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研究成果の概要（和文）：超高齢化社会を迎えた現代で、健康長寿には慢性歯周炎のより良い治療法の開発は急
務である。近年、間葉系幹細胞を応用した組織再生および抗炎症療法の開発研究が進められている。そこで、本
研究では、骨に強発現する新規Gap junction family に属するPannexin3 (Panx3)に着目し、機能解析を行い、
新治療法への応用を模索した。その結果、Panx3が新骨制御因子であることが明らかになり、Panx3の機能を応用
した歯周病における新骨再生療法開発への可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Coping with the hyper-aging society, an advanced treatment for periodontal 
disease is necessary in order to maintain the quality of life. Here, we show that Pannexin 3 
Panx3), a member of gap junction protein is a new regulator to switch from proliferation to 
differentiation of chondroprogenitors and osteoprogenitors via multiple Panx3 signaling pathways. We
 demonstrated that Panx3 has potentials for new medical treatment and drug application in 
periodontitis by promoting bone regeneration.

研究分野： 歯科保存学
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メッセンジャー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Panx3が軟骨細胞および骨芽細胞分化過程において、前駆細胞の増殖を抑制し、分化を促進するスイッチの役割
を担っていること、小因子の細胞内外移動を調節していることが明らかになった。また、Panx3 KOマウスが骨形
成不全を示すことからPanx3が新骨制御因子であることが示唆された。その結果、Panx3機能の制御機構を応用し
た再生療法開発および創薬に繋がる可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 重篤な歯周炎は中高年齢層から罹患率の高まる慢性炎症性疾患であり、患者数は 5,000 万
人を超える国民病とも言える。中でも重篤な歯周炎の罹患率は高年齢層で高まるため、高齢
者の Quality of life (QOL)の向上を脅かす原因となることから、その対応は急務と言える。こ
れまで重篤な歯周炎の治療は、対症療法と口腔清掃指導による予防が行われてきた。近年で
は、細胞移植治療による歯周外科処置後の骨再生を図る再生医療技術と、線維芽細胞増殖因
子あるいは血小板成長因子などのサイトカインを局所投与することで歯周組織中の幹細胞
を活性して再生を図る治療技術も開発されている。しかし、重篤な歯周炎の治療のためには
更なる開発が必要である。 
 近年、未分化の細胞を目的の細胞に分化誘導することが必須な再生医療において、生理作
用および薬理作用により生命の恒常性維持を劇的に変化させる ATP や Ca2+などの 2nd 
messengers の機能応用が注目されている。しかし、2nd messengers を放出する側についての
研究およびその応用は未開の部分が多い。現在、2nd messengers を調整する因子で代表的な
ものは Gap junction protein である。Gap junction は細胞間結合を構築し、2nd messenger を交
換することにより細胞内のシグナリングを調節する。私はこれまで新規 Pannexin family 
(Panx1,2 and 3)のメンバーである Panx3 に関して研究を進めてきた。Panx3 は硬組織におい
て軟骨を作る軟骨細胞、骨組織の中心である骨芽細胞および歯の象牙質を作る象牙芽細胞
で強発現する。また、Panx3 は細胞膜および小胞体膜に存在し、ATP や Ca2+を細胞内外に
移動させるチャンネル機能を持つ。Panx3 チャンネルは、細胞内 ATP を細胞外に放出する
hemichannel、小胞体膜に存在し小胞体内腔に蓄えられている Ca2+を細胞質内に放出する ER 
