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研究成果の概要（和文）：慢性歯周炎でみられる咬合性外傷による歯槽骨吸収の分子メカニズムを解明する目的で骨芽
細胞において慢性炎症下でのメカニカルストレスに対する作用をTRPV4 に着目し検討した。TRPV4 が骨芽細胞に発現し
、骨芽細胞分化の過程で発現が上昇を示した。またTRPV4欠失骨芽細胞ではメカニカルストレス（せん断ストレス）に
より起こる周期的な細胞内カルシウム濃度上昇（カルシウムオシレーション）を抑制したことから、TRPV4は細胞内カ
ルシウム濃度変化を制御することでメカニカルストレスにおける骨芽細胞分化に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of occlusal trauma-induced alveolar bone 
resorption in chronic periodontitis, we focus on the roles of TRPV4 on the mechanical stress under 
chronic inflammation in osteoblasts. TRPV4 expression levels were increased during osteoblast 
differentiation. TRPV4-deficient osteoblast significantly suppressed shear stress-induced calcium 
oscillation. These results suggest that TRPV4 is involved in osteoblast differentiation via regulating 
intracellular calcium concentration.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病は P. gingivalisに代表される歯周
病病原細菌による歯周組織の炎症から歯槽
骨吸収を伴う疾患であり、歯の動揺、脱落の
原因となる。そのメカニズムは歯周病病原細
菌の菌体成分であるリポポリサッカライド
（LPS）が骨芽細胞の Toll-like receptor 4
（TLR4）に結合し、プロスタグランジン E2
（PGE2）を介して Osteoprotegerin（OPG）の
発現を抑制し、一方、プロテインキナーゼ 
C/MAP キナーゼ経路を介して Receptor 
activator of nuclear factor  B ligand
（RANKL）の発現を亢進する。破骨細胞分化
因子 RANK の発現亢進と破骨細胞分化抑制因
子 OPG の発現抑制（RANKL/OPG 比の上昇）に
より破骨細胞形成が促進することで歯槽骨
吸収が起きる。一方、一定のメカニカルスト
レスが骨芽細胞に負荷された場合、骨量の増
加が起こるが、そのメカニズムは OPG の発
現が上昇することによる RANKL/OPG 比の低
下の結果、破骨細胞形成が抑制されることに
よる。臨床上、歯周病において歯と歯周組織
に過剰な咬合力が加わると急速な歯槽骨吸
収がみられ、そのメカニカルストレスは咬合
性外傷として呼ばれている。これまでラット
やビーグル犬による動物実験モデルからも
歯周病を伴う咬合性外傷は歯槽骨吸収進行
の原因のひとつであると考えられてきたが
（Glickman et al. J Periodontal 1965）、
その分子メカニズムはほとんど明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
 非選択性陽イオンチャネル transient 
receptor potential cation channel 
subfamily V member 4（TRPV4）はメカニカ
ルストレスに応答して開孔し、主としてカル
シウムイオンを透過することが知られてい
る。細胞内カルシウムは細胞内セカンドメッ
センジャーとして働き、骨芽細胞へのせん断
ストレスにより起きる細胞内カルシウム濃
度上昇はRNAKLの発現を促進することが示唆
されていることからも（Takami M et al. 
Endocrinology 2000）、TRPV4 はメカニカル
ストレスと骨代謝の関係に重要な役割を果
たすものと考えられてきた（Masuyama R et al. 
Cell metabolism 2008, Miziguchi F et al. 
J cell physiol 2008）。しかしながら炎症と 
TRPV4 の関係に関する報告は少なく、TNF- α
の刺激により機能亢進することが示唆され
ている（Liping P Zhang et al. Am J Physiol 
Regul Integr Comp Physiol 2013, Kochukov 
MY et al. Mol Pain 2009）。 これまで歯周
病原細菌由来の炎症誘因因子、炎症性サイト
カインによる急性炎症に対する細胞活性の
報告と比較し、慢性炎症に対する細胞活性に
ついての報告は少ない。また慢性炎症の状態
にある細胞に対するメカニカルストレスへ
の応答性に関する分子メカニズムはほとん
ど報告がなされていない。そこで本研究では

