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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞に機械的刺激を付加した場合、FK506はANGPTL2, COX2, IL1-β, MMP3, 
MMP13, Adamts5の遺伝子発現を抑制した。またp-ERK, p-P50, p-Akt, p-P38, p-JNKタンパク発現は亢進しFK506
の添加により抑制された。過度な機械的刺激によってNFATC1,3,4の発現は有意に亢進、NFATC2の発現は抑制され
た。FK506はNFATC3の脱リン酸化を抑制していると考える。次にラットTMJ-OAモデルを使用しFK506の変形性顎関
節症の抑制効果を検討した。0.32㎎/kgの濃度で筋注にて検討を行ったが炎症の抑制効果が認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In vitro experiments, all investigations were performed with ATDC5 
condrocytes. FK506 prohibited the expressions of ANGPTL2, COX2, IL1-B, MMP3-13, Adamsts5 when 
chondrocytes were subject to mechanical stress. The protein expressions of p-ERK, p-P50, p-Akt, 
p-P38, p-JNK were inhibited by FK506. The protein expressions of NFATc1,3,4 were enhanced, however 
NFATc2 was suppressed by mechanical stress. FK506 was considered to suppress the inflammation on 
chondrocytes by inhibition of the NFATc3 phosphorylation. In vivo experiments using TMJ-OA model 
rats, FK506 didn't work as an unti-inflammatory agent for mandibular condyles.

研究分野：矯正歯科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により軟骨細胞に対する機械的負荷がCaN-NFATc経路を経由して破壊作用を生じていることが明らかとな
った。またCaN阻害剤のFK506の軟骨保護効果の一端が解明された。さらにNFATcの種類ごとの炎症作用との関わ
りも一部明らかとなりこちらも将来の抗炎症薬・軟骨保護薬としての臨床応用が期待される。
本研究は決定的な治療法および治療薬の存在しない変形性顎関節症を、機械的刺激に関与するメカニクスを制御
することにより改善させる治療候補薬の選定に一歩近づいたと言える。またこのメカニクスの解明はあらゆる機
械的負荷に伴い発症する疾患への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
変形性顎関節症(TMJ-OA)は下顎頭軟骨の破壊を生じる疾患で、機械的負荷、外傷、加齢、
ストレスといった原因が複雑に絡んでいる。TMJ-OA で吸収した軟骨に治療法および予防
法は存在しない。本研究ではカルシニューリン（CaN）- NFATcシグナルを介した TMJ-OA
発症のメカニズムを検討する。さらに軟骨保護に有効な NFATc 阻害薬を用いた TMJ-OA
の治療法・予防法の確立を最終的な目的とする。 
 
