に Ti 上で有意に発現した．

オートファジーの最終マーカーである LC3-Ⅱは TCPD 上より Ti 上でわずかに発

現が増加した（図 7E）． 

 

図 7 A-D：MC3T3-E1 細胞を TCPD 上と Ti 上で OIM と培養した．OIM と培養後の

MC3T3-E1 細胞におけるオートファジー関連遺伝子 ULK1（Ulk1），Beclin-1

（Becn1），BNIP3（Bnip3），Map1LC3a（LC3）の発現を示す．サンプルは定量

性 RT-qPCR 法によって解析し，β-actin の mRNA に対して正規化した．データは

6 つの培養ウェルからの平均値である（平均±標準誤差）．** は，TCPD に対す

る P < 0.01 を示す． 

E：TCPD 上と Ti 上で細胞を OIM で処理した．標的抗体と β-actin を用いて WB 解析

を行った．同様の結果が 3 つの独立した実験で得られた． 
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1-4．Ti 上の MC3T3-E1 細胞は BMP2 刺激においてインテグリンの発現が 

増加した 

Ti における骨芽細胞分化は，インテグリンの関与が報告されているため，

BMP-2 刺激下における Ti と TCPD 上の細胞のインテグリンの変化を調べるた

めに，RT-PCR 法を用いて解析した．Integrin α2 の 12 時間，Integrin αV の 12 時

間，24 時間，Integrin β1 では 6 時間，12 時間，Integrin β3 の全時間で TCPD よ

りも発現が増加した（図 8A-D）． 

 

 
  

図 8 A-D：MC3T3-E1 細胞を TCPD 上と Ti 上で BMP-2 と培養した． 

BMP-2（25 ng/mL）と培養後の MC3T3-E1 細胞におけるインテグリン関連 

遺伝子 Integrin α2，Integrin αV，Integrin β1，Integrin β3 の発現を示す． 

サンプルは定量性 RT-qPCR 法によって分析され，β-actin の mRNA に対して 

正規化された．データは 6 つの培養ウェルからの平均値である（平均±標準

誤差）．** は，TCPD に対する P < 0.01 を示す． 
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小括 
Ti 上の細胞は，TCPD 上の細胞よりも転写活性の増加，骨形成関連遺伝子と

タンパク質，オートファジー関連遺伝子とそのタンパク質とインテグリン関連

遺伝子の発現が増加した．チタン上には Integrin αV，Integrin β1，Integrin β3 が

TCPD よりも発現していた．これらのインテグリンの発現は下流シグナルのオ

ートファジーや骨芽細胞分化に影響を及ぼしていることが示唆された． 

TCPD よりも Ti 上で，骨芽細胞分化やオートファジーが促進されたことか

ら，AMPK 刺激下において，Ti 上の骨芽細胞分化のメカニズムを評価すること

とした．  
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結果 2 AMPK における Ti 上の骨芽細胞の影響 
2-1．AICAR は Ti 上の骨芽細胞の増殖と分化を促進した 

Ti 上での MC3T3-E1 細胞の接着と生存率を明らかにするために，まずカルセ

イン染色と CCK-8 アッセイを用いて Ti 上の細胞形態と増殖を調べた（図

9A）．BMP-2（50 ng/mL）は，時間依存的に Ti 上での細胞の増殖を促進した

（図 9A，B）．AICAR 存在下での増殖細胞数は，BMP-2 投与後 5 日間にわたっ

て一定か，5 日目からわずかに減少し，その結果，AICAR の存在下でも非存在

下でも，増殖に対する影響はわずかであった（図 9A）．一方，AMPK 活性化剤

である AICAR（500 μM）存在下での BMP-2（50 ng/mL）は，BMP-2 による増

殖と比較して，Ti 上での細胞増殖を時間依存的にわずかに増加させた（図

9B）．  

 

