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研究成果の概要（和文）：歯原性腫瘍特にエナメル上皮腫や角化嚢胞性歯原性腫瘍は顎骨の吸収を伴い病変を増大させ
る。そのメカニズムとしては腫瘍増大による圧迫性骨吸収が広く受け入れられているに過ぎない。しかし初期病変での
骨吸収機序を圧迫性骨吸収で説明することは困難である。本研究でサイトカインのTGF-β,IL-1αが歯原性腫瘍細胞に
発現すること、病変内溶液に高濃度の TGF-βを含有していること、TGF-βとIL-1αが相乗的に間質線維芽細胞のRANKL
発現を誘導することを見出しRANKL発現を介しての骨吸収を促進させる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Odontogenic tumor, especially Ameloblastomas and KCOT develop in the jaw bone 
along with bone resorption. The mechanism involves the wide reception of compression-induced bone 
resorption associated with tumor growth. However,the mechanism of bone resorption in early-stage lesions 
may not be caused by compression-induced bone resorption.We hypothesized that bone resorption occurs 
because of RANKL expression mediation in stromal fibroblasts in the jaw bone. In the present study,the 
expression of TGF-β and IL-1α in odontogenic tumor cells, high concentration of TGF-β in lesion fluid, 
and synergistic induction of RANKL expression in stromal fibroblasts by TGF-β and IL-1α have been 
observed. Our results revealed the following two mechanisms: in stromal fibroblasts, TGF-β (1) promotes 
IL-1 signal-induced NF-κB phosphorylation and promotes RANKL expression and (2) promotes human RANKL 
transcription activity.

研究分野：顎骨良性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
最近の研究から、炎症性・腫瘍性を問わず全
ての骨吸収性疾患に破骨細胞の活性化を誘
導する因子、Receptor Activator of NF-kB 
Ligand （RANKL）の関与が示されている。し
かしながら、口腔外科領域で最も頻度の髙い
疾患である顎骨嚢胞の増大と骨吸収の機序
としては、古くから提唱されている嚢胞裏層
上皮細胞の増殖と嚢胞内容液による圧迫性
骨吸収が受け入れられているにすぎず、破骨
細胞の活性化やその関与については検討さ
れていなかった。 
２．研究の目的 
本研究では、臨床的に比較的多く認められる
顎骨腫瘍・嚢胞のうちエナメル上皮腫、角化
嚢胞性歯原性腫瘍に特に着目して検討を行
う。顎骨腫瘍、嚢胞上皮細胞が産生するサイ
トカイン、特に TGF-βに焦点を絞り、それら
の破骨細胞形成促進機序、その後の顎骨吸収
に至る分子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 
歯原性腫瘍・嚢胞 (KCOT, エナメル上皮腫)
より生検術または摘出術施行の際に研究資
料として腫瘍・嚢胞組織片を採取した。また、
内容液を同時に穿刺吸引した。その後、間質
線維芽細胞は explant 法により分離、培養し
た。組織片から out-growth した細胞を継代
し、形態的に純粋な線維芽細胞を分離した。
実験には 2～9 継代の間質線維芽細胞を使用
した。穿刺吸引した内容液は、740×g、4℃、
10 分間の遠心分離を行い、上清を回収し更に
13,400×g、4℃、10 分間の遠心分離を 2回行
った。その上清を回収し、ポアサイズ 0.45 μ
m のフィルターで滅菌処理したそれらを用い
て、PCR や western blot や ELISA 法等を用い
て解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
KCOT 間質線維芽細胞を KCOT 内容液存在下で
培養し RANKL, OPG の発現を RT-PCR で検討し
た。その結果、KCOT 内容液による RANKL 発現
は 6時間後に誘導され、12時間後でピークと
