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研究成果の概要（和文）：歯周炎は歯槽骨の吸収を特徴とする慢性炎症性疾患であり，主要な歯の喪失原因であ
る.近年同定されたTRPV1タンパクは，様々な炎症性疾患に関与することが知られているが，歯周炎への関与はほ
とんど報告がない．実験的歯周炎モデルマウスにおいて，TRPV1ノックアウトマウスは歯槽骨破壊が亢進するこ
とが確認された．そのメカニズムとして，TRPV1の活性化によって産生誘導される神経ペプチドCGRPが破骨細胞
分化を抑制することが示唆された．TRPV1アゴニストであるカプサイシンを実験的歯周炎モデルマウスに投与す
ることで歯周炎が抑制された．以上より，TRPV1が歯周炎の病態形成に関与することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：However the function of TRPV1 in sensory neurons has been intensively 
studied in other organs, its physiological role in periodontal tissues is unclear. In this study, we
 found that Trpv1－/－ mice developed severe bone loss in an experimental model of periodontitis. 
Chemical ablation of TRPV1-expressing sensory neurons recapitulated the phenotype of Trpv1－/－ 
mice, suggesting a functional link between neuronal TRPV1 signaling and periodontal bone loss. TRPV1
 activation in gingival nerves induced production of the neuropeptide, calcitonin generelated 
peptide (CGRP), and CGRP treatment inhibited osteoclastogenesis in vitro. Oral administration of the
 TRPV1 agonist, capsaicin, suppressed ligature-induced bone loss in mice with fewer 
tartrateresistant acid phosphatase (TRAP)-positive cells in alveolar bone. These results suggest 
that neuronal TRPV1 signaling in periodontal tissue is crucial for the regulation of 
osteoclastogenesis via the neuropeptide CGRP.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 歯周炎　神経ペプチド　TRPチャネル

  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔領域には様々なTRPチャネルタンパクが発現していることが報告されていることから，歯周炎のみならず
様々な口腔生理機能や口腔疾患の理解を深めるという学術的意義を持つと考える．さらに，TRPチャネルタンパ
クの歯周組織における役割が明らかになれば，将来的にはこれらのアゴニストもしくはアンタゴニストを歯周病
の予防薬や治療薬として歯磨剤や含嗽剤として応用することが可能である．TRPチャネルタンパクのアゴニスト
はカプサイシンやメントールなど，自然界に存在しているものが多く，生体親和性が高いために臨床応用しやす
く，トランスレーショナルリサーチ実践の即戦力と成り得ることが社会的意義として考えられる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
歯周炎は歯槽骨の吸収を特徴とする慢性炎症性疾患であり，主要な歯の喪失原因である.それに
加え，様々な全身疾患のリスクファクターであることが多くの研究によって報告されている． 
Transient receptor potential (TRP) チャネルタンパクは，陽イオンチャネルスーパーファミ
リーを成している(Caterina MJ et al., Nature,1997)．TRP チャネルタンパクは膜貫通型受容
体であり，分子構造や活性化の違いから 7つのサブファミリーに分類され，現在では哺乳類で
計 28 種類の TRP チャネルタンパクが同定されている．全身の臓器，組織，細胞に広く発現して
おり，温度，機械刺激，化学刺激，浸透圧，酸などにより活性化されるユニークな多刺激受容
体である．細胞分化，増殖，アポトーシスなどを制御することが知られており，宿主個体の維
持に関わる細胞機能の制御に大きく関与している． 
それらの中で最も精力的に研究が進められている TRPV サブファミリーに属する Transient 
Receptor Potential Vanilloid type 1 (TRPV1) は，カプサイシンなどによって活性化される
チャネルタンパクで，神経組織に発現している TRPV1 は侵害受容体として生体防御機能に関与
することが報告されている(Davis JB et al., Nature, 2000)．TRP チャネルタンパクファミリ
ーの中でも特に TRPV1 は，炎症性疾患をはじめとする様々な疾患の発症・進行に密接に関与す
ることが多く報告されている． 
神経組織に発現する TRPV1 チャネルは，局所における神経ペプチドの放出を誘導することが知
られている．生物学的活性を有する神経ペプチドであるカルシトニン遺伝子関連ペプチドやサ
ブスタンス Pは，骨代謝との関連も報告されている．外来性の細菌やウィルス，飲食物や異物
が最初に体内に入る口腔に存在する感覚神経終末にはこれら TRP チャネルタンパクが選択的か
つ高度に機能していることが予測される．しかしながら，神経組織に発現する TRPV1 と歯周炎
の関連を報告する学術論文はほとんどない． 
 