図 9 A：MC3T3-E1 細胞を AICAR（500 μM）の存在下または非存在下で BMP-2 

（50 ng/mL）で処理し，カルセイン-AM を用いて Ti 上で染色した． 

AICAR（500 μM）で処理し，Ti 上でカルセイン-AM を用いて染色した． 

各写真の左下に挿入した数字は，3 枚の Ti 上の陽性細胞数の平均を示す 

（平均±標準誤差）． 

B：BMP-2（50 ng/mL）で処理した細胞を Ti 上で AICAR（500 μM）の 

存在下，または非存在下で培養し，CCK-8 アッセイを用いて細胞増殖率を 

測定した．棒グラフは 5 つの培養ウェルの平均（平均±標準誤差）を示す． 

**は BMP-2 単独投与に対する P < 0.01 を示す． 
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2-2．AICAR は Ti 上で BMP-2 依存性の転写活性を増強し， 

骨芽細胞分化関連分子の発現を促進した 

AICAR が Ti 上の MC3T3-E1 細胞の骨芽細胞分化を制御しているかどうかを

明らかにするために，ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて転写活性に

対する AICAR の影響を調べた．BMP-2 は，Ti 上の MC3T3-E1 細胞において，

BMP-2 の下流シグナル遺伝子である Id の転写活性を一過性に大きく増加させ

た（図 10A）．Id の転写活性の増加は，BMP-2 処理後 6 時間でピークに達し，

24 時間で減少した．さらに，AICAR を添加すると，Ti 上の細胞では 12 時間に

ピークが観察され，転写活性が持続的に増加した．さらに，BMP-2 は骨芽細胞

分化マーカーである Runx2，Osx，Ocn 遺伝子の発現も時間依存的に誘導した

（図 10B, C, D）．さらに，AICAR の添加はこれらの遺伝子の発現を時間依存

的に増加させた．AICAR の存在下または非存在下でのタンパク質の発現の増加

は，WB 解析を用いて確認した（図 10E）．定量性 RT-PCR 法の結果と同様の

結果が得られた．AICAR を 24 時間以上投与すると，MC3T3-E1 細胞の

Runx2，Osx，p-AMPK の発現が，BMP-2 単独投与と比較して増加することが

示された．同様の結果が，OIM 培地と OIM+AICAR 培地を用いたサンプルの

WB 解析において確認した（未発表データ）．また，AICAR 単剤投与は，OIM

存在下での AICAR 投与と比較して，骨芽細胞分化関連分子の発現をわずかに

増加した（未発表データ）． 
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図 10 A：Id プロモーター部位をルシフェラーゼもつ pGL4 プラスミドを，Lipofectamine 3000 を

用いて MC3T3-E1 細胞に導入した．この細胞を，AICAR（500 μM）存在下または非

存在下の BMP-2（50 ng/mL）で培養し，ルシフェラーゼ活性を Id 転写活性の指標と

して評価した．データは 4 つの培養ウェルからの平均値である（平均±標準誤差）．** 

は BMP-2 単独投与に対する P < 0.01 を示す． 

B-D：MC3T3-E1 細胞を AICAR（500 μM）の存在下または非存在下で BMP-2 と培養 

した．BMP-2（50 ng/mL）と培養後の MC3T3-E1 細胞における骨芽細胞分化関連 

遺伝子 Runx2，Osterix/Sp7（Osx），Osteocalcin（Ocn）の発現を示す． 

サンプルは定量性 RT-qPCR 法によって分析され，β-actin mRNA に対して正規化 

された．データは 6 つの培養ウェルからの平均値である（平均±標準誤差）． 

** は P<0.01 対 BMP-2 単独処理を示す． 

E：AICAR（500 μM）の存在下または非存在下で，細胞を BMP-2（50 ng/mL）で処理 

した．標的抗体と β-actin 抗体を用いて WB 解析を行った． 

4 回の独立した実験で同様の結果が得られた． 
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2-3．AICAR は同時に，Ti 上の MC3T3-E1 細胞における 

