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The aim of the present study was to investigate the effects of the stress factor cell

culture pH on osteoblast cytokine production using human osteoblast-like osteosarcoma

cells(saos2).

After initial culture at pH 7.O of a monolayer of saOs2 in Dulbecco's Modified Es-

sential Medium buffered with 50mM-HEPES,pH was adjusted to 7.8 and culture was

continued.After a fixed period,total RNA was collected from the saOs2 and reverse

transcription was performed.Messenger RNA expression of the osteotropic cytokines,

transforming growth factor一 β1(TGF一 β1) and interleukin-11(IL-11),was analyzed

using real-time polymerase chain reaction with glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase as an internal control.TGF一 β1 yield in saOs2 cell culture supernatant was

determined using ELIsA.

saOs2 production of TGF一 β1 transiently increased as cell culture pH increased

and production of IL-11,a bone resorption promoter,was simultaneously induced.Pro-

motion of IL-11 production was inhibited by anti-TGF一 β1 antibodies.

These findings indicate that pH stress on osteoblasts may affect bone remodeling

and that a mildly alkaline environment promotes osteoblast production of TGF一 β1,

which plays an important role in bone metabolism.Auto-feedback is also indicated,

comprising promotion of IL-11 production through the autocrine system.
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が示 されている。細胞 における環境pHの 変化は

