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研究成果の概要（和文）：歯根膜（PDL）細胞と歯肉上皮（GF）細胞を腫瘍壊死因子（TNF-α）で刺激し，
Realtime PCR法にてIL-34およびCSF-1のmRNAsを評価した.その結果，TNF-α誘導性にPDL細胞およびGF細胞にお
けるIL-34およびCSF-1のmRNAs産生量が上昇した．歯周炎を有する患者から採取した感染歯周組織よりmRNAsを抽
出し，Realtime PCR法にて評価した．TNF-α，IFN-γおよびIL-1βなどの炎症性サイトカインの発現と破骨細胞
形成因子であるIL-34やCSF-1の間に相関関係を認めなかった．

研究成果の概要（英文）： We stimulated periodontal ligament (PDL) cells and gingival fibroblast (GF)
 cells by tumor necrosis factor-α (TNF-α), and evaluated the mRNAs expression of IL-34 and CSF-1 
by Realtime PCR. As the result, the expression of IL-34 and CSF-1 were increased by TNF- α in PDL 
cells and GF cells. We got mRNA from infected granulation tissues of patients with periodontal 
disease, and evaluated the expression of mRNAs by Realtime PCR. The correlation between inflammatory
 cytokines such as TNF-α, IFN-γ and IL-1β and osteoclastogenesis factors such as IL-34 and CSF-1 
was not confirmed. 

研究分野：歯科口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
歯根膜（Periodontal ligament: PDL）細胞
は，TNF-α存在下で，CSF-1Rの第一リガン
ドである CSF-1 と，第二リガンドである
IL-34二量体を産生する CSF-1と IL-34二量
体は，アミノ酸配列上における相同性は低い
と報告されている．CSF-1R は，アミノ酸配
列の相同性が低い二つのリガンドに依存し，
異なる細胞内シグナルを伝達する． 
歯周炎局所において，PDL 細胞が TNF-α
の刺激を受けると，CSF-1を産生し，単球／
マクロファージ系細胞を破骨細胞に分化させ
る．そこで，分子標的療法として抗 TNF-α抗
体が検討されるが，免疫能低下による日和見
感染等の副作用等が危惧される．次の分子標
的療法として抗 CSF-1抗体が検討された．し
かし，CSF-1ノックアウトマウスの検討より
CSF-1R を介した単球／マクロファージ系細
胞由来の破骨細胞の存在に必要条件のひとつ
でしかないことが判明した．そこで，第二リ
ガンドである IL-34二量体に着目した． 
ヒト培養 PDL 細胞が TNF-α 誘導性に

IL-34 二量体を産生することを初めて報告し
た．さらに，CSF-1単量体と比較して，TNF-α
により活性化されたヒト培養 PDL 細胞が早
期に IL-34 二量体を産生すること，IL-34 二
量体が破骨細胞前駆細胞に対する高い細胞維
持能（抗アポトーシス作用）をもつことが示
唆された．また破骨細胞の分化誘導には
CSF-1 の存在だけでは不十分であり，IL-34
の存在が必要であることも示唆された．また
歯根膜に近接する歯肉上皮（GF）細胞もまた
歯周組織の再生および破壊に関連しており，
PDL細胞と同様に IL-34を産生する可能性が
あると考えられる． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 

CSF-1Rのリガンドは CSF-1と IL-34二量
体が発見されている．CSF-1と IL-34二量体
は，アミノ酸レベルで相同性がない．しかし，
同じCSF-1Rの細胞外D2/D3ドメインに結合
する．立体構造上，僅かではあるが結合部位
が異なる．ゆえに，CSF-1と IL-34二量体が
結合した CSF-1Rの立体構造の歪みに差が生
じる．一方，CSF-1R の細胞内ドメインも接
着する．この接着距離に差があることも当然
である．従って，現在まで多様な CSF-1Rの
シグナルが報告されている． 

CSF-1 ノックアウトマウスの研究より，

CSF-1Rは破骨細胞ではなく B細胞分化・成
熟系に必須である．しかし，IL-34 ノックア
ウトマウスの研究より，CSF-1ノックアウト
マウスに比較して破骨細胞の形成低下が示唆
された．本研究は，歯周組織の支持細胞と
IL-34 の関与を明らかにすることと，歯周炎
における IL-34 の役割を明らかにすることを
目的とした． 
 