BMP-2 誘導性オートファジー関連分子の発現を増強した 

骨芽細胞の分化は，オートファジーによって制御されていることが報告され

ている［14, 15］．AMPK の活性化が Ti 上の MC3T3-E1 細胞の骨芽細胞分化を

促進するかどうかを明らかにするために，BMP-2 で処理した Ti 上の MC3T3-

E1 細胞のオートファジーに関する AICAR の効果を調べた．BMP-2 は，Ti 上の

MC3T3-E1 細胞において，Ulk1，Beclin-1，Map1Lc-3，Parkin などのオートファ

ジー関連遺伝子の発現を時間依存的に誘導し，AICAR 添加によりその発現が増

加した（図 11A, B, C, D）．タンパク質の発現に関しても同様の結果が得ら

れ，BMP-2 は，Ti 上の MC3T3-E1 細胞において，LC3-I からオートファゴソー

ム形成に重要である LC3-II への変換を徐々に増加させた（図 11E）．さらに，

AICAR を 12 時間以上添加すると，Ti 上の MC3T3-E1 細胞において，P-

AMPK，特に LC3-II の発現の増加とともに，それらのオートファジー関連分子

の発現が増加した．LC3-II の変換変化は，MC3T3-E1 細胞におけるオートファ

ジーのマーカーである Beclin-1 の増加と相関していた．OIM 培地と

OIM+AICAR 培地のサンプルにおいて，WB 解析の結果は同様のものを示した

（未発表データ）．一方，AICAR 単独においては，オートファジーマーカーの

発現の増加はわずかであった（未発表データ）． 
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図 11  A-D：MC3T3-E1 細胞を AICAR（500 μM）存在下または非存在下で BMP-2 と培養し

た．BMP-2（25 ng/mL）と培養後の MC3T3-E1 細胞におけるオートファジー関

連遺伝子 Ulk1（ULK1），Becn1（Beclin-1），MapLc3a（LC3），Prkn

（Parkin）の発現を示す．サンプルは定量性 RT-qPCR 法によって分析され，β-

actin mRNA に対して正規化された．データは 6 つの培養ウェルからの平均値で

ある（平均±標準誤差）．** は，BMP-2 単独処理に対する P < 0.01 を示す． 

E： AICAR（500 μM）の存在下または非存在下で，細胞を BMP-2（25 ng/mL）で

処理した．標的抗体と β-actin 抗体を用いて WB 解析を行った．同様の結果が 3

つの独立した実験で得られた． 
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オートファジー関連分子が骨芽細胞形成を制御しているかどうかを確認する

ために，オートファジー阻害剤であり，PI3 K の活性化を阻害する 3-MA の骨

芽細胞分化抑制効果を調べた．オートファジーは初期段階と後期段階で評価さ

れるが，初期段階の阻害剤である 3-MA を用いて，オートファジーが初期段階

の骨芽細胞分化に関与しているかどうかを調べた．3-MA で処理すると，Ti 上

の MC3T3-E1 細胞の Beclin-1 と p-ULK1 の発現が抑制された（図 12A）．この

処理により，Runx2 や Osx などの骨芽細胞分化マーカーも同時に抑制された

（図 12B, C）．さらに，AICAR の存在下では，Ti 上の MC3T3-E1 細胞におけ

る 3-MA の Runx2 および Osx の発現抑制を減弱させたことから，骨芽細胞の分

化は，特に初期段階においてオートファジーの活性化によって制御されている

ことが示された（図 12D）． 
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図 12 A：BMP-2（25 ng/mL）で誘導された骨芽細胞分化分子は，オートファジーの   

シグナルを媒介した．細胞は，PI3 K 阻害剤である 3-MA（5 mM）の存在下または

非存在下で BMP-2 と培養した． 

B, C：棒グラフは 5 サンプルの平均値（平均±標準誤差）．* および**はそれぞれ， 

BMP-2 単独での処理に対する P < 0.05 および P < 0.01 を示す． 

D：細胞を 3-MA（5 mM）の存在下または非存在下で，BMP-2（25 ng/mL）と

AICAR（500 μM）で処理した．標的抗体と β-actin 抗体を用いて WB 解析を行っ

た．同様の結果が 3 つの独立した実験で得られた． 
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2-4．アディポネクチン受容体活性化剤である APN も骨形成関連分子を 