環境ス トレス要因のひとつであることが知られてい

る2)。一方,歯 周組織 を構成する主要な細胞である

骨芽細胞に対する環境ス トレスへの応答,と りわけ

メカニカルス トレスに対する骨芽細胞の応答に関

する検討が幅広 くなされている。そのひとつに,メ

矯正歯科治療では装置装着により口腔内の環境

が大 きく変化し,歯 肉炎などの歯周疾患の発症が

認められる。Bickelら1)に よると歯周疾患局所にお

いては,そ の環境pHが アルカリ性に推移すること



間 培 養 を 行 っ たsaos2細 胞 を 生 理 食 塩 水 で2回

洗 浄 後,0.2%Nonidet P-40を 用 い 細 胞 を回 収 した。

回収 した細 胞 は,超 音波 破 砕 した後ALP活 性 測 定 の

資 料 とした。ALP活1生 はp-Nitrophenylphosphate

を基 質 と したLowryら9)の 方 法 に 従 い 測 定 した 。

す な わ ち,1mMのMgCL2を 含 む0.7M 2-Amino-

2-methyl-1-propanol(pH10.2)を 基 質 緩 衝 液

と し,各 細 胞 か ら回 収 した試 料 と4分 間37℃ にて

反応 を行 った。ALP活 性 はp-Nitrophenylphosphate

1nmolを1分 間 に 分 解 す る酵 素 活 性 を1ユ ニ ッ

トと し た。 ま た,ALP活 性 測 定 試 料 中 の タ ンパ

ク量 はBradford10)の 方 法 に従 っ た 。

4.SaOS2に お け るDNA合 成 能

各 培 養 環 境pHに お け るSaos2のDNA合 成

能 は[3H]thymidineの 取 り込 み 能 に よ り求 め た。

SaOS2を,24穴 カ ル チ ャ ー プ レ ー トに移 植 し単

層 を形 成 す る ま で 培 養 を 行 っ た。 単 層 を形 成 した

saos2は,各 種pHに 調 整 し た 培 地 に 置 換 し24

時 間培 養 を継 続 した 。 培 養 終 了3時 間 前 に1穴 あ

た り18.5kBqの[3H]thymidineを 添 加 し た 。 標

識 され た細 胞 は0.2% sDsに て 溶 解 す る こ と で 回

収 し,そ の 放 射 活 性 を液 体 シ ン チ レー シ ョ ンカ ウ

ン ター(LSC500,Aloka,東 京,日 本)に て 測 定

した。

5.RNA回 収 とreal time PCR

SaOs2か ら のtotal RNAは フ ェ ノ ー ル 法 に て

回 収 し た。 同RNAをReverTra Ace qPCR RT

kit(TOYOBO,大 阪,日 本)を 用 い 逆 転 写 を 行 っ

た。 逆 転 写 に よ り得 られ たcDNAはTGF-β1と

IL-11を タ ー ゲ ッ トと し たreal time PCRを 行 っ

た 。 同PCRはsYBRR Green Real time PCR

Master Mix-Plus-(TOYOBO,大 阪,日 本)を

用 い,95℃60秒,95℃15秒,60℃15秒,72℃45

秒 の 増 幅 過 程 をApplied Biosystems 7500 system

(Applied Biosystems by Life Technologies,東

京,日 本)に て40サ イ クル 行 っ た 。 尚,イ ン ター

ナ ル コ ン トロ ー ル はG3PDHを 用 い た。 各 プ ラ

イ マ ー の シ ー ク エ ン ス を表1に 示 す 。real time

PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー はABI Primer Express

に よ りゲ ノ ムDNA由 来 の 増 幅 が起 こ らな い よ う

に 設 計 を行 っ た 。PCR産 物 は,融 解 曲 線 の 分 析

に よ っ て,単 一 ター ゲ ッ ト産 物 で あ る こ と に よ り

カニカルス トレスによる骨芽細胞からのサイトカイ

ンの産生誘導がある。特に,Neidlimger-Wilkeら3)

は培養骨芽細胞に対 しメカニカルス トレスを与える

ことで同細胞からのTGF-β の産生が誘導されるこ

とを示 している。しかしながら,炎 症反応において

変化する歯周局所の環境pHが およぼす骨芽細胞

への影響についての検討は未だ少ない。

骨芽細胞 は多くのサイ トカインを産生 し,オ ー

トクリンあるいはパラクリンの系を介 し骨代謝に

重要な役割 を果た してい る4)。そのうちTGF－ β1

は骨形成に促進的に作用することが示されている5)。

一方
,IL-11は 骨吸収 を促進す るサイ トカインと

して知 られている6,7)。さらに,TGF－ β1は 有力な

IL-11産 生促進因子であることが報告されている8)。

しか しなが ら環境 ス トレス要因のひ とつで ある

pHが 及ぼす骨芽細胞か らのサイ トカイン,と り

わけTGF－ βの産生 に与 える影響についての検討

は未だなされていない。そこで,本 研究ではヒト

骨芽細胞様骨肉腫細胞 を用いス トレスの要因のひ

とつである培養環境pHの 影響について検討 した。

1.試 薬

Fetal Bovine serum(FBs,sIGMA,St.Louis,

MO,UsA),Tris-EDTA buffer(TE,和 光 純 薬,大

阪,日 本),Dulbecco'smodified Eagle'smedium

(D-MEM,sIGMA),PBs-Tween buffer(PBs-T,

日水製 薬,東 京,日 本),Anti-TGF-β1 Antibody

(R&D systems,Inc,Minneapolis,MN,UsA),

Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate

(PDTC,sIGMA)を 用 い た 。

2.培 養 細 胞

細 胞 は ヒ ト骨 芽 細 胞 様 骨 肉 腫 細 胞saos2を 用

い た。saOS2は 直 径60mmの プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー

レ(IWAkI,東 京,日 本)を 用 い,10%FBs添

加D-MEMに て 通 法 に 従 い 培 養 した 。 単 層 を形

成 し たsaOS2は,pH7.0,7.2,7.4,7.6,7.8に

調 整 し た1%FBs添 加50mM-HEPEs緩 衝

D-MEMに 培 地 を 置 換 し,所 定 の 時 間 培 養 後,

SaOS2細 胞 か らtotal RNAを 回収 した 。

3.ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活性(ALP活 性)

