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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ダイオキシン受容体AhRの外因性リガンドB[a]P及び内因性リガンド
FICZなどの種々のAhRリガンドを使用して破骨細胞を含めた下顎頭骨吸収へのメカニズムについて解析を行っ
た。B[a]P投与マウスでは、下顎頭において破骨細胞の活性上昇による骨量の減少、Cyp1a1の発現上昇を示し
た。過開口によるTMJ-OAモデルマウスを用いてFICZによる顎関節部への影響を検討した結果、過剰な破骨細胞集
積の減少傾向がみられた。一方TMJ-OAモデル下顎頭ではFICZ投与によりCyp1a1の発現低下がみられた。さらにイ
ンビトロFICZ添加により破骨細胞形成能およびCyp1a1発現の低下を認めた。

研究成果の概要（英文）：It remains unclear whether the AhR signaling affects the TMJ. The aim of 
this study was to investigate possible mechanisms of bone loss in the TMJ due to the epigenetic 
alteration such as smoking. In particular, whether benzo[a]pyrene (B[a]P) induces expression of 
Cyp1a1 in the mandible. Possible functions of an endogenous ligand FICZ were investigated in a 
TMJ-OA mouse model. B[a]P was administered orally to mice and bone metabolism was examined. TMJ-OA 
was induced in WT mice with forceful opening of the mouth, and therapeutic functions of FICZ were 
detected. Exposure to B[a]P accelerated bone loss in the mandible. This bone loss manifested with 
osteoclastic bone resorption. In a TMJ-OA model, FICZ exhibited a dose-dependent rescue of 
subchondral bone loss by repressing osteoclast activity. Pretreatment with FICZ reduced 
RANKL-mediated osteoclastogenesis. B[a]P regulates subchondral bone metabolism via the Cyp1a1. FICZ 
can prevent TMJ-OA by regulating osteoclast differentiation.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： エピジェネティクス　顎顔面領域骨代謝性疾患　シグナル伝達　骨リモデリング　破骨細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
以上の研究結果より、AhRリガンドであるBaP及びFICZ投与により、下顎頭において各々異なる作用を示し、AhR
リガンド刺激によるCyp1a1を介したAhR活性化経路が破骨細胞分化において重要な役割を果たしていることが示
唆された。これらの所見は、TMJ-OAを含めたAhR関連の炎症性骨代謝疾患に対する新しい治療方法への開発及び
臨床応用に大きな意義を有することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
頭蓋顎顔面領域における骨リモデリングの分子メカニズムを解明することは骨代謝性疾患の症状や病

態把握と発達予後予測に重要な研究となる。また、若年性関節リウマチ患者（RA）や変形性顎関節症
患者（TMJ-OA）においては成長中の下顎頭骨・軟骨破壊が顎変形症を誘発する要因となる可能性が
指摘され、矯正治療中に発症した場合には、当初の治療目標が達成できないなど大きな問題となること
が多い。したがって、病的状況下を含め頭蓋顎顔面における骨リモデリング機構を解明することが矯正
歯科臨床の一助となりうることから、その基礎的背景を明らかにすることが重要となる。 
 