増加させた 

アディポネクチンは，ミクログリア，ラット初代骨芽細胞，乳がん細胞など

様々な種類の細胞において，アディポネクチン受容体を介して AMPK を活性化

する［16, 17, 18］．一方，糖尿病患者では，血清中のアディポネクチン濃度が低

下すると，AMPK の阻害を介して肝臓や筋肉でのグルコース取り込みが抑制さ

れた［19, 20］．そこで，アディポネクチンが Ti における骨芽細胞分化を活性化

するかどうかを明らかにするために，Ti 上の MC3T3-E1 細胞において，AICAR

の存在下または非存在下で，アディポネクチン受容体 type1/type2 活性化剤であ

る APN が転写活性および骨芽細胞分化関連分子の発現に及ぼす影響を検討した．

APN（50 μM）は Id の転写活性を徐々に増加させた（図 13A）．さらに AICAR を

加えると，転写活性は大幅に増加した．APN は，Ti 上の MC3T3-E1 細胞におい

て，時間依存的に Runx2，Osx および Ocn 遺伝子の発現を誘導した（図 13B）．

さらに，APN は骨芽細胞分化マーカーとオートファジー関連分子の発現を誘導

した．AICAR の添加は，APN 単独での処理と比較して，24 時間以上にわたって

両者の発現を増加させた（図 13C）． 
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図 13 A：Id プロモーター部位に導入した pGL4 プラスミドを，Lipofectamine 3000 を

用いて MC3T3-E1 細胞にトランスフェクションした．細胞を培養中，

AICAR（500 μM）存在下または非存在下の AdipoRon（APN, 50 μM）でル

シフェラーゼ活性を Id 転写活性の指標として評価した．データは 4 つ 

の培養ウェルからの平均値である（平均±標準誤差）． 

** は，APN 単独投与に対する P < 0.01 を示す． 

B：MC3T3-E1 細胞を APN と培養した．APN との培養後の MC3T3-E1 細胞に

おける骨芽細胞分化関連遺伝子 Runx2，Osx，Ocn の発現を示す．サンプ

ルは定量性 RT-qPCR 法によって解析し，β-actin に対して正規化した．デ

ータは 6 ウェル培養の平均値を示す．（平均±標準誤差）． 

** は，APN 単独投与に対する P < 0.01 を示す． 

C：細胞を AICAR（500 μM）の存在下または非存在下で APN により処理した．

標的抗体と β-actin 抗体を用いて WB 解析を行った．4 回の独立した実験

で同様の結果が得られた． 



32 
 

小括 
 AMPK 活性化促進剤である AICAR は，BMP-2 の存在下において Ti 上の

MC3TE-E1 細胞の増殖を促進した．また，骨芽細胞分化遺伝子とタンパク質の発

現を促進し，それにはオートファジーを介していたことが分かった． 

 また，AMPK の上流にあるアディポネクチンの活性化は，転写活性を増加さ

せ，さらに AICAR の存在下ではそれを促進した．RT-PCR 法と WB 解析では，

APN 単剤において，骨芽細胞分化マーカーとオートファジー関連分子を発現さ

せた．AICAR 併用すると APN 単剤と比較して，24 時間以上にわたり骨芽細胞

分化マーカーとオートファジー関連分子を発現させた． 
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考察 
インプラント治療は，多く臨床で行われている．オッセオインテグレーショ

