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研究成果の概要： 
 Hhシグナルのレセプターである Patched1(Ptch1)haploinsuficient（+/-）マウスを用いて解
析を行った。結果、顎顔面骨・長管骨において高代謝回転型の骨リモデリングが行われている

事が確認された。さらに in vitroでの解析から Ptch1+/-の骨芽細胞では細胞増殖ではなく、分
化能が、また破骨細胞支持能が亢進している事がわかった。このことから、成体の骨組織の恒

常性維持にHhシグナリングが関与する事が明らかとなった。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2008年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
 成体の骨組織は、骨基質の吸収と形成とい
うダイナミックな現象（骨改造現象－骨リモ
デリング）により常に再構築され、その形態
と機能の恒常性を維持している。骨吸収を担
う破骨細胞と骨形成を担う骨芽細胞が、骨組
織を取り巻く環境・骨組織に加わる種々の刺
激に応答して、時間的・空間的に協調するこ
とで骨リモデリングが起こる。骨リモデリン
グに影響を与える重要な刺激の一つに機械
的刺激（メカニカルストレス）が挙げられる。
健常人の骨組織は常に適度なメカニカルス
トレスを受けており、老化に伴う活動性の低

下、寝たきりなどのストレス減少下では急速
に骨粗鬆化が進行することが知られている。
また、至適なメカニカルストレス条件下では、
骨折治癒や骨延長時の骨形成などが促進さ
れることが知られている。同様に、歯科矯正
治療による歯の移動も、メカニカルストレス
に応答して促進された骨リモデリングを積
極的に利用したものである。矯正力というメ
カニカルストレスに応答して、歯槽骨内にお
いては圧迫側の骨吸収と牽引側の骨形成が
繰り返される。つまり歯の移動は骨ターンオ
ーバーが亢進した骨リモデリングの結果と
して達成される。このように、矯正力による
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歯槽骨の骨リモデリングは歯科矯正治療の
根幹をなす生体現象であるものの、その分子
メカニズムは未だ詳細に明らかにされてい
ないのが現状である。 
骨芽細胞と破骨細胞の分化、成熟、機能を
調節することで、成体内骨代謝機構・骨リモ
デリングに関与する分子・シグナル経路はこ
れまでに数多く報告されている。中でも、申
請者らはヘッジホッグシグナルに着目しそ
の骨発生・骨代謝における役割を解析してき
た（J Clin Invest 107:295-304, 2001; 
Development 131:1309-1318, 2004）。 
ヘッジホッグ（Hedgehog－Hh）は 1980年
に、キイロショウジョウバエにおいて体節の
極性を決める segment-polarity geneの１つと
してWieschaus と Nusslein-Volhardによって
最初に同定された。このシグナル経路は種を
越えて高度に保存されている。モルフォゲン
として濃度勾配依存的に細胞の運命を決定
するほか、mitogenとして細胞の増殖や生存
を、または誘導因子として器官の形態を制御
し個体発生において非常に重要なシグナル
分子である（Genes Dev 13:2072-2086, 1999）。 
哺乳類ではインディアンヘッジホッグ
（Indian hedgehog- Ihh）、ソニックヘッジホッ
グ（Sonic hedgehog- Shh）、デザートヘッジホ
ッグ（Desert hedgehog- Dhh）の 3つのホモロ
グが存在する。その中でも骨格系で強い発現
が認められるのは Ihhである。Hhシグナル伝
達においては、受容体 Patched（Ptc）は通常
Smoothened（Smo）を抑制しており、Hhが
Ptcに結合することでその抑制が解除されて
細胞内へシグナルが伝達される。その結果、
下流に存在する 3つの転写因子 Gliによって
標的遺伝子の転写が調節される（上図）。四
肢骨の発生において Hhシグナルが重要な役
割を果たすことは、Ihhノックアウトマウス
（Genes Dev 13:2072-2086, 1999）、Ihhノック
アウトキメラマウス（J Clin Invest 107:295-304, 
2001）、Hh受容体である Smoothened（Smo）
の軟骨膜・骨髄特異的ノックアウトマウスお
よび Smoノックアウトキメラマウスの解析
（Development 131:1309-1318, 2004）からすで
に明らかとなっている。しかしながら、成体
の骨代謝・骨ターンオーバーの制御・メカニ
カルストレスによる骨リモデリングの制御
への関与は不明なままであった。 
申請者らは最近、Hhシグナル受容体Patched1
のヘテロノックアウト（Ptc+/-）マウスの四
肢骨において、Hh シグナルの恒常的な活性
化と骨リモデリングの亢進を認めることを
見出した（未発表、投稿準備中）。このこと
は、Hh シグナルが骨発生のみならず成体に
おける骨リモデリングに密接に関与するこ
とを示している。さらに、顎顔面骨の生理的
な骨代謝調節、歯科矯正治療における骨リモ
デリングの亢進への関与も示唆される。以上

