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研究成果の概要（和文）：エナメル上皮腫は日本で最も多い歯原性腫瘍であり、顎骨内での増殖・拡大は、腫瘍が放出
するRANKLにより周囲の破骨細胞を活性化することにより起きると考えられてきた。しかしながら我々は、エナメル上
皮腫自身が破骨細胞と同様にV-ATPase及びCLC-7を細胞膜表面に有し、それらを活性化することにより周囲骨組織を直
接溶解し増殖・拡大していくことを、培養細胞（AM-1）を用いた各種実験手法及びエナメル上皮種の亜型である叢状型
、濾胞型及び基底細胞型の各摘出病理組織切片を用いて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ameloblastoma is the most common benign odontogenic tumor in Japan. It is 
believed that it expands in the jaw bone through peritumoral activation of osteoclasts by RANKL released 
from the ameloblastoma. However, we found that ameloblastoma cells (AM-1) formed resorption pits on 
calcium phosphate-coated plates by activation of V-ATPase and CLC-7 like osteoclasts. This 
demineralization activity was inhibited by application of bafilomycin A1, a typical V-ATPase blocker. 
Furthermore, V-ATPase and CLC-7 were detected on the surface of AM-1 cells by plasma membrane 
biotinylation and immunofluorescence analysis. Immunohistochemical analysis of clinical samples of 
ameloblastoma also showed plasma membrane-localized V-ATPase and CLC-7 in the epithelium of plexiform, 
follicular and basal cell types. These results suggest that the expansion of several typical types of 
ameloblastomas in jaw bone is attributable to its demineralization ability.

研究分野： イオンチャネル病態生理学
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１．研究開始当初の背景 
エナメル上皮腫は、歯原性腫瘍の中で本邦

では最も多く、ときに悪性化を引き起こす1)。
また治療としては外科的切除が第一選択であ
り、良性でありながらも術後のクオリティ
ー・オブ・ライフ（QOL）は決して良いとはい
えない。これまでエナメル上皮腫細胞は様々
な蛋白分解酵素であるマトリックメタロプロ
テアーゼ（MMP）を複数(タイプ1, 2, 7, 9, 26)
放出して腫瘍周囲のコラーゲン基質を破壊し
2,3)、Receptor Activated NF-kappa B Ligand
（RANKL）を放出し、マクロファージを破骨細
胞に分化させることにより骨吸収を促し、腫
瘍周囲の骨組織を吸収していると考えられて
きた4)。 
しかし一方、エナメル上皮腫の代表的なＸ

線所見の一つとして、ナイフカット様の歯根
吸収像が挙げられる。この現象は歯根膜とい
う破骨細胞が浸食できない一種の隔壁を侵害
していること、また、腫瘍と異常吸収された
歯根との間隙に破骨細胞が存在するスペース
がないことから、腫瘍細胞自体が歯根膜の破
壊と歯根吸収を引き起こしている可能性を強
く示唆している。この仮説に基づき、我々は
予備実験を行い、エナメル上皮腫自体による
新たな骨溶解機構の一端を発見した。 
 
２．研究の目的 
 本研究はエナメル上皮腫細胞による新し
い直接骨吸収とその機構を解明し、現在まで
広く行われてきた外科的治療の補助もしく
はそれに代わる新たな内科的治療法の開発
を目的とした。このため、エナメル上皮腫細
胞を用いた分子生物学的・免疫生化学的およ
び電気生理学的解析を中心に、摘出エナメル
上皮腫組織や口腔悪性腫瘍細胞・組織への分
子生物学的・免疫生化学的解析を含めて総括
的な実験を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 叢状型エナメル上皮腫由来の細胞株であ
る AM-1、高転移性舌癌細胞株である HSC-3、
正常皮膚角化細胞のHaCaTさらにはマウスマ
クロファージ細胞株 RAW264.7、ヒト破骨前駆
細胞、マウス摘出骨髄を用いて、細胞増殖、
骨器質であるリン酸カルシウムプレートを
用いたピットアッセイ、一部ビオチン化を用
いたウエスタンブロット、TRAP 染色などを各
種受容体、トランスポーター、シグナル伝達
に関わる阻害薬を用いて行った。さらに
V-ATPase 及び CLC-7 について、免疫細胞染色
及び叢状型、濾胞型、基底細胞型の各亜型の
摘出病理組織切片を用いた免疫組織染色を
行った。 
 なお、検定には t検定及び一元配置分散分
析を適時使用し、有意差を求めた。 
 
４．研究成果 
エナメル上皮腫は、顎骨内で悪性腫瘍細胞

と同様に receptor activator of nuclear 

factor kappa-B ligand (RANKL)を発現し、
破骨細胞を活性化させることにより骨吸収
を行い増大していくと考えられている。しか
し、臨床所見ではエナメル上皮腫と悪性腫瘍
とでは腫瘍の増殖速度、骨浸潤の様式等異な
る点が多く、骨吸収において異なる機序の存
在も考えられる。したがって、本研究ではエ
ナメル上皮腫の顎骨内での進展機構につい
て検討した。 
  エナメル上皮腫細胞株（AM-1）における 

RANKL 蛋白質の発現量は高転移性の舌癌由
来口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-3）に比べて
極めて少ないことが、ウエスタンブロッティ
ング法にて確認された（図 1）。マウスマクロ

ファージ細胞株（RAW264.7）と AM-1 および
HSC-3 と の 共 培 養 実 験 に お い て
tartrate-resistant acid phosphatase 

（TRAP）陽性多核細胞の計測により破骨細胞
形性能を調べると HSC-3 との共培養では多
くの TRAP 陽性多核細胞を認めたのに対し、
AM-1 との共培養では TRAP 陽性多核細胞は
殆ど認められなかった。このことは、低い
RANKL 産生によるものと考えられた。そこで、
エナメル上皮腫による直接的な骨吸収の可
能性を検討した。 AM-1 をリン酸カルシウム
のコーティングされたプレート上で培養す
ると多くの吸収窩が形成された。この吸収窩
は vacuolar-type H+-ATPase (V-ATPase)の阻
害剤添加により抑制された（図 2）。 

さらに、AM-1 の細胞膜上への V-ATPase と
H+/Cl− exchange transporter 7 (CLC-7)の発
現が膜蛋白質のビオチン化標識実験及び免
疫蛍光染色にて認められた（図 3）。 
エナメル上皮腫の病理組織切片を免疫蛍光



染色法にて観察すると培養細胞での所見と
同様に V-ATPase と CLC-7 の細胞膜への局在
が、叢状型、濾胞型、基底細胞型の組織切片
において観察された。しかし、AM-1 の骨基
質溶解活性は破骨細胞に比して 60 分の 1 程
度であり、細胞増殖率も皮膚正常細胞株の
HaCaT および HSC-3 に比して 5 分の 1 程度で
あった。 

 以上の結果よりエナメル上皮腫の顎骨内
での緩やかな進展は、緩徐な細胞増殖と骨基
質溶解によりもたらされること、またこの骨
溶解に関わる細胞膜上のトランスポーター
の阻害薬により、内科的治療が適用できる可
能性が示唆された。 
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