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研究成果の概要（和文）：機械的負荷を与えながら 1%、5%、10%、15%、常酸素分圧下で細胞を培養し

HIF-1 活性化を検討した。その結果、負荷を与えない場合では 1%酸素分圧下でのみ HIF-1 活性化が

認められたのに対し、負荷群では全ての分圧下で有意に HIF-1 活性が上昇する傾向が認められた。

さらに HIF-1 関連遺伝子、破骨細胞関連遺伝子の発現をリアルタイム RT-PCR を用いて検討したとこ

ろ、1%、5%の両条件下で機械刺激による遺伝子発現増強が認められた。 

 
研究成果の概要（英文）：Giving mechanical stress, the cells were cultured under 1%, 5%, 10%, 15% pO2, 
and normoxic condition and HIF-1 activity was analyzed. As a result, HIF-1 was observed only under 
1% pO2 condition without loading. On the other hand, HIF-1 tended to increase under every condition 
with loading. Furthermore the activation of HIF-1 was evaluated by a real-time RT-PCR analysis 
for HIF-1 target genes and osteoclast-relating genes. As a result, mechanical stimuli strikingly 
increased these genes expression under 1% and 5% pO2. 
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１．研究開始当初の背景 
Hypoxia-inducible factor-1（HIF-1）は低酸

素下で発現する転写因子であり、がんや心疾患
などの身近な疾患の発症・進行に重要な働きを
していることが報告されている。近年、変形性関
節症において軟骨部位に HIF-1の発現が認
められることが注目されている。 
一方で、歯科臨床においてしばしば見られ

る 顎 関 節 症 の う ち 、 変 形 性 顎 関 節 症
(temporomandibular joint-osteoarthrosis)
（以下 TMJ-OA）は下顎頭への異常な負荷も
しくは過剰な負荷が顎関節構成要素を障害
する圧迫力となり、表層軟骨の変性や骨吸収
を引き起こすことが報告されている。多因子
的な要素が強い疾患であるが、その中で、特
に以下のことに注目した。 
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１．Tanaka ら（2005）は、強制開口による
顎関節への持続的な負荷が下顎頭軟骨の退
行性変化や隣接する軟骨下骨における血管
内皮新生因子 vascular endotherial growth 
factor（VEGF）の発現が誘導されることを
報告した。  
２．近年軟骨の恒常性維持や変形性関節症
（osteoarthritis）（以下 OA）の病態変化に、
低酸素刺激と hypoxia-inducible factor-1
（HIF-1）が重要な役割を果たしている可能
性が報告された（Pfander and Gelse, 2007）。 
３．HIF-1は低酸素刺激で活性化される転
写因子として知られており、VEGF を誘導し、
血管新生を促進することで創傷の治癒や緩
和に働くことが知られている。 
４．低酸素刺激以外にも、炎症反応におい
て発現する TNF-やメカニカルストレスが
軟骨における HIF-1の発現を誘導すること
が報告された（Albina et al., 2001; Pufe et 
al., 2004）。  
５．ラットを用いた TMJ-OA モデルにおい
て下顎頭への負荷日数に比例して下顎頭成
熟軟骨層に HIF-1が発現すること、低酸素
下培養軟骨細胞において、成熟期に値する軟
骨細胞に HIF-1が発現し、VEGF を始めと
する HIF-1標的遺伝子の発現および破骨細
胞関連遺伝子のうち破骨細胞分化抑制遺伝
子 osteoprotegerin（OPG）の発現抑制が引
き起こされることが示され、HIF-1と
TMJ-OA との関連性が示唆された。 
 
このように、これまでの実験で TMJ-OA にお

いて下顎頭軟骨に HIF-1が発現することが
示された。 
 
２．研究の目的 

本研究では、変形性顎関節症の発症、進行
における HIF-1の関与とその機序として考えう
る機械刺激の関与の有無を明らかにし、そのメ
カニズムを検討することにより変形性顎関節症
の発症機序の一部を解明し、臨床応用に結び
つけることを最終的な目的とする。


３．研究の方法 

培養軟骨細胞およびラット下顎頭軟骨におけ

る HIF-1発現に及ぼす機械刺激の影響を分子

生物学的に検討した。さらに、低酸素刺激、機

械刺激の相互作用が軟骨細胞に及ぼす影響に

ついて分子生物学的に検討し、TMJ‐OA にお

ける HIF-1発現機構の解明を行った。
培養細胞に機械刺激を与える方法として、今

回我々は培養細胞に対し直接カバーグラスによ

り負荷をかけ、HIF-1の発現検討を行った。低

酸素刺激としては 1%、5%、10%、15%、の酸素分

圧下で低酸素下培養を行った。HIF-1及び関

連因子の発現検討には、ルシフェラーゼレポー

ターアッセイならびにリアルタイム RT-PCR 法を

用いた。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1)始めに機械刺激によるストレスの変形性顎
関節症の発症・進行への影響を検討するため、
骨芽細胞様細胞 Saos-2 に様々な荷重負荷を
与え、ルシフェラーゼレポーターアッセイを用い
て HIF-1遺伝子発現を検討した。その結果、
軽度の負荷を与えながら 1%ならびに常酸素分
圧下で細胞を培養し HIF-1活性化を検討した
ところ、負荷を与えない場合では 1%酸素分圧
下でのみ HIF-1活性化が認められたのに対し、
負荷を与えたものではコントロールと比較しい
ずれの分圧下でも有意に HIF-1活性が上昇
する傾向が認められた。 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cover glasses activated HRE-driven 

luciferase activities even in normoxia. 
Furthermore, hypoxic treatment enhanced 
those activities. 

 
 
 
(2)次にリアルタイム RT-PCR をもちいて HIF-1
関連遺伝子 DEC1, ADM, CA9 の発現検討を
行った。その結果、図のように 1%条件下で遺伝
子発現増強が認められた。さらに、1%、5%のい
ずれの低酸素条件下でも機械刺激による遺伝
子の発現増強が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

The expressions were enhanced with a piece 
of glass even in normoxia, and increased in 
hypoxic conditions. 

 
 
 

(3)破骨細胞関連遺伝子 VEGF, BMP2, 
PDGF, OPN の発現を検討したところ、HIF-1 関
連遺伝子と同様にして 1%条件下で遺伝子発現
増強が認められた。さらに、1%、5%のいずれの低
酸素条件下でも機械刺激による遺伝子の発現
増強が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 
 
A glass increased gene expressions in 

hypoxic conditions, even in 5% pO2, suggesting 
that those conditions might induce and recruit 
osteoclast via activation of relating genes. 

 
 

 
以上の(1)～(3)の結果から、機械刺激によ

り HIF-1が活性化されそれに伴う破骨細胞関
連遺伝子の増強が骨吸収を引き起こしている
可能性が示唆され、変形性顎関節症の発症機
序に機械刺激と HIF-1遺伝子発現が関係し
ている可能性が示された。 
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