Ca2+ channel、さらに細胞間で Ca2+を交換する gap junction の３つの機能を持つ。 
 歯周炎の治療で抗炎症は重要項目である。近年、細胞からの ATP 放出に起因するシグナ
ル伝達が T 細胞を介する炎症性疾患の治療に有効であることも示唆されている。また、細
胞死の際、Panx1 hemichannel から ATP を放出する（「find-me」シグナル）ことが貪食細胞
の動員調節を行うことが報告された。このように、アポトーシス初期の細胞に発現する
Panx1 は「find-me」シグナルにより死細胞へのマクロファージの誘引を促進し、炎症を躍起
させる。しかし、Panx3 の炎症躍起機構は未だ報告はない。 
 このように Panx3 は歯周炎治療で必須である骨の再生および抗炎症に関して有効な因子
であることが示唆され、より良い医療ツールを提供出来得るものである。 
２．研究の目的 
 超高齢化社会を迎えた現代で、慢性歯周炎のより良い治療法の開発は急務である。本研究
の目的は新規 Gap junction family に属する Pannexin3 (Panx3)の機能を応用し、歯周炎におけ
る抗炎症作用および骨再生を誘導する創薬をデザインし、より良い歯周炎治療を可能にす
る新薬剤の開発を目指すことである。 
３．研究の方法 
⑴ P a n x 3 を介した骨芽細胞の増殖・分化制御機構の解析 
A . 骨形成における P a n x 3 K O マウスの解剖学的解析: Panx3 KO マウス(胎生１４、１６、
１７、１８日および新生児)を用いて、発生、発達および細胞分化の経過を観察する。マウ
スから Alizarin Red と Alcian Blue 染色を用いて骨モデルを作製し、mineralized された骨お
よび軟骨の発生および発達を Panx3 Wild type (WT)または Hetero(HT)と KO とで観察比較す
る。また、μCT を用いて、骨密度を測る。骨密度および週齢に合わせた骨分化解析は研究
協力者である NIH の Yoshihiko Yamada 先生および東北大学の福本敏先生に助言および協
力をいただく。 B . 骨形成における P a n x 3 K O マウスの組織学的解析: 軟骨内骨化：大腿
骨または脛骨を用いてパラフィン切片を作製し、Alcian Blue または Masson Trichrome 染色
を行って軟骨におけるマトリックス形成の比較を行う。また、von Kossa 染色を行って骨の
石灰化度を比較する。また、骨および軟骨の発生および分化度の比較検討する。胎生期また
は新生児における大腿骨または脛骨を用いてパラフィン切片または凍結切片を作製し、軟
骨や骨の分化マーカー、例えば、Collagen type X, Osteopontin, MMP13 や Osterix, Alkaline 
phosphate (ALP), Osteocalcin を免疫染色で発現比較する。また、大腿骨または脛骨から mRNA 
を抽出し、cDNA を作製後、RT-quantitative PCR 法で分化マーカーの発現比較を行う。分化
への影響と同時に骨成長における増殖細胞の比較検討も行う。大腿骨または脛骨のパラッ
フィン切片または凍結切片に対して、細胞増殖マーカーである Ki67 の免疫染色を行い、前
軟骨芽細胞および前骨芽細胞の増殖率を比較する。膜内骨化：頭蓋骨を用いて膜内骨化の比
較を行う。解析方法は軟骨内骨化で行う方法手順に従う。 C . P r i m a r y 骨芽細胞および軟
骨芽細胞を用いての P a n x 3 の機能解析: (a) Primary 骨芽細胞および軟骨芽細胞の抽出と
培養。Panx3 WT または HT と KO マウスの頭蓋骨また胸骨、大腿骨から、それぞれ、primary
骨芽細胞および軟骨芽細胞を酵素処理法により抽出し、細胞培養を行う。抽出法や細胞培養
法は既に確立されており、同様の primary 細胞を用いた多数の報告がある。（b） 培養細胞
の分化能の比較。Prmary 骨芽細胞に対しては、Ascorbicacid また_は BMP2 による成熟骨芽
細胞への分化誘導を行い、分化マーカーの発現比較を行う。早期の骨芽細胞分化指標として
ALP 染色、石灰化を示すより成熟した骨芽細胞の指標として Alizarin Red 染色を培養細胞
に対して行う。また、様々な培養期間を設定し、各タイミングで mRNA を抽出し、qPCR で
分化マーカー (Runx2, Osterix, ALP, Osteocalcin)の発現を定量比較する。一方、primary 軟骨
芽細胞に関しては ITS(insulin, transferrin, selenous acid)により分化誘導を行い、１4 日間培養
後、Alcian blue 染色を行う。また、培養期間において数回のタイムポイントを設定し、各ポ