より、顎顔面骨の骨代謝調節と歯科矯正治療
における骨リモデリングへの Hh シグナルの
関与を明らかにすることは、歯槽骨内の歯の
移動という生体現象の分子メカニズムの解
明に一石を投じるのみならず、メカニカルス
トレスシグナルにおける Hh シグナルの関与
をも明らかにするものと思われる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、歯科矯正治療による歯の移動・
骨リモデリングにおける Hhシグナルの関与
を分子レベルで解明することを目的とする。
交付期間内に以下の３点を行うことを計画
している。 

1. 生理的条件下における Ptc1+/-マウ
スの顎顔面骨代謝の解析 

2. 骨芽細胞・破骨細胞における Hhシ
グナル下流遺伝子と相互作用分子
の解析 

3. Ptc1+/-マウス・サイクロパミン投与
マウスの実験的歯の移動・後戻り評
価モデルを用いた歯科矯正学的・分
子生物学的評価 

4.  
 1及び 2により、歯の移動が行われる顎
顔面骨の骨代謝（骨形成・骨吸収・骨リモ
デリング）における Hhシグナルの役割と
その分子メカニズムを明らかにする。3で
は、Ptc1+/-マウス（Hhシグナルの恒常的活
性化モデル）とサイクロパミン（Hhシグナ
ル阻害剤）投与マウス（Hhシグナルの抑制
モデル）において実験的歯の移動－後戻り
評価モデルを用いた歯科矯正学的評価を行
う。あわせて歯の移動に伴う遺伝子・蛋白
発現の解析と骨リモデリングの評価を経時
的に行うことにより、Hhシグナルの活性化
と抑制が歯科矯正治療による歯の移動と治
療後の後戻り・骨リモデリングに与える影
響を分子レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
生理的条件下における Ptc1+/-マウスの顎顔
面骨代謝の解析 
① 顎顔面骨組織の解析 
マイクロ CTによる骨形態計測、パラフィ
ン包埋組織切片による組織学的観察、カル
セインラベリングによる骨代謝能の評価
を行った。 
② 骨芽細胞の増殖・分化・survival の解
析 
Ptc1+/-マウスおよび wt マウス由来の骨芽
細胞より mRNA を採取し、Real time 
RT-PCR 法により骨分化マーカーの発現を
解析した。 
③ 骨芽細胞の破骨細胞形成支持能、およ
び破骨細胞の分化・活性・survivalの解析 
Ptc1+/-マウスおよび wt マウス由来の骨芽



 

 

細胞および造血系細胞との共培養系を用
いて破骨細胞分化因子の発現を mRNA レ
ベルで解析した。また、TRAP 染色を行い
破骨細胞分化を評価した。 

 
骨芽細胞・破骨細胞における Hhシグナル下
流遺伝子と相互作用分子の解析 
① Hhシグナル下流遺伝子の同定 
Hh による骨芽細胞・破骨細胞分化誘導効
果に与える影響を分化マーカーの発現を
指標とし、gene chipによる網羅的遺伝子発
現解析を行う。 
② Hh シグナル下流遺伝子転写制御機構
の解析 
候補となった下流遺伝子に関して Hh シグ
ナル下流の転写因子 Gli による転写制御を
検討する。プロモーター領域全長あるいは
deletion・mutation コンストラクトを用いた
ルシフェラーゼアッセイによって、Gli に
よる転写活性調節に関する検討する。 
 

