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研究成果の概要（和文）：リラキシンは子宮弛緩因子と呼ばれるペプチドホルモンである。本研

究ではリラキシン受容体の頭蓋顎顔面領域の発生過程における発現様相を解析した。胎生 13.5
～17.5 日齢マウス頭蓋骨、軟骨、歯胚および舌におけるリラキシン受容体遺伝子（Rxfp1, 2）
発現様相を明らかにし、リラキシンはこれら受容体を通じて頭蓋顎顔面領域の発生過程におい

て重要な役割を担う可能性を示唆した。また、リラキシンとその受容体の骨芽細胞表現型に対

する作用を検討した。リラキシン受容体の抑制実験から、リラキシン受容体２は骨芽細胞の骨

芽細胞分化と石灰化および細胞外基質代謝重要な役割を担うことが示された。

研究成果の概要（英文）：Relaxin is a pleiotropic hormone of the insulin like peptide hormone 
family. Rxfp1, Rxfp2 mRNA were expressed intensely in the developing mouse (E13.5~17.5) 
brain, bone, tongue muscle, dental lamina, tooth primordia. This finding indicated that 
Relaxin and its receptor play an important role in the craniofacial development. 
Additionally, we determined the effect of Relaxin on the phenotypes of osteoblasts. From 
the results of siRNA targeting experiments, Rxfp2 was probed to play important roles in 
differentiation, mineralization, and matrix metabolism of the osteoblasts. 
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１．研究開始当初の背景 近年、骨代謝を司
る骨芽細胞や破骨細胞の分化・機能調節に作
用する遺伝子群が同定され、これら遺伝子の
発現・機能調節機構に作用するタンパクが数
多く報告されている。一方歯科矯正学的観点
から、骨代謝調節機構を利用した非侵襲的な
治療法の確立は、特に骨格成長の終了した成
人骨格性不正咬合患者に対する矯正治療法
の発展に大きく寄与すると考えられる。骨縫
合部、とりわけ成長終了後の正中口蓋縫合部
は石灰化により癒合するため、骨性の側方拡
大が必要とされる場合、侵襲の大きな外科的

療法が適応されることもある。そのため、非
侵襲的な縫合部の拡大および良好な予後の
獲得には、正中口蓋縫合における局所的な骨
吸収の促進と矯正力による縫合部の確実な
拡大が必要とされる。さらに破骨細胞をコン
トロールするホルモンとして、エストロゲン
や副甲状腺ホルモン、カルシトニンが知られ
ているが、最近、インシュリン様ホルモンと
して知られるリラキシンが破骨細胞の分化
およびその機能の活性化を及ぼす事が報告
され、注目を集めている。研究代表者らは過
去において、生体親和性の高いアテロコラー
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ゲン (ATCOL)をsiRNAキャリアーとして利
用し、細胞及び個体レベル（マウス骨格筋）
での有用性を報告したが、ATCOL の時間・
空間的制御をするに至らなかった。これらを
踏まえて、リラキシンの正中口蓋縫合部での
破骨細胞活性化機序の解明、および生体親和
性磁性リポソームを利用した縫合部の局所
的骨代謝調節方法の開発は過去に報告のな
い斬新な試みであり、歯科矯正学領域におけ
るナノテクノロジー応用の端緒となること
が期待される。

内因性リラキシンおよびその受容体
RXFP1 のマウス口蓋正中縫合部における経
時的な発現様相を免疫組織学的および分子
生物学的手法にて検索する。リラキシン磁性
リポソームの in vivo 実験に対する予備実験
として、マウス胎児口蓋器官培養系において
その安全性と至適条件を決定する。磁性リポ
ソームの集積状況、破骨細胞の分化様相、破
骨細胞分化誘導因子の発現様相、骨芽細胞・
破骨細胞の細胞死に与える影響について着
目する。
これらの予備実験の後、リラキシンを結合さ
せた MCL をウサギ正中口蓋縫合に注入後、
磁気を帯びたステンレススチール線を装着
した拡大矯正装置を装着し、至適条件下で縫
合部の拡大を行う。拡大部の組織学的検索を
行う。また、破骨細胞の分化に必須の
RANKL/RNAK シグナリングや、リラキシン
受容体の分子細胞学的検索を行うことで、リ
ラキシンの破骨細胞活性化機構の解析を行
う。

歯科矯正学分野においては、精巧な硬組織
の時間的・空間的制御が重要とされるが、加
齢や先天的・後天的骨代謝性疾患等による
様々な制約のため、外科的療法を余儀なくさ
れる場合もある。昨今発展めざましいナノバ
イオテクノロジーを利用し骨縫合部におけ
る骨代謝機構の解析、およびその新規調節方
法を確立することは、歯科矯正学分野にとど
まらず、様々な先天性骨代謝疾患の治療法や
予防法の発展に大きく寄与し、多くの患者の
QOL 向上に貢献することが期待される。