ALP活 性 の 測 定 は,各 培 養 環 境pHに て24時



1培 養環境pHが 及ぼすSaOS2のALP活 性

とDNA合 成能

まず は じめ に,Saos2細 胞 の 培 養 環 境pHを 上

昇 させ た 時 の アル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ活 性 につ

い て 検 討 した 。 そ の 結 果,培 養 環 境pHの 上 昇 と

と も に,ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ター ゼ 活 性 が 上 昇 し

た(図1)。 次 に,同 一 条 件 に お け るDNA合 成

能 を[3H]thymidineの 取 り込 み 能 か ら検 討 した 。

そ の 結 果,培 養 環 境pHが 上 昇 す る に つ れ て,

DNA合 成 能 が 低 下 した(図2)。

2.培 養 環 境pHの 変 化 によ るTGF_β1の 産 生

培 養 環 境pHの 変 化 に よ るsaOS2か ら の

TGF-β1産 生 の 経 時 的 変 化 をreal time PCRと

ELISAで 検 討 を行 っ た 。 そ の 結 果,各 培 養 時 間

の コ ン トロ ー ル を1と し た 時 のpH7．6とpH7.8に

確 認 し た。

6.Enzyme Linked Immunosorbent Assay

(ELISA)

saos2の 培 養 上 清 中 に お け るTGF-β1産 生 量

はELIsA(QuantikineR Human TGF-β1:

R&D systems,Inc,Minneapolis,MN,UsA)