Ptc1+/-マウス・サイクロパミン投与マウスの
実験的歯の移動・後戻り評価モデルを用いた
歯科矯正学的・分子生物学的評価 
① 動物および実験的歯の移動評価モデ
ル 
Ptc1+/-マウスと野生型マウス、及びサイ
クロパミン（Hhシグナル阻害剤）投与マ
ウスと非投与マウスにおいて実験的歯の
移動モデルを作製し、両者の間で歯の移
動度と周囲組織の変化を比較・観察する。 
② 歯の移動に関する歯科矯正学的・分子
生物学的評価 
上記モデルにおいて圧迫側・牽引側を組織
学的染色により同定し、次いで同部位より
mRNAを採取し骨芽細胞・破骨細胞分化マ
ーカーの発現を解析する。 
③ 後戻りに関する歯科矯正学的・分子生
物学的評価 
上記の①②によりモデルが完成した際に
は矯正装置撤去後においても同様の組織
学的・分子生物学的解析を行い、矯正後後
戻りに対するHhシグナルの影響を評価す
る。 

 
４．研究成果 
生理的条件下における Ptc1+/-マウスの顎顔
面骨代謝の解析 
① 顎顔面骨組織の解析 
 Ptc1+/-マウス（Ptc1KO）と野生型マウス
（WT）の顎顔面骨について X線撮影・マイ
クロ CTにて骨のサイズ、形状、質、骨密度、
骨量をマクロ的に評価し、あわせて組織学的
解析による質的検討も行った。組織学的解析
としては、HE染色、von Kossa染色、TRAP
染色、カルセイン二重標識を行った。Ptc1KO
では高代謝回転型の骨量増加を認めた。 

② 骨芽細胞の増殖・分化・survivalの解析 
 Ptc1KOとWTの新生仔頭蓋骨由来骨芽細
胞の増殖・分化を、チミジン取り込み能、ア
リザリンレッド染色による基質合成能、Real 
time RT-PCRによる分化マーカーの発現検討
によって評価した。Ptc1KO骨芽細胞では増
殖は変わらないものの、分化能が亢進してい
ることが明らかとなった。 
 
骨芽細胞の破骨細胞形成支持能、および破
骨細胞の分化・活性・survivalの解析 
 Ptc1KO と WT の培養骨芽細胞と造血系
細胞（骨髄細胞または脾細胞）の共存培養
をおこない、TRAP 陽性多核細胞形成能を
測定した。また、培養骨芽細胞における破
骨細胞分化因子（RANKL）の mRNA レベ
ルを評価した。形成破骨細胞に関しては、
象牙片上での吸収窩測定によりその活性を
評価するとともに、生存期間の検討も行っ
た。Ptc1KO骨芽細胞においては RANKL発
現の著しい上昇が認められ、破骨細胞支持
能が亢進していた。一方、Ptc1KO破骨細胞
前駆細胞には異常は認められなかった。 
 
骨芽細胞・破骨細胞における Hhシグナル下
流遺伝子と相互作用分子の解析 
① Hhシグナル下流遺伝子の同定 
 Hhによる骨芽細胞・破骨細胞分化誘導効
果に与える影響を分化マーカーの発現と基
質合成能を指標に検討した。 
骨芽細胞に対する Hh シグナルの影響をマー
カー遺伝子の発現上昇を指標に経時的に評
価した。これを元にタイムポイントを設定し
gene chip による網羅的解析を行った。結果、
今まで予想されなかった下流遺伝子が候補
として同定された。 
 
実験的歯の移動・後戻り評価モデルを用いた
歯科矯正学的・分子生物学的評価 
① 動物および実験的歯の移動評価モデル 
 野生型マウスを用いて実験的歯の移動モ
デルを作製し、両者の間で歯の移動度と周囲
組織の変化を比較・観察した。 
② 歯の移動に関する歯科矯正学的・分子生
物学的評価 
 野生型マウスの歯周組織において、in situ 
hybridization 法により Scx、Tnmd など近年
腱・靱帯などの強靱結合組織に発現が見られ
る遺伝子の発現が確認された。 
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