イントで mRNA を抽出し、qPCR で分化マーカー（Collagen type 2, Collagen type X, Aggrecan）
の発現定量比較を行う。（c） 培養細胞の増殖能の比較。Primary 細胞を増殖の培養条件で
０から７日間培養する。７日毎日、細胞数を測定かつ MTT assay を行って細胞の増殖率を
比較する。(d) Gap junction protein の機能解析。Hemichannel の機能測定としては、細胞外へ
の ATP 放出量を比較する。Gap junction の機能としては、Caged Ca2+ reagent と Ca2+ indicator 
(Fluo-4)を使い、２光子共焦点顕微鏡を用いて細胞間の Ca2+透過性を観測する。ER Ca2+ 
channel の解析には Ca2+ indicator (Fura-2)を細胞に作用させ、細胞外の Ca2+ を抜いた状態で
ATP 刺激することで細胞内の Ca2+変動を測定する。細胞内 Ca2+の変動を測定するために、
Luminometer を使用する。 
⑵ P a n x 3 と C x 4 3 を介した骨再生機構の解析 



A . P a n x 3 ; C x 4 3 d o u b l e K O マウスの作製と解析: Panx3 HT マウス または KO マウ
スと Cx43 HT マウスを交配し、Panx3;Cx43 double KO マウスの作製を行う。Double KO マ
ウス作製後、Panx3 KO マウスの解析方法と同様に、解剖学的および組織学的に表現型を解
析し、Panx3 KO マウスと Cx43 KO マウスの表現型との比較を行う。また、primary 軟骨芽
細胞および骨芽細胞を抽出し、培養を行い、in vitro により生化学的および生理学的手技を
用いて Panx3 KO マウスおよび Cx43 KO マウスの primary 細胞との比較検討を行う。Cx43 
KO マウスは心臓欠陥の異常形成により生まれて直ぐに致死に至るため、Panx3;Cx43 double 
KO マウスも同様に誕生後致死または胎生致死の可能性がある。Panx3 は軟骨、骨に強い発
現がみられる為に、double KO マウスの表現型はさらにシビアな可能性がある。従って、ま
ずは異なった母体数腹で誕生させて遺伝子型を確認する。その結果、ホモが確認できない場
合、胎生 13,14,15,17,18 日のマウスを調整し観察する。Double KO マウスの作製には時間が
かかると予想される為、Panx3 KO マウスの表現型によっては Panx3 KO;Cx43 HT 同士での
交配を進めて解析のスピードをあげる。 
⑶ 炎症状態における P a n x 3 の機能解析 
A . P a n x 3 の f i n d - m e s i g n a l 放出機能の解析: アポトーシスを起す細胞は find-me 
signal を発する。 Find-me signal は ATP もしくは UTP であることが報告されている。また、
Panx1 は ATP 放出を行うことで find-me signal を発する。そこで、Panx3 も find-me signal 機
能を有しているかを確認するため、Fas 抗体または UV 照射を用いて骨芽細胞にアポトーシ
スを起させる。その後、細胞の mRNA および protein を回収し、Panx3 の発現をそれぞれ RT-
PCR および western blotting にて確認する。また、正常骨芽細胞に比べ、アポトーシス細胞
では ATP release の増加が認められるかを観察する。具体的には、細胞培養上清を回収して、
luminescence との反応を計測比較する。その後、その ATP release が Panx3 由来であるのかを
確認する為に、Panx3 KO マウスから抽出した骨芽細胞で同様の実験を行い、比較検討する。
Find-me signal はマクロファージの遊走を促進する為のものであるので、Panx3 の ATP release
が Find-me signal であることを示す為に、Panx3 を強制発現させた、または Panx3 KO マウス
からの骨芽細胞株（C2C12 cells または primary osteoblasts）の培養上清とチャンバー付きの
culture dish でマクロファージの migration assay を行う。 B . P a n x 3 b l o c k e r の作製とそ
の効果の測定実験: Hemichannel, ER Ca2+ channel および Gap junction の Panx3 の３機能のう
ち、find-me signal として作用するのは hemichannel であると予想している。また、既に我々