なった。その後、24 時間でその発現は減弱し
た。全ての培養時間で OPG 発現は変化しなか
った。次に、内容液の物理化学的性質を探る
ために酸処理を行うと、培養6時間、12時間、
24時間、48時間で RANKL 発現は増強された。
酸処理で生理活性が増強されたことから、そ
の代表的サイトカインである TGF-βの存在
が示唆されたため、その関与を検討した。ま

た、歯原性嚢胞中に存在する既知の RANKL 発
現を誘導する因子である IL-1αの効果を合
わせて検討した。KCOT間質線維芽細胞をTGF-
β1 あるいは IL-1α存在下で 12 時間培養し
RANKL, OPG の発現を RT-PCR で検討したとこ
ろ、TGF-β1、IL-1α共に濃度依存性に RANKL
発現を誘導した。そして、KCOT 間質線維芽細
胞を TGF-β1 及び IL-1α存在下で 12 時間培
養すると、RANKL 発現の誘導はさらに増強さ
れた。TGF-βあるいは IL-1αあるいはその両
者で培養してもOPG発現には影響しなかった
（下図） 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KCOT 内容液に TGF-βが含まれているか否か
を検討する目的で、KCOT 間質線維芽細胞を
KCOT 内容液で刺激した全細胞タンパク質を
用いてSmad3のリン酸化をウエスタンブロッ
ティングで検討した結果、KCOT 内容液刺激後
5分から Smad3 のリン酸化が認められ、60 分
後もそのリン酸化は検出された。 
KCOT 間質線維芽細胞を TGF-β受容体阻害剤
あるいは IL-1 受容体拮抗剤あるいはその両
者で前処理し、KCOT 内容液存在下で 12 時間
培養しRT-PCRでRANKL, OPG発現を検討した。 
その結果、TGF-βおよび IL-1α存在下で培養
した時の RANKL 発現の誘導は、KCOT 内容液で
培養したRANKL発現の誘導と同程度であった。
内容液で誘導されるRANKL発現はIL-1α受容
体拮抗剤で部分的に抑制され、TGF-β受容体
阻害剤で強く抑制され、そして、両者の併用
により完全に抑制された 。この結果から、
KCOT内容液中のTGFβ１およびIL-1αの2因
子が間質線維芽細胞のRANKL発現を誘導する
ことが示唆された。 
実際に歯原性腫瘍・嚢胞内容液中の TGF-β1, 
IL-1α濃度の測定をELISA法で行った（下図）。
10 症例の KCOT 内容液の TGF-β1 濃度は平均 
7820.6 ± 8625.2 pg/ml と著しく高濃度で
あった。IL-1α濃度は平均 3410.8 ± 1592.8 
pg/ml と同様に著しく高濃度であった。エナ
メル上皮腫 3症例の内容液の TGF-β1濃度は
平均 606.8 ± 264.5 pg/ml, IL-1α濃度は
平均 387.3 ± 654.0 pg/ml であった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
間質線維芽細胞でのRANKL発現を誘導する現
象が実際の病変内でも観察される現象であ
るかを免疫組織化学染色で検討した（下図）。
KCOT 組織での TGF-βの染色性は、嚢胞裏装
上皮で強陽性、間質組織の浸潤リンパ球で陽
性、血管内皮細胞で陽性、そして間質線維芽
細胞で弱陽性を示した。エナメル上皮腫では、
高円柱状上皮細胞に陽性、星芒状細胞で弱陽
性、血管内皮細胞で陽性、間質線維芽細胞で
弱陽性を示した。リン酸化Smad3の染色性は、
KCOT では嚢胞裏装上皮全層、特に基底細胞の
核に強陽性、間質線維芽細胞の核に陽性を示
した。エナメル上皮腫では高円柱状上皮細胞、
血管内皮細胞、および間質線維芽細胞に陽性
を示した。KCOT 組織での RANKL の染色性は、
浸潤リンパ球に強陽性を示し、嚢胞裏装上皮
および間質線維芽細胞に陽性を示した。エナ
メル上皮腫では上皮細胞、間質線維芽細胞に
弱陽性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
内容液中の TGF-βや IL-1αが間質線維芽細
胞での RANKL 発現を誘導し、また TGF-βおよ
びIL-1αの併用でRANKL発現の誘導は増強さ
れることが示された。そこで、TGF-βも PGE2
合成促進に関与し、間質線維芽細胞における
RANKL 発現誘導を促進するかを検討した。間
質線維芽細胞を KCOT 内容液、TGF-β1、IL-1
αおよびTGF-β1とIL-1αの両者の存在下で
6時間および12時間培養した際のCOX-2タン
パク量を検討した。その結果IL-１αはCOX-2
タンパクを上昇させた。また TGF-β1と IL-1
αとの併用でCOX-2タンパクを相乗的に上昇
させた。KCOT 内容液は TGF-βと IL-1αの両
者で培養した場合と同程度にCOX-2タンパク
を上昇させた。次に KCOT 間質線維芽細胞を
TGF-β受容体阻害剤あるいは IL-1 受容体拮
抗剤、あるいはその両者で前処理し、KCOT 内
容液存在下で 12 時間培養を行い COX-2 の発

現を検討した。その結果、KCOT 内容液で誘導
されるCOX-2タンパクはTGF-β受容体阻害剤
では抑制されず、IL-1α受容体拮抗剤でほぼ