２．研究の目的 近年、ナノバイオテクノロ
ジーを利用した安全で効果的な Drug 
Derivery System(DDS)が開発され、臨床応
用に向け盛んな研究が進められている。中で
も、磁性ナノ粒子であるマグネタイトを内包
するカチオニックリポソーム（Magnetite 
Cationic Lipospme; MCL）は、磁力により
生体内の標的部位に集積させることが可能
で、糖鎖などによる表面修飾、あるいは薬剤
を内包させることにより、より特異的な薬剤
作用を発揮させることが報告されている 1)。
一方、矯正歯科臨床においては、良好な咬合
の確立に、頭蓋顎顔面構成骨格および歯の三

次元的な位置コントロールが必須となるが、
骨格の成長が終了した成人に対しては外科
的療法を余儀なくされることもある。これら
を踏まえて、本研究では、リラキシン含有磁
気制御型リポソーム（以下リラキシン磁性リ
ポソームと表記する）を利用した、非侵襲的
骨縫合部の効果的な拡大制御法の確立を目
指し、MCL の部位（正中口蓋縫合）特異的
薬剤キャリアーとしての適応の可能性、及び
その効果を検討することを目的とした。

３．研究の方法 内因性リラキシンおよびそ
の受容体 RXFP1 のマウス口蓋正中縫合部に
おける経時的な発現様相を免疫組織学・分子
生物学的手法にて検索し、リラキシンの正中
口蓋縫合部発生および骨性癒合における機
能を検索する。マウス胎児口蓋組織培養系に
おいて磁性リポソームを適用し、磁力制御に
よるリポソームの集積状況、破骨細胞の分化
様相、破骨細胞分化誘導因子の発現様相、骨
芽細胞・破骨細胞の細胞死に与える影響につ
いて着目する。これらの予備実験の後、リラ
キシンを結合させた MCL をウサギ歯槽骨縫
合部に注入し、磁気を帯びたステンレススチ
ール線を装着した拡大矯正装置を装着後、至
適条件下で縫合部の拡大を行い、拡大部の組
織学的検索を行う。また、破骨細胞の分化に
必須の RANKL/RNAK シグナリングや、リ
ラキシン受容体の分子細胞学的検索を行う
ことで、リラキシンの破骨細胞活性化機構の
解析を行う。

４．研究成果  
（１）Rxfp1、Rxfp2 および GR mRNA は
E13.5~E17.5 の前頭骨、上顎骨および下顎骨
においてほぼ同様に高い発現を認めた。メッ
ケル軟骨において、Rxfp1 は E13.5 および
E14.4、Rxfp2 は E13.5～E17.5、GR は E13.5
の軟骨細胞に最も強い発現を認めた。臼歯歯
胚においては、Rxfp1、Rxfp2 および GR mRNA
は、蕾状期では歯堤に、帽状期では歯堤、エ
ナメル器および星状網に、鐘状期では歯堤、
内外エナメル上皮および中間層においてほ
ぼ同様の発現を示した。舌において、Rxfp1、
Rxfp2 および GR mRNA は E13.5～E17.5 の舌筋
および E17.7 の舌粘膜上皮に特異的な発現を
認めた。今回明らかとなった骨、軟骨、歯胚
および舌における Rxfp1、Rxfp2 および GR 
mRNA 発現様相から、リラキシンはこれら受容
体を通じて頭蓋顎顔面領域の発生過程にお
いて重要な役割を担う可能性が示唆された。 
（２）リラキシンとその受容体の骨芽細胞表
現型に対する作用を検討した。タンパク質輸
送担体としてナノサイズのリポソームを用
いリラキシン結合型リポソームを作製した。
MC3T3-E1 細胞を分化誘導培地にて培養し対
照群およびリラキシンリポソーム群（20 



ng/ml）との間で以下の実験を行った。MTT 法
にて細胞増殖能を評価し、ALP 活性の測定、
半定量的 PCR による骨芽細胞分化因子遺伝子
発現の検索、アリザリンレッド染色による石
灰化能の解析を行った。ザイモグラフィーに
て MMP 活性を、VVG 染色にてコラーゲン生成
を評価した。Rxfp 遺伝子機能抑制実験として
siRNA発現ベクター恒常発現MC3T3-E1細胞株
を樹立し（MC-siRxfp1, 2）その細胞表現型
を評価した。リラキシン群は対照群と比較し
て細胞増殖能に有意な差は示さなかった一
方、有意に高い ALP および MMP 活性、Runx2
mRNA の発現亢進、Opg mRNA 発現抑制を示し
た。MC-siRxfp1, 2 は対照群と比較して有意
に高い細胞増殖能を示した。MC-siRxfp1 リラ
キシン添加群では MC-siRxfp2 と比較して有
意に高い ALP 活性、Erk リン酸化の亢進、MMP
活性の低下、コラーゲン生成の抑制および石
灰化能の亢進が認められた。Rxfp1 は骨芽細
胞の細胞外基質代謝に、Rxfp2 は骨芽細胞分
化と石灰化に重要な役割を担うことが示さ
れた。以上より、リラキシンは骨芽細胞膜上
の Rxfp を通じて骨芽細胞分化、細胞外基質
代謝に影響を与えることが示され、胎生後期
の骨発生に何らかの機能的役割を果たすこ
とが示唆された。 
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