は Panx3 hemichannel の機能を得意的に抑制する Panx3 抗体とその Panx3 antigen peptide を
持っている。ただ、それらが炎症状態における find-me signal も同様に遮断するのかは未だ
試していない。また、find-me signal では通常の Panx3 hemichannel の開閉機序と異なってい
る事が予想され、Panx3 抗体および Panx3 peptide が作用しない恐れもある。そこで、まず
は、find-me signal を行っているアポトーシスを起した骨芽細胞に対して Panx3 抗体および
Panx3 peptide を作用し、同様の ATP release 抑制が認められるか確認する。もしも、効果が
薄い場合は、新たな Panx3 channel の開閉に関わる部位を特定し、そこに得意的に作用する
抗体または peptide を作製し、find-me signal の抑制の観測を行う。Panx1 find-me signal は
Panx1 が caspase によって切断される事により活性すると報告されているが、Panx3 は
caspase による切断が認められない。したがって、他の選択肢として Panx3 のリン酸化部位
の特定を行うことで Panx3 channel の開閉機構を探り、find-me signal との関係性を解析する
必要がある。 
⑷ 歯周病モデルマウスにおける P a n x 3 を応用した骨再生実験 
 歯周炎で破壊された組織の再生能力を判定するため、慢性炎症を人為的に誘発させた歯周
病モデルマウスを作製する。また、Panx3,Cx43 KO マウスおよび Panx3;Cx43 DKO マウス
にも同様の歯周病を躍起させ、それぞれの骨吸収の差を観察する。具体的には組織切片を作
り免疫染色により骨芽細胞分化マーカーの発現を比較することと、μCT による骨密度の測
定比較を行う。また、組織より直接骨を採り mRNA を抽出後、分化マーカーに対する RT-
PCR を行い骨芽細胞の破壊具合を比較する。以上の解析により、Panx3 と Cx43 の歯周病
による骨破壊に対する機能の識別ができ、病態におけるそれぞれの役割を明確にできる。さ
らに、骨再生実験としては、Panx3 を強制発現する骨芽細胞を野生型マウスの骨欠損部位に
移植する。移植後の骨再生能力の判定は、組織学的解析ならびに骨マーカー分子の発現およ
び骨密度の測定を指標に行う。 
⑸ 歯周病モデルマウスに対して P a n x 3 b l o c k e r を応用した抗炎症実験 
A . i n v i v o における P a n x 3 の f i n d - m e s i g n a l の解析: 歯周病モデルマウスの組織
切片を用いてマクロファージのマーカーである CD107b と Panx3 の免疫染色を行う。歯周
病モデルで Panx3 の発現が促進しているのかを免疫染色および、歯周病モデル マウスの
骨組織から protein または mRNA を抽出し、それぞれ western blot と RT-PCR で Panx3 の
発現を非歯周病モデルマウスのものと比較する。その後、Panx3 positive の細胞の近くに
CD107b positive のマクロファージが存在しているかを観測する。また、アポトーシスのマ
ーカーである caspase 3 または Annexin V と Panx3 の免疫染色も行い、アポトーシスの細
胞が Panx3 の発現をあげて find-me signal を出しているのかを確認する。この実験は正常な
骨形成と病態では Panx3 の発現機序が違う可能性をしめすことができ、新たな研究領域を
広げる事ができる。 B .歯周病モデルマウスへの P a n x 3 b l o c k e r の効果実験: 歯周病モ
デルマウスに開発した Panx3 抗体または Panx3 peptide を歯槽骨の炎症部位に直接作用させ
て、抗炎症効果をみる。具体的には免疫染色によりマクロファージの浸潤度合いを比較する。
または CD31 などの血管内皮細胞マーカーの発現をみて血管の拡張度合いを観察する。ま
た、同時に Panx3 blocker を作用しての骨形成の程度も比較検討しなくてはならない。なぜ
ならば、通常の骨形成では Panx3 hemichannel の機能は骨芽細胞分化には必須のものであり、
抑制してしまうと骨の形成にも影響がでると予想される。この場合、Panx3 blocker の投与
濃度の検討を行う必要がある。炎症を止めない事には骨形成もうまくできないことから、ま
ずは抗炎症の作用効果を期待する濃度を算定する。その後、骨形成においては Panx3 の発
現をあげるか機能を更新することが必要になる。それに対しては、Panx3 を強制発現した骨