完全に抑制された。TGF-受容体阻害剤およ
び IL-1 受容体拮抗剤を併用しても、IL-1α
受容体拮抗剤による抑制以上の効果はみら
れなかった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に間質線維芽細胞を内容液、TGF-β1、IL-1
αおよびTGF-β1とIL-1αの両者の存在下で
6時間培養し、その培養上清中の PGE2 濃度を
測定した。その結果、培養液のみで培養した
PGE2 濃度は平均 313.0 ± 142.38 pg/ml であ
った。TGF-β1存在下で培養した PGE2 濃度は
平均 403.3 ± 83.28 pg/ml であり、培養液
のみで培養したものと比べ1.3倍の上昇にす
ぎなかった。IL-1α存在下で培養した PGE2
濃度は平均 2160.4 ± 65.04 pg/ml であり、
6.9 倍に上昇した。TGF-β1 及び IL-1α存在
下で培養した PGE2 濃度は平均 16046.2 ± 
264.87 pg/ml で、51.3 倍に上昇した。KCOT
内容液存在下で培養した PGE2 濃度は平均
10970.8 ± 405.21 pg/ml と 35 倍に、エナメ
ル上皮腫内容液存在下で培養した PGE2 濃度
は平均 11683.2 ± 602.28 pg/ml と 37.3 倍
に上昇した。COX-2 タンパク量の変化に一致
して、TGF-β1 は PGE2 合成を促進せず、IL-
１αは促進し、両者を併用すると PGE2 合成
は相乗的に促進させた。また顎骨腫瘍、嚢胞
内容液も PGE2 合成を強く促進することが示
された（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、COX-2 を介する間質線維芽細胞での
RANKL 発現について検討した。KCOT 間質線維
芽細胞を選択的 COX-2 阻害剤で前処理し、そ
の後 TGF-β1 あるいは KCOT 内容液存在下で
12 時間培養し RT-PCR で RANKL 発現を検討し
た。その結果 TGF-β1で誘導される RANKL 発
現は選択的COX-2阻害剤による抑制効果はわ
ずかであった。内容液で誘導される RANKL 発
現は選択的 COX-2 阻害剤で強く抑制された。
そしてその抑制は、COX-2 の下流因子である
PGE2 存在下で培養することで回復した（下
図）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の実験結果より、KCOT、エナメル上皮腫、
濾胞性歯嚢胞の上皮細胞が産生するサイト
カイン、TGF-βおよび IL-1αは、直接的に破
骨細胞前駆細胞の破骨細胞形成を促進する
潜在能力を有し、また間質線維芽細胞の
RANKL 発現を誘導し破骨細胞形成を促進する
ことで、顎骨吸収に関与する可能性が示され
た （下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IL-1αが受容体に結合し COX2 の転写促進
や PGE2 合成を促進させる機序には、主とし
て MAP キナーゼ経路と NF-κB を介した経
路の 2通りが報告されている。TGF-βが IL-1
αによる RANKL 発現を増強させる機序を明
らかにするために、MAP キナーゼ経路のリン
酸化と NF-κB のリン酸化を指標に IL-1α
と TGF-βのシグナル伝達でのクロストーク
を検討した。IL-1αは刺激後 30 分で p38 
のリン酸化亢進をみとめ、 Jun-N-terminal 
kinase (JNK) の下流に存在する c-Jun のリ
ン酸亢進は刺激後 15分および 30分で確認で
きた。しかし、 IL-1αと TGF-βで共刺激し
ても IL-1α単独刺激による ｐ38 および 
c-Jun のリン酸化を増強させなかった。また、
同 時 刺 激 に よ る  Extracellular 
signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) の
リン酸化亢進も観察されなかった。 
次いで、 KCOT 間質線維芽細胞における NF-
κB 経路について検討したところ、 TGF-β
は NF-κB をリン酸化しなかったが、IL-1α
と TGF-βの共刺激後 30 分では、IL-1α単
独刺激よりも強い NF-κB のリン酸化のバ
ンドを認め、TGF-βが IL-1αによる NF-κB 
のリン酸化を増強させる機序が存在するこ
とが示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
これらの結果より、顎骨腫瘍や嚢胞の顎骨内
での増大や骨吸収には、嚢胞裏装上皮細胞の
増殖と嚢胞内容液による圧迫性吸収による
機序のみならず、本研究結果から顎骨腫瘍・
嚢胞の上皮細胞が産生する TGF-β1 や IL-1
αが間質線維芽細胞のRANKL発現を誘導し破
骨細胞形成を促進する機序が関与すること
が示された。また、これらの知見により、初
期病変での骨吸収機序を解明する一助にも
なると考える。 
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