２．研究の目的 
変形性顎関節症（TMJ-OA）は下顎頭軟骨の破壊や骨の変形を主症状とする退行性疾患であ
る。TMJ-OAは加齢、顎関節への機械的負荷、外傷、社 会的ストレスなど多くの要因が複
雑に絡んだ多因子性疾患であり、発症メカニクスは不明点が多い。治療法は、顎関節負荷の
緩和を目的とした スプリント治療や、消炎鎮痛剤（NSAIDs）の服用が行われているもの
の、対症療法の側面が強く、変形した軟骨組織の修復は困難で、根本的な 治療法および予
防法は存在しない。TMJ-OA は多くが顎関節症の重篤化より移行するが、顎関節症の有病
率は高く（成人集団の 20～40％とも報告 されている）、もはや国民病と言っても過言では
ない。カルシニューリン（CaN）は Ca2+/カルモジュリン依存性に活性化される Ser/Thrホ
スファターゼであり、T細胞においてNuclear factor of acti vated T-cells (NFATc)を脱リ
ン酸化させ、NFATcの核内移行を誘導する。この CaNシグナルは、1991年に CaN活性抑
制物質タクロリムス（FK506 ）の発見後、自己免疫疾患やアレルギー疾患の分野を中心に
研究が進み、近年では細胞増殖や分化、接着や細胞死など、細胞の恒常性維持も深く関与し
ていると考えられている。興味深いことに、過度な機械的負荷の付与時にも CaNが活性化
することが報告されており、タクロリムスは 機械的負荷に伴う顎関節軟骨の炎症に対する
抗炎症作用が期待できる。ここで CaN 機構の下流に存在する転写因子 NFATc シグナルに
注目した。NFATcはすでに IL-2,4,13, TNF-αなどの炎症性サイトカイン発現に関与してい
ることが明らかとなっているが、NFATc ファミリーは構造上の違いにより複数存在し、機
能は少しずつ異なると考えられている。また１つが欠損すると別のNFATcが補償的に機能
することも報告されている。我々の先行研究において、軟骨では NFATc3 が有意に高く発
現していた、機械的負荷によって NFATc2は発現上昇せず、一方 NFATc4では顕著に発現
上昇するなど、軟骨の炎症に対する機能は 1-4で大きな違いが認められる。以上より、NFATc
は軟骨組織において様々な機能を有している可能性がある。軟骨保護作用が高く、NFATc
間の機能補償機構により副作用が少ない NFATc阻害薬を探求し、安全で効果的な TMJ-OA
治療薬の確立を目指すことを、本研究の究極の目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
実験１：軟骨細胞における過度な機械的負荷と CaN-NFATcシグナルの解明（in vitro） 

ラット顎関節軟骨細胞を単離し用いる。培養細胞伸展機（Flexer Strain Unit®）を用い、

過度な機械的負荷（15kPa、毎分 30サイクル）を与え軟骨にの炎症状態を付与する。 

1)過度な機械的負荷が CaN-NFATcシグナルに及ぼす影響 

本研究では①機械的負荷、②機械的負荷+インテグリン阻害剤（cilengitide）添加、③機

械的負荷+FAK阻害剤添加における CaN活性の変化について、CaN細胞内活性測定キット

（Enzo Life Sciences, Inc）を用いて検証する。また機械的負荷により NFATc1~4の遺伝子

発現が亢進することは予備検討で明らかになっており、定量Western blot解析を用い、上

記①～③の条件下における NFATc1~4の脱リン酸化について検討を行う。 

2)タクロリムスおよび NFATc 阻害薬が炎症関連因子および基質分解酵素産生に与える影

響 

過度な機械的負荷と同時にタクロリムス（CAS番号109581-93-3, Sigma）およびNFATc 

1~4阻害薬を添加し、炎症性サイトカイン（IL-1β, TNFα）および基質分解酵素（MMP-

1,3,13）の産生抑制効果、また細胞外基質関連因子（Type II および Type X collagen, 

Aggrecan, ヒアルロン酸）の産生促進について、定量 PCR遺伝子解析、定量Western blot

解析を行う。また各 NFATc 阻害薬を投与したときのその他の NFATc の発現変化（機能

補償）を調べるとともに、細胞為害性について細胞数計測および Caspase3 Elisa, Apotosis 



& Necrotic Cell Detection Kitsを用いて検討する。 

3)その他の細胞質内シグナル伝達経路に与える影響 

定量Western Blot解析にて、タクロリムスおよびNFATc阻害薬添加によるシグナル伝

達の変化について検討する。 

 

