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研究成果の概要（和文）：イノシトール 1,4,5-三リン酸（IP3）の受容体であると共に、細胞内

Ca2+ストアに局在する Ca2+チャネルであるイノシトール 1,4,5-三リン酸受容体（IP3R）のサブタ

イプの一つである IP3R -Ⅲ型は、ポドゾームにおいてアクチン細胞骨格の調節に重要な役割を

果たしていることが示唆され、また歯槽骨骨吸収においても重要な役割を果たしている可能性

が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) receptors (IP3Rs) are Ca

2+ 

channels that localize to intracellular Ca2+ stores. Our data strongly suggest IP3R type 

III may be related to regulation of an actin cytoskeleton in podosomes, actin-rich 

adhesion structures in osteoclasts and may be associated with the alveolar bone bone 

resorption. 
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１．研究開始当初の背景 

小児歯科医療は、小児の口腔領域の健全な

発育と健康の維持を目的としている。成長発

育期は、顎顔面部の成長発育が盛んな中、乳

歯から永久歯への交換が行なわれる時期で

ある。日常の小児歯科臨床においては、乳歯

外傷や齲蝕に伴う感染により永久歯萌出不
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全を惹起する症例にしばしば遭遇する時期

でもある。この時期のアプローチによっては、

不正咬合を防止することが可能であり、永久

歯列の咬合関係を確立するために大きな影

響を与えることができる。歯の萌出には、萌

出経路の形成が重要で、歯を覆っている歯槽

骨に破骨細胞の骨吸収がうまく作用しない

と歯の埋伏による歯列不正など不正咬合を

引き起こす可能性が高くなる。萌出経路の形

成には破骨細胞が必須であり、個々の歯の萌

出時期にその萌出経路が形成されなければ

歯は萌出できない。例えば、破骨細胞のプロ

トンポンプに非可逆的に結合するバフィロ

マイシンを萌出中の歯の歯小窩に注入する

ことで萌出を止めたり、大理石病においては

破骨細胞の分化を刺激する因子である CSF-1

が欠如していて萌出経路の骨を取り除くメ

カニズムが存在しないため萌出が阻害され

る、といった報告がある。また、破骨細胞の

骨吸収活性には細胞接着、酸分泌、タンパク

質分解酵素が深く関わっていることが知ら

れているが、細胞接着については不明な点が

多い。 

私は、大学院入学時より、ラット破骨細胞

におけるイノシトール 1,4,5-三リン酸(IP3)

受容体(IP3R)の局在についての研究を行って

きた。IP3 は細胞内 Ca2+ストア(小胞体)から

Ca2+を放出するセカンドメッセンジャーであ

り、形態変化、分泌、遺伝子発現等の細胞の

機能にとって重要な働きを持っている。IP３R

は IP3 の受容体であると共に、細胞内 Ca2+ス

トアに局在する Ca2+チャネルで、組織や発生

時期に特異的な三つのサブタイプ（Ⅰ型、Ⅱ

型、Ⅲ型)がある。IP３R は、当初、小胞体に

存在すると考えられてきたが、現在では形質

膜にも認められており、形質膜に発現する

IP3R は細胞骨格、細胞接着の構築に関与して

いることが報告されている。 

一方、破骨細胞の骨基質への接着は骨吸収

の重要なステップの一つであり、接着に関わ

る構造は古くから in vitro においてはアク

チンを多く含むポドゾームと呼ばれる構造

が相当すると考えられてきた。細胞と細胞外

基質間の相互作用により、細胞の形態変化、

運動、接着が成立し、それらの現象は、アク

チン細胞骨格の調節が重要な因子となって

いる。 

２．研究の目的 

研究代表者らは、最近、イノシトール

1,4,5-三リン酸(IP3)受容体(IP3R)が破骨細

胞の細胞接着に関与している可能性を示唆

する報告を行なった。本研究では、歯の萌出

経路形成において重要な働きを持つ破骨細

胞での IP3R の役割を免疫組織学、生化学的に

解明し、歯槽骨の骨吸収による歯の萌出に関

わるメカニズムを明らかにすることを目的

とする。 

３．研究の方法 

 （１）〈実験１〉ラット破骨細胞様細胞の

分離  

７週齢ラット脛骨より右の写真のように

脛骨骨端部分からα-MEM 溶液を注入して骨

髄細胞を回収し、FBS、M-CSF、RANKL、活性

型 VD3 を含むα-MEM 溶液で一週間培養し、破

骨細胞を形成する。 

（２）〈実験２〉Adenophostin A の添加によ

る細胞骨格、接着構造に対する影響 

 一週間培養した骨髄細胞に IP3R アゴニス

トである Adenophostin A の濃度量を設定し

添加後、時間の経過ごとの細胞変化を観察し、

イメージ解析システムによって細胞の面積

変化を測定する。また、免疫蛍光染色法を用

いて、Adenophostin A の存在下、非存在下

における細胞接着部位であるポドゾームへ

の影響、変化を共焦点レーザー顕微鏡にて観

察する。 

（３）〈実験３〉Adenophostin A の添加によ



 

 

る骨吸収活性への影響 

 コントロールとして、培養ディッシュ上で

骨髄細胞を二日間、FBS、M-CSF を含んだα

-MEM 溶液で培養した後、デンチンスライス上

にて五日間、FBS、M-CSF,RANKL を含むα-MEM

溶液で培養する。破骨細胞が形成されている

ことを TRAP 染色にて確認した後、細胞を剥

がし、DAB 発色反応にて吸収窩を観察する。

Adenophostin A 添加は、デンチンスライス上

での培養三日目に行い、コントロール同様、

培養五日後に DAB発色反応にて吸収窩を観察

する。両者の吸収窩の面積を測定し、

Adenophostin A の影響を解析する。 

また、実験２・３においては Adenophostin 

A 添加を破骨細胞に分化、融合する前の破骨

細胞前駆細胞、前破骨細胞の時期にも行い、

作用時期による影響も調べる。 

（４）〈実験４〉IP3R-Ⅲ型の破骨細胞におけ

る細胞接着との関連に関する実験（in vitro） 

ラット骨髄細胞より破骨細胞を形成し（実

験１参照）、免疫蛍光染色法を用いて破骨細

胞のインテグリンの細胞内ドメインに形成

される接着複合体を構成するSrcやCas、Pyk2

と IP3R-Ⅲ型との局在について共焦点レーザ

ー顕微鏡にて観察する。 

４．研究成果 

萌出不全に伴う埋伏歯、萌出性腐骨といっ

た萌出障害は小児歯科臨床において重要な

課題である。しかしながら、その原因の一つ

である歯槽骨の骨吸収メカニズムは十分に

解明されていない。また、破骨細胞の分化に

ついてはかなり研究が進んでいるが、骨吸収

活性において重要な過程である細胞接着に

関わるポドゾームについては不明な点が多

い。最近、私は、IP3R-Ⅲ型が破骨細胞の細胞

接着（ポドゾーム）に関与している可能性を

示唆する報告を世界で初めて行なった。 

本研究の結果により、IP3R-Ⅲ型と破骨細胞

の細胞接着との関わりが局在の面からだけ

でなく、機能の面からも明らかとなり、IP3R-

Ⅲ型がポドゾームにおいてアクチン細胞骨

格の調節に重要な役割を果たしていること

が明らかとなり、歯槽骨骨吸収メカニズムの

解明が大きく発展するものと考えられる。 
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