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研究成果の概要（和文）：	
 本研究は、性質の異なる破骨（破歯）細胞に焦点を絞り、乳歯の病

的あるいは非生理的な歯根吸収が亢進する際の動態を特定することで、異常吸収のメカニズム

を解明すること目的に検索を行った。Treg 細胞の活性が低下、主要組織適合遺伝子複合体（MHC）

ハプロタイプの差異、伸展刺激など破骨細胞の分化誘導系における培養条件等の違いおよび活

性酸素除去剤、抗酸化物質によって、破骨細胞の形態学的特徴が異なることが示唆された。 
	
 

研究成果の概要（英文）：	
 In	
 this	
 study,	
 we	
 examined	
 the	
 pathological	
 and/or	
 unphysiological	
 
root	
 resorption	
 mechanism	
 focused	
 on	
 the	
 two	
 types	
 of	
 osteoclasts.	
 Our	
 results	
 were	
 
suggested	
 that	
 morphologic	
 characteristics	
 of	
 the	
 osteoclasts	
 varied	
 according	
 to	
 the	
 
down-regulation	
 of	
 Treg	
 activity,	
 difference	
 of	
 the	
 major	
 histocompatibility	
 complex	
 
(MHC)	
 haplotype,	
 tensile	
 force	
 in	
 culture	
 condition	
 and	
 ROS	
 scavengers.	
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 機能的に一種類と考えたれていたマクロ
ファージの中には、LPS と IFN-γなどのサ
イトカインによって活性化される古典的活
性化マクロファージ（M1 マクロファージ）
と、IL-4や IL-13によって選択的に活性化さ
れる創傷治癒的マクロファージ（代替的活性
化マクロファージ、免疫応答サプレッサー型
マクロファージ）（M2マクロファージ）が存
在することが明らかにされている(Nat Rev 

Immunol 8: 958-969, 2008)。 
	
 このように、マクロファージと同じ起源を
もつ破骨細胞においても、マクロファージと
同様に機能的に複数のサブセットが存在し
ている可能性が容易に推測される。 
	
 従来、吸収窩を形成していない破骨細胞は
休止期、あるいは成熟破骨細胞への分化途中
の破骨細胞と考えられてきた。しかし、破骨
細胞においてもマクロファージ同様に複数
のサブセットが存在しているなら、吸収窩を
有していない破骨細胞は、骨吸収中の破骨細
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胞とは別の機能を行っている可能性がある
と推測される。また、乳歯歯根吸収において
も、生理的吸収と病的・非生理的吸収では吸
収窩の形態・大きさ、吸収後の周囲組織の修
復形態などにおいて明らかに異なっている。
これらの現症が複数のサブセットの破骨細
胞によって引き起こされると仮定するなら、
歯根吸収における臨床的多様性は理論的に
説明することが可能と思われる。 
	
 以上のことから、申請者らは破骨細胞には
複数のサブセットが存在し、それぞれが特有
の機能を有しているという仮説に至った。 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究の目的は、新たな観点から性質の異
なる破骨（破歯）細胞に焦点を絞り、乳歯の
病的あるいは非生理的な歯根吸収が亢進す
る際の動態を特定することで、異常吸収のメ
カニズムを解明することである。 
 
３．研究の方法 
 
(1)	
 マウスの上顎第一臼歯から歯根膜細胞
を分離し、歯根膜細胞の継代培養を行った。
また、マウスの脾臓から抗体ビーズを用いて
特異的に Treg 細胞を分離した。マウスマク
ロファージ様 RAW264.7 細胞（RAW 細胞）は
RANKL 刺激によって破骨細胞に分化誘導が可
能である。初めに RAW 細胞の破骨細胞への分
化誘導過程において各種因子を刺激した場
合などの詳細を検討した。	
 
	
 次に、RAW 細胞、マウス歯根膜細胞および
Treg 細胞の共存培養を行い、それぞれの細胞
群の組み合わせにおける成熟破骨細胞数を
定量した。	
 
	
 
(2)	
 マウスの種類によって、その骨髄由来
細胞から誘導される破骨細胞の形態学的特
徴が大きく異なるという報告があった。この
報告を確認するために破骨細胞への分化誘
導実験を行い、細胞形態学的に解析を行った。	
 
	
 
(3)	
 RAW 細胞の破骨細胞への分化誘導系に
おいて伸展刺激を加え、分子生物学的および
細胞形態学的に解析を行った。	
 
	
 