芽細胞の自家移植を行うか、Panx3 機能を調整する分子の研究を行う。もし、find-me signal 
の hemichannel 活性機構と通常の Panx3 hemichannel 開閉機構が違うものであるのであれば、
それぞれの状況に適した Panx3 blocker を使用し、抗炎症効果および骨再生を促す。 



４．研究成果 
⑴ P a n x 3 を介した骨芽細胞の増殖・分化制御機構の解析における成果 
 Panx3 KO マウスの表現系解析の結果、胎生致死ではなくメンデルの法則に従い誕生し、
生活能力を有していた。新生児は体の大きさが小さく、骨形成に異常を示した（図 1）。
Alizarin Red および Alcian Blue 染色を施した骨モデルにおいて、全ての骨部位において軟
骨および骨の形成不全が認められた。さらに μ CT による骨密度解析の結果、新生児の骨
の石灰化が抑制されていることがわかった。新生児 Panx3 KO および野生型マウスの脛骨
を用いてパラフィン組織切片を作製し、HE 染色の結果、成長板における軟骨増殖帯およ
び前肥大層の延長、そして、肥大層の縮小が認められた。また、軟骨の分化マーカー 
(Collagen type X, Osteopontin, Matrix Metallopeptidase 13 (MMP13))は免疫染色および qPCR に
より発現の抑制が確認された。特に Osteopontin と MMP13 の発現の減少は軟骨の最終分化
が抑制されていることを示唆した。従って、軟骨の最終分化期に必要な成長板の軟骨と骨
領域境界への血管流入の状況を把握するため、Vascular endothelial growth factor (VEGF)と血
管内皮細胞マーカーである CD31 の免疫染色を行った結果、それぞれ発現の減少を示し
た。さらに骨芽細胞の分化度合いを調べるため、骨芽細胞分化マーカーである Osterix, 
Alkaline phosphate (ALP)および Osteocalcin の発現を同様に免疫染色および qPCR で確認し
た結果、それらの発現の減少が認められた。また、Panx3 KO マウス ラインと Osterix-
GFP マウスの交配を行うことで Osterix 発現の差を観察した結果、Panx3 KO マウスでは
GFP 陽性細胞の減少が認められた。次に、Panx3 KO マウスに軟骨細胞および骨芽細胞の
分化抑制が認められたこと、以前の我々の結果より Panx3 は軟骨前駆細胞および骨芽前駆
細胞の増殖を抑制することがわかっていたことから、増殖マーカーKi67 の免疫染色を行っ
た結果、Panx3 KO マウスでは発現の増加が認められた。さらに、Panx3 は canonical Wnt 
signal の抑制を行うことで細胞周期を停止させることを明らかにしていたため、canonical 
Wnt signal の因子である Axin2-lacZ マウスと Panx3 KO マウス ラインとの交配を行い、
LacZ 陽性細胞の発現を比較検証した結果、Panx3 KO マウスでは優位に LacZ 陽性細胞の増
加が成長板に認められた。これらの結果より、Panx3 は軟骨細胞前駆細胞および骨芽細胞
前駆細胞の分化を抑制し、それぞれの細胞分化を促進することが示唆された。さらに、成
長板における軟骨細胞最終分化期においても血管侵入を制御することで最終分化を促進
し、軟骨から骨への置換制御を行うことが明らかになった。さらに、Panx3 KO および野生
型マウスから間葉系幹細胞を抽出し、軟骨細胞および骨芽細胞に分化誘導を行い細胞増殖
および分化の違いを比較検討した。その結果、in vitro でも in vivo で認められた軟骨細胞お
よび骨芽細胞の細胞増殖の促進および分化の抑制が Panx3 KO マウスから抽出した primary
細胞でも確認できた。また、頭蓋から primary 骨芽細胞を抽出し、Panx3 の３機能、ATP 
放出 channel、ER Ca2+ channel および Ca2+透過性の gap junction 機能を luminometer および
Ca2+インディケーターと共焦点レーザー顕微鏡を用いた計測により調べた。結果、Panx3 
KO マウス由来の骨芽細胞では３機能が抑制されることが確認され、Panx3 がその３機能を
持ち合わせることが Panx3 KO マウスを用いて確認された。次に、軟骨細胞分化および骨
芽細胞分化機構での Paxn3 のシグナルメカニズムを調べるために、in vitro の系を利用して
シグナル解析をシグナルトランスダクションと western blot 法により確認した結果、Panx3
が ATP/PI3K/Akt/Calmodulin シグナルを介して細胞分化を制御していること、