ンを獲得するために，主に使用されているチタン製インプラントは，さまざま

なデザイン，表面性状を有している．チタンの処理方法は酸エッチング処理と

チタン粉によるサンドブラストを組み合わせたSLA処理，陽極酸化による処理

など多くものが報告されている．その表面処理方法により，接着や分化のメカ

ニズムは様々である． 

インテグリンは細胞の初期接着に重要なタンパク質である．Ti上において，

前骨芽細胞や間葉系幹細胞の表面に発現するインテグリンによって，骨芽細胞

分化を促進するという報告がされている［1］．今回我々は，歯科インプラン

トに広く使用されているJIS4種のTiに機械研磨処理（Sa:176.6 μm±0.0054）をし

たものを用いた．機械研磨上のMC3T3-E1細胞においても，Integrin α2，Integrin 

αV，Integrin β1，Integrin β3の発現がTCPDと比較して増加した．また，骨芽細

胞分化マーカーの発現とタンパク質の発現が増加した．この結果は，他の報告

と一致している［21］．また，細胞の増殖においてもTCPDよりもTi上の細胞

が増殖率も高かった．Integrin α5はTi表面の粗さに関係なくTi上の骨芽細胞の分

化と増殖を制御していると報告がある［22］．また，Integrin α2，Integrin β1は

複合体をなし，骨芽細胞分化をするという報告もある［23, 24］．このことに

より，今回の実験においても，TCPDに比べてIntegrin α2，Integrin αV，Integrin 

β1が発現することにより，BMP-2の効果を相乗的に促進した可能性がある．異

なる表面性状の報告では，ナノ構造をもつTiは，Integrin αVが発現すると骨芽

細胞分化を促進すると報告している［25］．Integrin β3においても骨芽細胞分化

を促進する報告があり，インテグリンの発現による効果はさらなる研究が必要

である［26］．インテグリンによるシグナル伝達で下流のメカニズムでは
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FAK，MAPK，Wntシグナルとの関連性が報告されている［1］．また，陽極酸

化処理されたTi表面はIntegrin β1を介してFAKのリン酸化とMAPK経路を阻害

し，破骨細胞への分化を抑制すると報告している［27］．そして，その下流の

シグナル伝達にはWnt/β-Cateninシグナルの制御によって骨芽細胞分化するとい

う報告をしている［28］．この実験においてもWnt/β-Cateninシグナル，FAK，

MAPKのシグナルに変化があった可能性があるが，さらなる研究が必要であ

る． 

AICARによって惹起されるAMPK活性化は，MC3T3-E1細胞において

Smad1/5/8のリン酸化を促進し，TCPD上での骨芽細胞分化をもたらす［29］．

また，BMP-2はSmad1/5をリン酸化し，骨芽細胞分化をもたらす［30］．本実

験では，BMP-2はTi上でのMC3T3-E1細胞の増殖比率を時間依存的に誘導した

が，AMPK活性化物質であるAICARの添加により，Ti上での増殖比率はわずか

に増加した．さらに，AICARはTi上でもTCPDと同様にSmad1/5リン酸化を介し

てMC3T3-E1細胞のBMP誘導Id転写活性と骨形成関連分子の発現を増加させ

た．さらに，AICAR存在下でのBMP-2は，Ti上で培養したMC3T3-E1細胞にお

いて，TCPD上で観察されるよりも高い程度に，それらの骨芽細胞分化関連分

子の発現を誘導した．我々は最近，AICARがTi上のMC3T3-E1細胞の石灰化を

促進することを報告した［9］．本研究の結果と同様に，これらの結果は，

AMPKの活性化が，TCPD上で報告されたものと同様に，Ti上のMC3T3-E1細胞

における骨芽細胞分化を有意に促進することを示し，AICARが，少なくとも部

分的に，Smad1/5シグナル伝達経路を介してBMP誘導性骨芽細胞分化を相乗的

に促進することを示唆している. 

オートファジーは，骨組織の恒常性維持に必要な役割を果たしていることが

報告されている［31］．興味深いことに，未分化間葉系幹細胞では，オートフ
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ァジーのフラックスが停止している状態で，未分解のオートファジー液胞が多