(4)	
 RAW 細胞の破骨細胞への分化誘導系に
活性酸素を除去する白金ナノコロイド（nano	
 
-Pt）、抗酸化物質である N-アセチルシステイ
ン(NAC)およびグルタチオン(GSH)を添加し
た。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1)	
 成熟破骨細胞数は、RAW 細胞単体培養に
対し Treg 細胞との共存培養では有意に減少

した。この Treg 細胞による破骨細胞への分
化誘導抑制は、歯根膜細胞との共存培養によ
っては影響を受けなかった。また、透過性膜
を介在し RAW 細胞と Treg 細胞との直接接触
を遮った場合も同様に抑制された。このこと
から、Treg 細胞による破骨細胞分化誘導抑制
は、細胞接触を必要としないことが示唆され
た。	
 
	
 以上結果から、乳歯の病的あるいは非生理
的歯根吸収は、Treg 細胞の活性が低下するこ
とで引き起こされている可能性が示唆され
た。	
 
	
 
(2)	
 ddY マウスの骨髄由来細胞から誘導さ
れる破骨細胞においては大型の核の数が多
い破骨細胞が観察され、組織適合抗原ハプロ
タイプが H2KdDd バックグラウンドの BALB/c
マウスにおいては小型の核の数が少ない破
骨細胞が観察され、H2KbDb バックグラウンド
の C57BL/6 マウスにおいては前述の中間の大
きさ・核数の破骨細胞が観察された。ddY マ
ウスはクローズドコロニーであることから、
マウス主要組織適合遺伝子複合体（MHC）ハ
プロタイプの差異よって破骨細胞の形態学
的特徴が異なることが示唆された。	
 
	
 
(3)	
 伸展刺激を加えた場合、小型で核の数
が少ない破骨細胞が観察された（図 1）。	
 

	
 
図 1	
 破骨細胞数（OC）および巨大破骨細胞
数（large	
 OC）	
 
	
 
	
 これは iNOS を介した NO量が関連している
ことが示唆された（図 2、3）。また、破骨細	
 



	
 
図 2 	
 伸展刺激群（MS）および対照群
（control）の NO 量	
 

	
 

図 3	
 L-NAME（NOS	
 inhibitor）処理による破
骨細胞数（A）および巨大破骨細胞数（B）	
 
	
 

	
 
図 4 	
 伸展刺激群（MS）および対照群
（ control ）における DC-STAMP および
OC-STAMP の mRNA 発現	
 

胞のマーカーとされる破骨細胞特異的遺伝
子(TRAP、CTR、MMP-9、Cath-K、ClC7 および
ATP6i)の mRNA 発現量は、6、12、24 時間のい
ずれの時点でも有意に減少し、TRAP 陽性破骨
細胞数との相関が認められた。	
 
	
 また、破骨細胞の細胞融合に必須の融合因
子である DC-STAMP および OC-STAMP の mRNA
発現量も伸展刺激によって減少した（図 4）。	
 
	
 DC-STAMP のタンパク質発現量は、24 時間
の伸展刺激によって顕著に減少し、細胞接着
因子である E-cadherin、IntegrinαV および
Integrinβ3 のタンパク質発現量も減少した
（図 5）。	
 

	
 

図 5 	
 伸展刺激群（MS）および対照群
（control）における各種タンパク質の発現	
 
	
 
	
 破骨細胞分化の master	
 switch である
NFATc1 の mRNA 発現量は、6 時間で減少し、
12 時間以降増加し、NFATc2 および 3 の mRNA
発現量は変化しなかった。NFAT	
 の転写活性
は、伸展刺激によって有意に増加した。	
 
	
 以上の結果は、DC-STAMP などの細胞融合に
必要な分子の発現が、伸展刺激によって抑制
されたために、破骨細胞の細胞融合が抑制さ
れたことによると示唆された。	
 
	
 
(4)	
 白金ナノコロイドを添加した場合、小



型で核の数が少ない破骨細胞が観察された
（図 6、7）。	
 

	
 
図 6	
 白金ナノコロイド（nano-Pt）処理によ
る破骨細胞数	
 
	
 

	
 

図 7	
 白金ナノコロイド（nano-Pt）処理によ
る巨大破骨細胞数	
 
	
 
	
 また、NAC および GSH でもその濃度依存的
に小型で核の数が少ない破骨細胞が観察さ
れた（図 8）。	
 

	
 

図 8	
 抗酸化物質 NAC および GSH 処理による
破骨細胞数および巨大破骨細胞数	
 
	
 
	
 以上の結果から、破骨細胞の分化誘導系に
おける培養条件等の培養環境の違いによっ
て、破骨細胞の形態学的特徴が異なることが
示唆された。	
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