に よ り定 量 し た 。 す な わ ち,200μLの 培 養 上 清

に1N HCLを40μL加 え 酸 処 理 を 行 い そ の 後,

1.2N NaOH/0.5M HEPESを40μL添 加 し 中 和

し た も の を 測 定 試 料 と し た 。 同 試 料 は96穴 の

ELIsAプ レ ー トに 添 加 し抗 体 を 反 応 さ せ た 後,

発 色 させ る こ とで 試 料 中 のTGF-β1濃 度 を計 測

した 。

7.統 計 処 理

有 意 差 検 定 に は,Mann-Whitney U-testを 行

い,有 意 水 準5%で 統 計 学 的 有 意 差 が あ る と判 定

した 。



で5.9倍 のIL-11のmRNAの 発 現 が 促 進 さ れ た

(図5)。

4.抗TGF_β1抗 体 が 及 ぼ すSaOS2か ら の

IL_11の 産 生 抑 制

TGF-β1はIL-11の 有 力 な イ ンデ ュ ー サ ー で あ

る こ と が 知 られ て い る。 そ こで,培 養 環 境pHの

変 化 に よ り産 生 され たTGF-β1が 同 細 胞 か らの

IL-11の 産 生 に 関 与 す る か を抗 ヒ トTGF-β1抗 体

を用 い て検 討 した。 そ の 結 果,抗 体 添 加 群 に お い

て 有 意 にIL-11mRNAの 発 現 抑 制 が 認 め ら れ た

(図6)。

5.PDTCに よ るTGF-β1のmRNA発 現 阻 害

細 胞 外 ス トレス の ひ とつ で あ る 培 養 環 境pHの

変 化 に よ る シ グ ナル トラ ンス ダ ク シ ョ ン を解 析 す

る一 端 と してNFκB阻 害 剤 で あ るPDTCを 用 い

検 討 した。 そ の 結 果,培 養 環 境pH7.6に お い て,

そ の 濃 度 依 存 的 にTGF-β1mRNAの 発 現 は 有 意

に 抑 制 され た(図7)。

矯正歯科治療による装置装着後に歯肉炎などの

歯周疾患の発症が認め られることが知 られている。

すなわち矯正装置装着は口腔内環境に変化をもた

らし,寄 生体のみならず宿主に対 しても様々な影

響を与えている可能性が考えられる。一方,歯 周

疾患局所においては,歯 周病の進行によりアルカ

お け るmRNA発 現 比 に お い て,培 養3時 間 で は

pH7.8で3.0倍,6時 間 で はpH7.6で3.6倍 のTGF-β1

のmRNAの 発 現 が 強 く促 進 さ れ た(図3)。 ま

た 同 様 にsaOS2の 培 養 上 清 中 のTGF－ β1の 産 生

も有 意 に増 加 した(図4)。

3.培 養 環 境pHの 変 化 に よ るIL-11mRNAの

発 現

培 養 環 境pHの 変 化 に よ るsaos2か ら のIL-

11mRNAの 発 現 の 経 時 的 変 化 をreal time PCR

で 検 討 を 行 っ た。 そ の 結 果,TGF-β1と 同 様

pH7.6とpH7.8に お け るmRNA発 現 比 に お い て,

培 養3時 間 で はpH7.8で3.8倍,6時 間 で はpH7.6



けるこれ らpHの 変化が及ぼす影響 を検索 した報

告は未だ少ない。

骨芽細胞から産生 されるサイ トカインは,骨 芽

細胞 自身あるいは破骨細胞に対 しオー トクリンあ

るいはパラクリンの系を介 し骨代謝 に重要な役割

を果た してい る。その うちTGF-β1は 骨形成 に

促進的に作用す ることが示 されている5)。これと

は反対に,骨 吸収を促進するサイ トカインとして

IL-11が あ る こ と が 知 ら れ て い る6，7)。この

TGF-β1とIL-11の 持つ骨代謝に対す る作用は,

それ ぞれ反対方 向にある ものであるが,近 年,

TGF-β1が 歯周組 織構 成細 胞 にお け る有 力 な

IL-11産 生促進因子であることが報告 されている8)。

よって,培 養環境pHの 変化による骨芽細胞の機

能 的役割 を考 えるためにTGF-β1とIL-11に 着

目し検索を行った。

骨芽細胞の機能の基本的な指標 としてALP活

性測定 とDNA合 成能測定がある13)。そこで,培

養環境pHの 変化に伴 うこれ ら指標の動態 を検討

した。その結果,培 養環境pHの 上昇に依存的に

ALP活 性 は上昇 しこれ とは対照 的にDNA合 成

能は抑制 された。このことから,培 養環境 をアル

カ リ性に移行させることは骨芽細胞を分化させる

ことが示 された。

TGF-β は骨代謝 に重要な役割を果たすサイ ト

カインとして知 られている14)。そ して,TGF-β

は様々な細胞か ら産生 され15),骨 基質16，17)に豊富

に 存 在 す る こ と が報 告 され て い る。 一 方,

TGF-β1は 骨芽細胞 を分化誘導するサイ トカイン

のひ とつ として挙げ られる5)。そこで,培 養環境

pHの 変化による骨芽細胞の分化誘導にTGF-β1

が関与 している可能性が考えられた。よって,培

養環境pHの 変化 に伴 うsaos2か らのTGF-β1