２．研究の目的 
そこで本研究の目的は，神経ペプチドを介した骨代謝制御機構を明らかにすることで，歯周

炎の病態形成における TRPV１の機能を解明することである． 
 
３．研究の方法 
（１）TRPV1 を介して産生誘導される神経ペプチドの同定 
TRPV1 の特異的アゴニストとして知られるカプサイシンを野生型マウスの食餌に 0.01％の量で
混和して与え，7 日後に安楽死させてサンプル回収を行う．歯肉組織および三叉神経節を採取
し，mRNA を抽出後，各種神経ペプチドに特異的なプライマーを用いて，遺伝子発現の有無を PCR
法にて確認する．生物学的活性を持つことが報告されている神経ペプチドに関して網羅的にス
クリーニングを行う．採取した歯肉組織および三叉神経節を 24時間培地で培養し，上清中の各
種神経ペプチドの産生パターンを ELISA 法にて測定する．それら神経ペプチドの局在を確認す
るために，歯肉組織および三叉神経節を固定後，パラフィン包埋を行い，免疫染色法にて検出
を行う．  
（２）神経ペプチドが骨代謝能に及ぼす影響の検討 
同定された神経ペプチドが骨芽細胞および破骨細胞の分化・増殖に及ぼす影響を in vitro にて
検討する．骨芽細胞の分化誘導，もしくは破骨細胞の分化抑制によって，歯槽骨吸収が抑えら
れることを期待する．骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 を播種し，骨芽細胞分化誘導試薬加えたα
-MEM 培地にて 10 日間培養を行う．培養時には同定された神経ペプチドのリコンビナントタン
パクをそれぞれ添加し，添加していない群との比較検討を行う．細胞増殖能は，培養上清を除
去後に MTT を添加して反応後，細胞を溶解してプレートリーダーにて吸光度を測定する．また，
硬組織形成の酵素マーカーであるアルカリホスファターゼ(ALP)を ALP 染色にて，石灰化した硬
組織をアリザリンレッド染色にて検出し，骨形成能を評価する．さらに，mRNA を抽出後，骨形
成に関連する遺伝子に関して定量的 PCR を行い，比較検討を行う．破骨細胞前駆細胞である
RAW264.7 細胞を播種し，破骨細胞分化誘導剤である RANKL を加えたα-MEM 培地にて 10日間培
養を行う．LPS 刺激により破骨細胞分化が促進されることが知られていることから，歯周病原
細菌である Porphyromonas gingivalis 由来の LPS を添加し，歯周炎の病態を模した系を確立す
る．そこに，各種神経ペプチドをそれぞれ添加し，添加していない群と比較検討を行う。細胞
増殖能は MTT アッセイにて行う．また，破骨細胞マーカーである酒石酸抵抗性酸性ホスファタ
ーゼ(TRAP)の染色を行い，破骨細胞への分化能を比較する．さらに，破骨細胞分化に関連する
遺伝子に関して定量的 PCR を行う． 
（３）TRPV1 を介した歯周炎抑制効果の検討 
申請者が以前確立した歯牙結紮歯周炎モデルに TRPV1 アゴニスト投与もしくは各種神経ペプチ
ド投与を行い，歯周炎の重症度を比較検討することで，TRPV1 を介した歯周炎の抑制効果を検
証する．全身麻酔下にて C57BL/6 マウスの上顎左側第二臼歯に絹糸(5-0)を結紮し，7日後に安
楽死させてサンプル採取を行う．TRPV1 アゴニストであるカプサイシンもしくは各種神経ペプ
チドのリコンビナントタンパクは食餌に混和し，歯牙結紮の 7日前から計 14 日間投与を行う．
上顎の歯槽骨吸収量を歯周炎の重症度として比較検討を行う．また，歯肉組織から mRNA を抽出
後，通法に則り cDNA を合成し，各種炎症性サイトカイン・骨代謝関連遺伝子に特異的なプライ