ATP/PKA/CREB シグナルを制御することで canonical Wnt シグナルを抑制することで細胞周
期の停止を促進することを明らかにできた。 
⑵ P a n x 3 と C x 4 3 を介した骨再生機構の解析における成果 
 Panx3 マウスラインと Cx43 マウスラインの交配を行い、Panx3;Cx43 double KO (DKO)マウ
スを得た。組織学的解析および解剖学的解析の結果、DKO マウスの体のサイズは Panx3 KO
マウスのサイズとほぼ同じであった。また、骨形成不全の度合いは Panx3 KO マウスのもの
よりもよりシビアなものであった。Cx43 KO マウスの体のサイズは野生型のサイズとほぼ
同じであること、Cx43 の骨形成不全の度合いは新生児では頭蓋後頭部に軽い形成不全を認
めるがそれ以外は野生型のものと同じであることから、骨芽細胞分化において Panx3 は
Cx43 よりも早期に発現が認められて重要な役割を担っていることが示唆された。さらに、
頭蓋より Panx3 KO、Cx43 KO および DKO マウスから primary 骨芽細胞を抽出し、細胞増
殖および分化実験を行った結果、Panx3 KO マウス由来の細胞は増殖促進および分化抑制を
示したが、Cx43 由来の細胞は分化にのみ抑制が認められた。特に Cx43 の分化抑制はカル
シウム沈着を測る alizarin red でのみ顕著な抑制が認められた。つまり、分化機構の後期、成
熟期において Cx43 機能は重要であることが示唆された。そこで発現パターンを qPCR およ
び western blot で確認した結果、Panx3 は骨芽細胞分化において初期から発現が認めら、発
現増加する。しかし、成熟期に移行する前にその発現は減少を認めた。一方、Cx43 は初期
には少ない発現を示すが、後期には Panx3 発現をキャッチアップするかのように増加する
結果を示した。さらに、Panx3 と Cx43 の機能の違いを明らかにするために、Panx3 KO マウ
スおよび Cx43 KO マウスから抽出した primary 骨芽細胞にそれぞれ Cx43 発現ベクターおよ
び Panx3 発現ベクターを遺伝子導入し、それぞれの骨芽細胞分化異常の変化を観察した結
果、Panx3 強制発現は Cx43 欠損骨芽細胞の分化異常をレスキューできたが、その Cx43 強
制発現は Panx3 欠損による骨芽細胞分化異常をレスキューできなかった。このことから、明
らかに骨芽細胞分化において Panx3 と Cx43 の機能や働きに違いがあることが示唆された。 
 次に、それぞれの primary 細胞を用いて Gap junction protein の３機能、ATP 放出 channel、
ER Ca2+ channel および Ca2+透過性の gap junction 機能を調べた結果、Panx3 は３つの機能を
有するが、Cx43 は ATP 放出 channel および Ca2+透過性の gap junction 機能の２機能を保持
することが確認された。 
 以上の結果より、Panx3 は初期の骨芽細胞分化過程において増殖を抑制し、分化へシフト
し促進するというスイッチの役割があることがわかった。また、Panx3 は Cx43 とは違う機
能を持ち合わせていることも明らかになった(図 2)。骨再生において如何に未分化細胞を効
率よく骨芽細胞に分化させるかが重要であることからより初期分化に重要な役割を担って
いる Panx3 は新骨再生療法を確立するには良い因子であることが示唆された。 
⑶ 炎症状態における P a n x 3 の機能解析における成果  
 P a n x 3 の f i n d - m e s i g n a l 放出機能の解析するために、骨芽細胞株 MC3T3-E1 およ



び分化誘導を進めた primary 骨芽細胞に Fas 抗体または UV 照射を用いてアポトーシスを起
こさせ、Panx3 発現を RT-PCR および western blotting にて確認した。結果、アポトーシスを
起こした細胞において Panx3 の発現の上昇が認められた。同アポトーシス誘導条件下にお
いて細胞外への ATP 放出量を測定した結果、アポトーシスを起こした細胞では ATP 放出が
更新された。また、Panx3 強制発現細胞株 C2C12 においてもアポトーシス誘導下での ATP
放出量を測定した結果、Panx3 の発現のないコントロール C2C12 細胞や正常のコントロー
ル細胞および Panx3 強制発現 C2C12 細胞に比べて優位に放出量が上昇した。さらに Panx3 
抗体およびペプチドを用いるとこの ATP 放出は減少した。このことから、Panx3 はアポト
ーシスにおいて発現上昇を示し、ATP を放出することがわかった。このアポトーシス下にお