産生について検討 した。

その結果,real time PCRに おけるmRNAの

解析 では,培 養環境pHの 上昇 に伴いTGF-β1

のmRNAの 発現が強く促進 された(図3)。

さらには,培 養上清 中のTGF-β1の 産生量 も

有意に増加 していることをELISAよ り確認 した

(図4)。 動物実験における骨折治癒モデルの報

告では,治 癒が促進 される過程で骨芽細胞か らの

TGF-β の発現が検出される18，19)。また,骨 膜下に

リ性に推移することが示 されている1)。口腔内は

様々な環境要因に支配されており11),歯周組織 も

様々な環境ス トレスに曝露 されてい ると考 える。

pHの 変化もそのひ とつであ り,歯 周組織構成細

胞に対 し様々な影響を与 えている可能性が示 され

ている2)。そ して,細 胞外pHの 変動は細胞 に対

しNa+/H+交 換輸送系の活 性化をもたらし様々な

影響を与 えてい ると考 えられてい る12)。しか し,

骨改造に重要な役割を果た している骨芽細胞にお



か となっている28)。すなわち,培 養環境pHの 変

化 に よ り活性 化 され たNF-κBの シグナル は

TGF-β 産生促進に働 くもののそのオー トクリン

の結果産生 されたIL-11がNF-κBの 活性を抑制

するとい うネガテ ィブフィー ドバ ックの系が遺伝

子 レベルにおいても存在することを強 く示唆する。

培 養 環 境pHの 上 昇 は,saos2に お け る

TGF-β1とIL-11のmRNAの 発 現 を 促 進 し た 。

さ ら に,saos2の 産 生 したTGF-β1は オ ー トク

リ ンの 系 を介 しIL-11の 産 生 を亢 進 した 。
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産 生 され る こ と が 示 され て い る21，22)。さ ら に は,

IL-11が 破 骨 細 胞 の 形 成 を促 進 し骨 形 成 を 抑 制 す

る機 能 を もつ こ と も 明 らか に され て い る23，24)。一

方,歯 周 組 織 構 成 細 胞 か らのIL-11産 生 は 骨 代 謝

に重 要 な サ イ トカ イ ン で あ るTGF-β,IL-1α な

ど に よ り 促 進 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る8，25)。

特 に,Yashiro8)ら はTGF-β が ヒ ト歯 根 膜 細 胞 か

らのIL-11の 産 生 をTGF-β1が 誘 導 す る こ と を

見 出 し て い る。 そ こ で,Saos2に お け る 培 養 環

境pHの 上 昇 に 伴 い 産 生 さ れ たTGF-β1が オ ー

トク リ ン の系 を介 しIL-11の 産 生 を促 進 す る 可 能

性 が考 え られ た 。Saos2の 培 養 環 境pHを 上 昇 さ

せ る とTGF-β1mRNAの 発 現 促 進 に 従 い,IL-

11mRNAの 発 現 が 促 進 され た(図5)。 さ ら に,

こ のIL-11mRNA発 現 促 進 が 培 養 環 境pHの 上

昇 に伴 い 産 生 され たTGF-β1(図4)に よ る も

の か を確 認 す る た め,抗TGF-β1抗 体 を 用 い た

検 索 を行 っ た 。 そ の 結 果,抗TGF-β1抗 体 添 加

群 で 有 意 にIL-11の 産 生 が抑 制 され た 。 こ の こ と

は,骨 芽 細 胞 に お い て,自 身 が 産 生 し た

TGF-β1の 作 用 を相 殺 す る た め に オ ー トク リ ンの

系 を介 しIL-11の 産 生 を誘 導 す る とい う ネ ガ テ ィ

ブ フ ィー ドバ ックの 存 在 が 強 く示 唆 され る 。

Saos2に お け る 培 養 環 境pHの 変 化 に よ る

TGF-β1の 産 生 促 進 機 構 を解 析 す る一 端 と して,

転 写 因 子 で あ るNF-κBの 関 与 に つ い て,PDTC

を用 い た 阻 害 実 験 を行 っ た 。 そ の 結 果,NF-κB

活 性 阻 害 剤 で あ るPDTCは,培 養 環 境pHの 上

昇 に よ るTGF-β1の 産 生 を 抑 制 した(図7)。 こ

の こ と は,細 胞 外 ス トレ ス に よ るサ イ トカ イ ンの

産 生 はNF-κBに 依 存 的 に 誘 導 され る こ と を 示

唆 す る。 事 実,様 々 な 刺 激 はNF-κBを 活 性 化 し

炎 症 反 応 を誘 導 す る こ と が 知 られ て い る26)。ま た,

NF-κBはTGF-β1産 生 に お け る 重 要 な メ デ ィ

エ ー タ ー で あ る27)。 さ ら に ,興 味 あ る こ と に

IL-11はNF-κBの 活 性 を減 弱 させ る こ と が 明 ら
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