実験２：タクロリムスおよび NFATc阻害薬の下顎頭軟骨に対する軟骨保護作用（in vivo） 

 実験にはラット TMJ-OA モデルを用いる。実験は全て右側顎関節：投与群、左側顎関

節：非投与群とする。 

1) 顎関節へのタクロリムスの投与が下顎頭軟骨に与える影響について 

①顎関節の関節腔に生理活性物質徐放用ゲル（MedGel®）に保持させ投与する。 

②顎関節周囲へのタクロリムス軟膏（プロトピック：0.03%～0.0003%）を局所塗布する。 

2)顎関節へのNFATc阻害薬投与が下顎頭軟骨に与える影響について 

「検討方法」 

経時的に顎関節を採取し組織切片を作製する。HE染色、トルイジンブルー染色、サフ

ラニン O染色にて軟骨構造を観察する。X線写真、マイクロ CTにて下顎頭形態を三次元

的に解析する。また炎症性サイトカイン（IL-1β, TNFα）、軟骨基質構成タンパク（Type 

Ⅱ,Ⅹ collagen、Aggrecan）の免疫染色を行い、両薬剤の抗炎症効果、軟骨保護作用を検

討する。CHP(Collagen Hybridizing Peptide)の蛍光染色にて変性コラーゲンを検出する。 
 
 
４．研究成果 
本研究は変形性顎関節症による軟骨破壊を防ぐ物質を探索する研究である。我々は以前よ
り顎関節にかかる機械的負荷により軟骨破壊を生じるメカニクスについて検討を行ってき
た。機械的刺激はインテグリン－FAK を介して受容されていることを明らかにしてきた。
このたび我々はカルシニューリンに注目し、それに関与する NFATcを介したメカニクスが
外的な機械的負荷を受容し軟骨破壊を生じている可能性について検討することとした。  
 
実験１：in vitro実験として、肥大期 ATDC5を用いて実験を行った。軟骨細胞に機械的刺
激を付加した場合、その 12時間、24時間前に投与した FK506が 50μ Mの濃度で有意に
ANGPTL2発現を抑制することを明らかとした。FK506投与後に、過度な機械的負荷付与
し 6時間、12時間後に計測すると ANGPTL2, COX2, IL1-β, MMP3,MMP13, Adamts5の
遺伝子発現の抑制が確認された。同様に上記炎症関連因子のタンパク発現も抑制された。ま
た過度な機械的負荷付与により亢進した p-ERK, p-P50, p-Akt, p-P38, p-JNKタンパク発
現は、FK506 の添加により抑制されることが明らかとなった。軟骨細胞において、過度な
機械的刺激によって NFATC1,3,4の発現は有意に亢進し、NFATC2の発現は有意に抑制さ
れた。過度な機械的刺激 10 分後より NFATc3 の 脱リン酸化の亢進が認められ、120分ま
で継続した。トータル NFATc3 は過度な機械的刺激開始後 120 分で亢進が認められた。
NFATCのリン酸化は機械的刺激により亢進し、FK506の添加により更に亢進した。FK506
は NFATC特に NFATC3の脱リン酸化を抑制することでNFATｃの核内移行を抑制し、最
終的に ANGPTL2の発現抑制を生じていると推察する。 
 
実験２：in vivo実験としてラット TMJ-OAモデルを使用し FK506の変形性顎関節症の抑
制効果を検討した。申請者らが作製した TMJ-OAラットモデルは咬合挙上装置を上下の切
歯に装着し、開口状態を強制的に作り出す装置で、ラットの下顎頭は関節窩へと強く圧迫さ
れる。機械的負荷により軟骨組織の硝子様変性や壊死が観察可能である。先行研究としてモ
デルラットを用い顎関節部皮膚へFK506塗布を行ったものの思わしい結果が得られなかっ
た。これは FK506の分子量の大きさにともなう組織浸透性の問題と解釈している。そこで
0.32㎎/kgの濃度で筋注を行い検討した。FK506の体内濃度は 24時間で減衰するため毎日
1 回の投与を 10 日間行い評価した。しかしラット TMJ-OA モデルでは炎症の抑制効果と
して有意な差が認められなかった。これに関して TMJ-OAモデルの組織変性の程度が小さ
いことから組織切片上での軟骨の変化が読み取れなかった可能性がある。今後は新しいラ
ット下顎頭吸収モデルを用い（関節円板を前方へ牽引することで炎症状態を作り出すモデ



ル）引き続き FK506 添加実験を行う予定である。また NFATc 阻害剤の添加実験も行いた
い。 
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