マーを用いて定量的 PCR にて解析を行う．歯周組織のパラフィン切片を作製し，ALP 染色・ア
リザリンレッド染色にて骨芽細胞分化能を，TRAP 染色にて破骨細胞分化能を比較検討する．ま
た，これらの応答がそれぞれの受容体を介した特異的な反応であることを確認するために，各
種受容体遺伝子が欠失したノックアウトマウスを用いて同様の実験を行う． 
 
４．研究成果 
（１）TRPV1 を介して産生誘導される神経ペプチドの同定 
TRPV1のアゴニストであるカプサイシンを野生型マウス(Wild-type)およびTRPV1ノックアウト
マウス(Trpv1-/-)に投与し，安楽死させて三叉神経節を採取し，培養液中で 24時間培養し，上
清中の神経ペプチド CGRP の産生量を ELISA 法にて測定した．カプサイシン投与によって CGRP
の産生が誘導されることが確認された。一方で，TRPV1 ノックアウトではカプサイシン投与に
よって産生誘導されなかったことから，カプサイシンは TRPV1 依存的に CGRP を産生することが
示唆された（図１）．また，三叉神経節の蛍光免疫染色の結果，TRPV1 と CGRP が共局在してい
ることが観察された。歯肉組織から注入した逆行性トレーサーFluoro-gold (FG) が陽性の神経
線維も認められたことから，歯肉中に存在する神経線維上に TRPV1 と CGRP が発現していること
が示唆された（図２）． 
 
（図１）            （図２） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）神経ペプチドが骨代謝能に及ぼす影響の検討 
CGRP が骨芽細胞および破骨細胞の分化・増殖に及ぼす影響を in vitro にて検討した．骨芽細
胞様細胞株 MC3T3-E1 を播種し，骨芽細胞分化誘導試薬加えたα-MEM 培地にて 10 日間培養を行
った．CGRP のリコンビナントタンパクをそれぞれ添加し，添加していない群との比較検討を行
った．石灰化能をアリザリンレッド染色にて，アルカリホスファターゼ(ALP)を ALP 染色にて評
価したが，CGRP 添加による差は認められなかった（図３）．一方で，破骨細胞前駆細胞である
RAW264.7 細胞を播種し，破骨細胞分化誘導剤である RANKL を加えたα-MEM 培地にて 10日間培
養を行ったところ，CGRP 添加により破骨細胞分化が有意に抑制されることが確認された。これ
らのことから CGRP は骨芽細胞ではなく，破骨細胞に影響を与えることが示唆された． 
 
（図３）                  （図４） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）TRPV1 を介した歯周炎抑制効果の検討 
歯牙結紮歯周炎モデルにカプサイシン投与を行い，歯周炎の重症度を比較検討した．その結果，
カプサイシン投与群は非投与群に比較して，歯槽骨吸収が有意に抑制されており，歯槽骨表面
に存在する破骨細胞数も有意に少ないことが確認された（図５）．一方で，TRPV1 ノックアウト



マウスおよび RTX マウスにカプサイシンを投与しても歯周炎の抑制効果は認められなったこと
から，神経に発現する TRPV1 が歯周炎の抑制に影響を与えることが示唆された．また，マウス
歯周組織の免疫組織染色によって CGRP 陽性の神経線維が歯槽骨表層の TRAP 陽性細胞に近接し
ていることが確認された． 
 
（図５） 
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