ける Panx3 機能が Find-me signal となりうるかを調べるため、Panx3 を強制発現させた、ま
たは Panx3 KO マウスからの骨芽細胞株（C2C12 cells または primary osteoblasts）の培養上清
とチャンバー付きの culture dish でマクロファージの migration assay を行った。その結果、
正常培養下およびアポトーシス誘導下における Panx3 強制発現細胞においてはマクロファ
ージの遊走が促進された。以上のことより、Panx3 は ATP 放出により免疫細胞を呼び寄せ
る find-me signal の機能をもつことが示唆された。 
 次に、Find-me signal は炎症を惹起し慢性炎症引き起こす為、Panx3 の find-me signal を抑制
する Panx3 機能ブロッカーの開発および機能解析を行った。Panx3 は４回膜貫通型の膜タン
パクであり２つの細胞外ドメインおよび３つの細胞内ドメインがある。Panx3 のチャンネル
開閉機能解析がこの課題においては重要であり、それにはリン酸化が関与しているのでは
と推測した。そこで、リン酸化部位を予測するため、データベースを利用したコンピュータ
ー解析を行った結果、Panx3 全体で１７個のリン酸化候補部位が判明した(図 3)。次に、そ
の１７個にそれぞれ変異を入れた Panx3 発現ベクターを作製し、Panx3 の骨芽細胞分化促進
および骨芽前駆細胞の増殖抑制機能を阻害する部位を選び出した。その結果、細胞外ドメイ
ンおよび細胞内ドメインに各一つ Panx3 の機能を阻害する部位を明らかにした。さらに解
析を進めていった結果、細胞外ドメインのリン酸化部位では我々が作製した部位特異的
Panx3 リン酸化抗体によりリン酸化が確認され、特に Panx3 の ER Ca2+ channel 機能に重要
なリン酸化部位であること、骨芽細胞分化に関してその機能はより重要な役割を担うこと
がわかった。細胞内ドメインの方は Panx3 の増殖抑制および分化促進機能両方に関与して
いることがわかったが、この部位における良いリン酸化抗体の作製には困難を要した。ただ、
この部位はカスパーゼの標的部位とも近接していることから、この細胞内ドメインはアポ
トーシスにおいて重要な部位であることが推測された。さらに細胞内ドメインの変異は
Panx3 hemichannel の ATP 放出機能を抑制することがわかり、この部位のリン酸化またはカ
スパーゼによるタンパクの形態変化が Panx3 hemichannel の開閉に関与していることが示唆
された。細胞内ドメインを直接的にコントロールするのは細胞外からは難しいために、細胞
外ドメインを標的とした Panx3 抗体、Panx3 ペプチド、Panx3 リン酸化抗体およびペプチド
を用いて Panx3 hemichannel の機能阻害度合いを比較した結果、Panx3 リン酸化抗体および
ペプチドが著しく Panx3 hemichannel 機能を阻害した。これらを用いて Panx3 の find-me signal
の機能阻害実験を行った結果、優位に ATP 放出を阻害でき、結果、マクロファージの遊走
も阻害することが確認できた。この結果より、新しく作製した Panx3 抗体およびペプチドが
Panx3 find-me signal 阻害剤、ブロッカーになりうることが示唆された。 
⑷ 歯周病モデルマウスにおける P a n x 3 を応用した骨再生実験における成果 
 慢性炎症を人為的に誘発させた歯周病モデルマウスを下顎第一臼歯に糸を結紮させるこ
とで作製した。野生型マウスにおける歯周病モデルマウスの下顎のパラフィン切片による
標本を用いて免疫染色を行った。その結果、炎症部位、つまり歯周炎部位で Panx3 の発現促
進が認められ、かつ、Panx3 発現細胞の近傍にはマクロファージの集積が確認された。この
ことより、Panx3 が find-me signal によりマクロファージを遊走し慢性炎症を惹起する可能
性を示唆した。この仮説をより証明するために Panx3 KO マウスにおいても歯周病モデルを
作製する予定でいたが、始めに Panx3 マウスの東北大学への導入および繁殖が遅れてしま
い、時間切れとなった。今後研究を継続し更なる解析を行う必要がある。 
⑸ 歯周病モデルマウスに対して P a n x 3 b l o c k e r を応用した抗炎症実験における成果 
 この項目に関しては手付かずであった。予定通りに計画が進まなかったことで、より効率
化した研究チームの編成が必要であると痛感した。今後の課題にしていきたい。 
 やり残した研究おいび継続中のものは今後さらに研究を進めていき、最終目標である新治
療法の開発につなげていきたい。 
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