慢性炎症におけるメカニカルストレスの影
響として TRPV4 に着目し研究を行うことで、
慢性歯周炎での咬合性外傷による歯槽骨吸
収の分子メカニズムを解明し、新しい治療法
の確立への足がかりとしていく。 
 
３．研究の方法 
 上記の背景およびこれまでの研究成果を
もとに、慢性歯周炎での咬合性外傷による歯
槽骨吸収の分子メカニズムを解明するため
に骨芽細胞において慢性炎症下でのメカニ
カルストレスに対する作用を TRPV4 に着目
し検討する。 
① 骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 細胞およびマ
ウス頭蓋骨由来初代継代細胞を用い、骨
芽細胞分化培地にて培養し、TRPV4 およ
び骨芽細胞分化マーカーの mRNA 発現レ
ベルをリアルタイムPCR法で継時的に評
価する。また慢性炎症条件として P. 
gingivalis 由来 LPS の添加下でも同様
の実験を行う。 

② 骨芽細胞分化誘導前後のマウス頭蓋骨
由来初代継代細胞に対し、TRPV4 選択的
アゴニスト（4α-PDD）を添加すること
で TRPV4 の機能性を評価する。カルシウ
ム蛍光プローブを細胞内に取り込ませ
たのちに蛍光顕微鏡下で4α-PDD添加時
の細胞内カルシウム濃度変化を記録し、
評価する。また慢性炎症条件として P. 
gingivalis 由来 LPS の添加下でも同様
の実験を行う。 

③ 骨芽細胞に対し、メカニカルストレスを
負荷することで起きる細胞内カルシウ
ム濃度変化を記録するため野生型およ
びTRPV4欠失型マウス頭蓋骨由来初代継
代細胞を専用プレートに播種し、シリン
ジポンプによりプレート内に一定の流
水を起こすことで発生するメカニカル
ストレス（せん断ストレス）を負荷する。
前述と同様の方法で細胞内カルシウム
濃度変化を記録し、評価する。また慢性
炎症条件として P. gingivalis 由来 LPS
の添加下でも同様の実験を行う。 

④ 骨芽細胞に対し、メカニカルストレスを
負荷することで起きる細胞内カルシウ
ム濃度変化にTRPV4が与える影響を調べ
る目的で 12well プレートに野生型およ
びTRPV4欠失型マウス頭蓋骨由来初代継
代細胞を播種し、旋回振とう台に設置し
て周期的に流水ストレスを負荷しなが
ら分誘導培地での培養を行う。骨芽細胞
分化マーカーの mRNA 発現レベルをリア
ルタイム PCR 法で継時的に評価する。ま
た慢性炎症条件として P. gingivalis 由
来 LPS の添加下でも同様の実験を行う。 

 
４．研究成果 
 TRPV4は骨芽細胞様細胞MC3T3-E1細胞およ
びマウス頭蓋骨由来の初代継代細胞におい
て発現が認められた。また骨芽細胞分化誘導



によりともに発現レベル上昇を示した。骨芽
細胞分化誘導を行う前後の初代継代細胞に
対し TRPV4 選択的アゴニスト（4α-PDD）を
添加したところ分化誘導前の初代継代細胞
と比較し、分化誘導後の初代継代細胞では細
胞内カルシウム濃度の上昇回数の増加を認
めた。このことから骨芽細胞分化誘導により
発現上昇したTRPV4は細胞膜上での機能性を
有することが示された。つぎに TRPV4 欠失型
マウスと野生型マウス頭蓋骨由来の初代継
代細胞に対し、メカニカルストレスを負荷し
たところ、TRPV4 欠失型初代継代細胞ではメ
カニカルストレスにより起こる周期的な細
胞内カルシウム濃度上昇（カルシウムオシレ
ーション）の発生時間や発生頻度が抑制され
た。以上の結果から TRPV4 はメカニカルスト
レスによる骨芽細胞の細胞内カルシウム濃
度変化を制御していることが示唆され、メカ
ニカルストレスによる骨芽細胞分化に関与
しているものと考えられる。 
今後は慢性炎症条件として P. gingivalis
由来 LPS存在下でのメカニカルストレスと骨
代謝における詳細に関してさらなる検討を
重ねていくことを予定している。 
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