２．研究の目的 
骨粗鬆症検体を用いたゲノムワイド関連解析（GWAS）を用いて造血幹細胞と相関があるとさ
れてきた核に存在するエピジェネティック因子 ASXL（additional sex comb like）や AhR（aryl 
hydrocarbon receptor）は、最近になってマクロファージをはじめとする一部の免疫細胞にも高発
現していることが明らかになってきた。そこで、本研究課題では RANKL シグナルと ASXL や 
AhR シグナルとのシグナルクロストークによる破骨細胞分化機構や骨芽細胞、骨細胞とのカッ
プリング機構を明らかにする事を目的とする。また、これらの研究より骨量を回復し骨質を改善
することで頭蓋顎顔面領域における骨代謝疾患患者の QOLを回復することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物：野生型マウスを対照群とし、AhR 欠損マウスを実験群とした。マウスは 12 時間
明暗サイクルの下、放射線滅菌飼料、滅菌水を常時与え、specific pathogen-free (SPF)にて飼育し、
実験に用いた。なお、本研究は徳島大学における遺伝子組換え実験および実験動物に関する各委
員会の承認（承認番号 toku-09021）、および岡山大学における実験動物に関する各委員会の承認
（承認番号 OKU-2020861）を得て行われた。野生型マウス、AhR 欠損マウスに対してベンゾパ
イレン（B[a]P）あるいは corn oilを毎日合計 6日間、経口投与し骨量の解析を実施した。 
(2) 変形性顎関節症モデルの作製方法およびスコアの評価： 野生型マウスを過開口の状態下で
1日あたり 3時間、合計 5日間、顎関節にメカニカルストレスを適応し変形性顎関節症モデルを
作製し、その後 2 つの異なる濃度の FICZ (6-formylindolo[3,2-b]carbazole) を尾静脈より投与し顎
関節部骨破壊への影響解析を実施した。 
(3) RNAの抽出、逆転写およびリアルタイム RT-PCR法：RNA 抽出 kitを用いて添付プロトコー
ルに従って全 RNAを抽出した。得られた cDNAのうち 2 μlを鋳型とし、各遺伝子の特異的プラ
イマーからなる反応液を調節し、PCR 反応を行った。各遺伝子の mRNA 量は comparative cycle 
threshold 法（ΔΔCT 法）により、内在性コントロールである GAPDH 遺伝子の mRNA 量に対す
る比で評価した。 
(4) ウエスタンブロット法：口蓋創傷部組織を lysis bufferで溶解した後、タンパク質定量を行い、
電気泳動、PVDF 膜への転写後、ブロッキング、各種一次抗体を用い 4℃で一晩反応させた。さ
らに二次抗体を室温で１時間反応させ、化学発色法にてバンドの検出を行った。 
(5) 統計学的解析：リアルタイム RT-PCR 法における結果は平均±標準偏差で表し、Student’s t-
testを用いて統計学的処理を施し、p<0.05を有意差ありと判定した。 
 
４．研究成果 
（１）AhR/Cyp1a1シグナル伝達経路を介した下顎頭関節下骨部の骨代謝や実験的変形性顎関節
症における AhR リガンド B[a]Pおよび FICZの役割 
ダイオキシン受容体として知られるエンピジェネティック因子 AhRは、様々な組織に発現を認
め、最近では一部の免疫細胞にも高発現していることが分かっている。これまで AhRは RANKL
シグナルを介した破骨細胞形成において重要であり、骨の恒常性と骨折の治癒にも関与するこ
とを報告(Izawa T et al. J Immunol 2016)してきたものの、各種 AhRリガンドによる破骨細胞分化
や骨代謝への詳細な影響については未だ不明な点が多い。また近年の疫学的研究では、たばこ煙
中に AhR を活性化する有害物質 B[a]P が極めて高レベル含まれており、喫煙によって生体内の
AhR は活性化され、炎症関連病態である骨粗鬆症や関節リウマチ、変形性顎関節症との関連が
示唆されている。さらに必須アミノ酸のトリプトファン代謝物である FICZは高親和性の内因性
AhR リガンドとして知られており、FICZ による AhR の活性化が皮膚の炎症を減弱し皮膚のタ
ーンオーバーに関与することが報告されている。 
本研究課題では、ダイオキシン受容体 AhR の外因性リガンド B[a]P 及び内因性リガンド FICZ
などの種々の AhR リガンドを使用して破骨細胞を含めた下顎頭骨吸収へのメカニズムについて
解析を行った。野生型マウス及び AhR欠損マウスを用いて 120 mg/kgの B[a]Pを 6日間経口投
与させ、下顎骨下骨部及び破骨細胞への影響を比較検討した。B[a]P投与野生型マウスでは、下
顎頭下骨部において破骨細胞の活性上昇による骨量の減少、AhR 標的遺伝子の一つである
Cyp1a1の発現上昇を示した一方で、B[a]P投与 AhR欠損マウスでは下顎頭下骨量や破骨細胞活
性において変化を認めなかった。 



 

 