数蓄積しており［32］，これらの蓄積したオートファジー液胞が，間葉系幹細

胞の分化をサポートするために，速やかに産生されるエネルギーの供給源とし

て機能している可能性が示唆されている［14, 33］．骨芽細胞は間葉系に由来

する特殊な細胞であり，骨形成に関与している．そのため，骨芽細胞における

オートファジーの障害は，骨量の減少につながる［15, 34, 35］． 

 今回観察されたものを含め，AMPKの活性化は，オートファジーを誘導し，骨

髄や歯根膜の間質／幹細胞から骨芽細胞への分化を誘導した［7, 14, 36］．本

実験において，BMP-2は，TCPD上だけでなく，Ti上のMC3T3-E1細胞において

も，Beclin-1，Bnip3，LC3-IIなどのオートファジー関連分子の発現を誘導し

た．さらに，AMPK活性化物質であるAICARは，BMP-2存在下でもオートファ

ジー関連分子の発現を増加させることを見出した．オートファジー関連分子，

特にLC3-IIの発現を増加させた．対照的に，PI3 K阻害剤である3-MAは，オー

トファジー関連分子および骨芽細胞分化関連分子の発現を抑制した．OIMは部

分的にAMPK活性化を介して，TCPD上の間葉系間質細胞からの骨芽細胞分化

を刺激することが報告されているが，BMP-2はTi上のAMPKのリン酸化にほと

んど影響を及ぼさなかった．今回の実験では，AMPKの活性化が，オートファ

ジーの活性化を介して，Ti上のMC3T3-E1細胞からの骨芽細胞分化を促進し

た．これらの結果は，AMPKがオートファジーを活性化し，Ti上の前骨芽細胞

であるMC3T3-E1細胞の骨芽細胞分化を促進することを示した． 

アディポネクチンは脂肪細胞由来のペプチドホルモンであり，AMPK シグナ

ル伝達経路を介してグルコースの分解および脂肪酸酸化を促進することによ

り，インスリン抵抗性および代謝障害を減少させる同化作用を発揮する［37, 

38, 39］．AMPK の活性化は，Ti ではなく，TCPD 上の間葉系幹細胞/間質細胞
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を含む骨芽細胞系において，Wnt/β-Catenin［40］，eNOS［41］，ERK［42］，

オートファジー［7］などのいくつかの下流シグナル伝達経路を刺激すること

が報告されている．加えて，アディポネクチン受容体 type1 は，骨芽細胞，破

骨細胞，軟骨細胞に発現している［43］． 

APN は，アディポネクチン受容体 type1/type2 に結合し，インスリン抵抗性

と耐糖能異常を改善することが報告されている［44］．APN は，ラットの糖尿

病モデルにおいて，軟骨内骨化障害による骨修復遅延を介した糖尿病ラットの

新生骨形成を促進した［17, 45］．また，APN の特性は骨髄由来の間葉系幹細

胞の可動化や補充を誘導し，組織修復に関与させることが報告されている［46, 

47］．しかし，in vitro で歯科インプラントを埋入したげっ歯類のオッセオイン

テグレーションにおける APN のメカニズムについては，ほとんど知られてい

ない．本研究では，APN が TCPD と同様に Ti 上で AMPK を活性化し，前骨芽

細胞における骨芽細胞分化およびオートファジー関連分子の発現を増加させる

ことを見出し，in vitro における Ti 上のオッセオインテグレーション中の骨芽

細胞分化に対する AMPK 活性化因子の増強効果を示唆した． 

近年，2 型糖尿病患者において，歯科インプラント埋入後の初期段階での失

敗の割合が，後期段階での失敗の割合よりも高いことが報告されている［48, 

49］．2 型糖尿病患者では，血清中のアディポネクチン濃度が低下しているこ

とが報告されている［50, 51］．組織学的研究において，糖尿病モデルラット

は，歯科用インプラント周囲の歯槽骨において，BIC の低下や未熟な骨形成を

認めた［52］．さらに，インスリンで治療中の糖尿病モデルラットでも，新生

骨の骨質とオッセオインテグレーションが著しく低下していた［53, 54, 55, 

56］．したがって，糖尿病患者におけるオッセオインテグレーションの低下

は，歯科インプラント治療中に改善すべき臨床的に重要な現象である．今回の
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AMPK 活性化による骨芽細胞の分化促進は，糖尿病環境下においても骨芽細胞

分化を活性化させる可能性がある．今後は，糖尿病環境下における in vitro 実

験，また，糖尿病モデルのラットを用いた in vivo 実験を行い，オッセオインテ

グレーションの改善，促進がされるかどうか，研究を遂行したい． 
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結語 
本研究において，Ti 上の前骨芽細胞は骨芽細胞分化を TCPD 上より促進し，

オートファジーの亢進とインテグリンの発現を増加させた．また，アディポネ

クチンとその下流の AMPK シグナルが骨芽細胞分化を促進することを見出し

た．さらに，この分化亢進はオートファジー（自食作用）シグナルによって制

御されていた． 

これらの結果は，糖尿病患者であっても，インプラント埋入後，歯槽骨にお

いて骨芽細胞の分化と石灰化が促進され，早期に良好なオッセオインテグレー

ションとインプラントの安定性が得られることを示唆している． 
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