また、過開口による TMJ-OAモデルマウスを用いて 100 μg/kg 或いは 100 mg/kgの用量の FICZ
を１週間に2回尾静脈注射して顎関節部及び破骨細胞への影響をvehicle投与群と比較検討した。
FICZ投与 TMJ-OA下顎頭を形態学的に解析した結果、下顎頭表面のびらんは減少傾向を示して
おり、組織学的解析においては過剰な破骨細胞集積、TUNEL 陽性アポトーシス細胞の FICZ 濃
度依存的な減少傾向がみられた。一方 TMJ-OA モデルマウス下顎頭では AhR の標的遺伝子
Cyp1a1の発現上昇を認めたものの、FICZ投与により有意に Cyp1a1の発現低下がみられた。さ
らに in vitroにおいても FICZ 添加により破骨細胞形成能および Cyp1a1発現の低下を認めた。 
以上の結果より、AhR リガンドである B[a]P 及び FICZ 投与により、下顎頭において各々異な
る作用を示し、AhR リガンド刺激による Cyp1a1 を介した AhR 活性化経路が破骨細胞分化にお
いて重要な役割を果たしていることが示唆された(Yoshikawa Y, Izawa T (Corresponding author) 
et al. Sci Rep 2021)。これらの所見は、TMJ-OAを含めた AhR関連の炎症性骨代謝疾患に対する
新しい治療方法への開発及び臨床応用に大きな意義を有することが期待される。 
 
（２）ASXL/RANKLシグナル伝達経路を介した破骨細胞分化機構の解明 
最近、研究代表者は米国ワシントン大学 Steven L. Teitelbaum 教授との国際共同研究によりヒストンの

メチル化を調節する核内タンパク ASXL2 が糖代謝、脂質代謝、及び骨代謝を調節していること（Izawa 
T et al. Cell Reports 2015, Nat Rev Endocrinol 2015）、ヘルパーT 細胞への分化に重要な転写因子
ThPOK が破骨細胞形成に関与していることを明らかにした(Izawa T 第 2 著者 JBMR Plus 2022)。破
骨細胞は単球・マクロファージ系の血球系細胞から融合・多核化されて形成され骨吸収に重要な
役割を果たすことが知られている。RANKL 刺激によって誘導されるヒストン脱メチル化酵素で
ある Jmjd3により、破骨細胞分化のマスター転写因子 NFATc1プロモーター上のヒストン H3の
27 番目のリジン残基 K27me3 が脱メチル化され、遺伝子発現が誘導される事が知られている。
H3K27 のトリメチル化（H3K27me3）は、ES 細胞などにおいて、分化誘導にかかわる遺伝子の
発現抑制にかかわるヒストン修飾とされており、トリメチル化が外れることによって遺伝子発
現が誘導される。ChIP シークエンスを用いた検討から、RANKL 刺激によって NFATc1 遺伝子
の転写開始点付近における H3K27me3 の発現が低下していることが明らかになった。これまで
のエピジェネティック研究による結果はASXL1によるNFATc1遺伝プロモーター上のヒストン
脱メチル化というエピジェネティックな修飾が、破骨細胞分化に重要な役割を果たしている可
能性を示唆している。そこで、破骨細胞前駆細胞 RAW264.7 細胞を用いた予備的検討を行なっ
たところ、ASXL1 は RANKL 刺激によって誘導されるが、ASXL1 のノックダウンによって
H3K27me の脱メチル化が減少し、RANKL による破骨細胞分化、破骨細胞アクチンリング形成
及び細胞骨格形成能、破骨細胞骨吸収能が誘導されることが判明した。さらに、ASXL1 ノック
ダウンによる Jmjd3の約 40 倍の発現上昇を認めた。これらの結果は ASXLによる NFATc1プロ
モーター上のヒストン脱メチル化というエピジェネティックな修飾が、破骨細胞分化に重要な
役割を果たしている可能性を示唆している。また、これまでの申請者らの検討でマクロファージ
を RANKL 刺激後に ASXL1の発現が急激に上昇するというデータを得ており、破骨細胞への分
化・活性化の過程で ASXL1 が極めて重要な役割を果たしていることが示唆されることより
RANKLシグナルと ASXL1との関係を詳細に解析した。その結果、ASXL1をノックダウンした
マクロファージでは RANKL 刺激により破骨細胞形成能の著しい亢進がみられ、また細胞内シ
グナル伝達においてリン酸化 Akt、リン酸化 JNK、さらには NF-κB のサブユニットであるリン
酸化 IκBα、リン酸化 p65 の発現が著しく減弱していることが明らかとなった。破骨細胞形成に
は２つのサイトカイン RANKL、M-CSFが必須であることが知られているが ASXL1をノックダ
ウンしたマクロファージではコントロールと比較してM-CSF 刺激においては細胞内シグナル伝
達に差がみられなかった。これらの結果より ASXL1はブレーキ役としてミエロイド系マクロフ
ァージから破骨細胞の分化に重要な役割を果たすことが示唆された。 
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