３．研究の方法 
新たに購入した PDL 細胞株および GF 細
胞株を腫瘍壊死因子（ Tumor necrosis 
factor-α；TNF-α）で刺激し，0，12，24 お
よび 48時間後の PDL細胞およびGF細胞か
ら TRIzol reagent（Life Technologies）にて
mRNAs を抽出し，Realtime PCR 法にて
IL-34，CSF-1および CSF-1RのmRNAs発
現を評価した .同様に培養細胞を Lysis 
Buffer にて回収し，Western blot 法にて
IL-34タンパク質，CSF-1タンパク質および
CSF-1R タンパク質の発現を評価した．さら
に，ELISA法にて培養上清中の IL-34タンパ
ク質および CSF-1 タンパク質の産生につい
て評価した．また，BD Falcon Culture Slides
（Corning Life Sciences社）上で PDL細胞
および GF細胞を培養し，TNF-αで 3日間刺
激した後，免疫染色を行い，IL-34 および
CSF-1の発現程度を評価した． 
歯周炎を有する同意を得られた 8名の患者
から歯周外科手術時に採取した肉芽組織よ
り TRIzol reagent にて mRNAs を抽出
し,RANKL，IL-34，CSF-1 および CSF-1R
と，炎症性サイトカインであるTNF-α，IFN-γ
および IL-1βの発現を RealtimePCRにて評
価した．また，同様の肉芽組織をパラフィン
包埋したのち，免疫染色法にて IL-34 と
CSF-1の発現の局在を評価した． 

recombinant human IL-34（rhIL-34）で
PDL細胞を刺激し，rhIL-34が PDL細胞に
与える影響を IL-34，CSF-1および CSF-1R
のmRNAsレベルで評価した． 
同意を得られた健常者より 20cc の採血を
行い，Ficoll-Paque（GE Healthcare Life 
Sciences）を使用し，PBMCs を分離する．
さらに，得られた PBMCs から Human 
Monocyte Enrichment Kit （ StemCell 
Technologies）を用いて，単球／マクロファ
ージ系細胞を分離する．分離した単球／マク
ロファージ系細胞を 96穴プレートに播種し，
PDL細胞の培養上清と soluble RANKL（20 
ng/mL，Bioindustry Division）存在下で一
定期間，RPMI 1640 培地にて培養する．
TRAP染色を用いて，CSF-1と IL-34二量体
で刺激した後，培養上清の有する単球／マク
ロファージ系細胞から破骨細胞への分化・成
熟度を観察する．また，PDL 細胞を TNF-α
（10ng/mL）＋ IL-34 中和抗体あるいは
TNF-α（10ng/mL）＋CSF-1中和抗体にて 4
日間刺激し，IL-34および CSF-1を放出して
いる考えれる上清をダイナビーズによる抗

 

破骨細胞の形成 



体の除去を行ったうえで，分離した単球／マ
クロファージ系細胞と 96 穴プレート上で培
養し，TRAP染色を用いて，破骨細胞への分
化・成熟度を観察した． 
 
４．研究成果 

TNF-α誘導性に GF細胞および PDL細胞
は，IL-34および CSF-1のmRNAs産生量が
上昇した．しかし，IL-34と CSF-1の受容体
である CSF-1R mRNAsの発現に特異的な変
化はなかった．また，TNF-α非存在下で PDL
細胞と GF細胞の細胞質内に低度の IL-34と
CSF-1の発現を認め，TNF-α存在下では．高
度の IL-34と CSF-1の発現を認めた．この結
果は，歯周組織の支持細胞である GF細胞お
よび PDL細胞内に IL-34および CSF-1は常
に存在し，炎症性変化（TNF-αの存在）によ
り，IL-34と CSF-1を産生・放出し，歯槽骨
の骨破壊が誘導される結果が示唆された． 
 すべての歯周炎を有する患者で RANKL，
IL-34，CSF-1および CSF-1Rの発現を確認
できたが，患者の歯周炎の臨床指標と発現程
度の間に相関関係を認めなかった．CSF-1R
はどの患者の組織にも同程度に発現してお
り，IL-34や CSF-1は患者間で発現量に大き
な差を認めた．IL-34と CSF-1がともに発現
量が多い組織はなかった．また，mRNAにお
ける TNF-α，IFN-γ および IL-1β などの炎
症性サイトカインの発現と IL-34 や CSF-1
との相関関係を認めなかった．同様に患者の
歯周炎の臨床指標との相関性もまた認めな
かった．同様の組織を免疫染色法にて評価し
たところ，IL-34および CSF-1の発現をすべ
ての歯周組織で確認できたが，その発現の程
度と歯周炎の臨床指標との相関関係を認め
なかった． 
 歯周組織の免疫染色では，基底膜周辺には
IL-34および CSF-1は発現しておらず，上皮
表層で広範囲に IL-34およびCSF-1が発現し
ていた．また，基底膜直下の結合組織と考え
られる部位にも IL-34およびCSF-1が発現し
ていた． 
 rhIL-34 で PDL細胞を刺激しても IL-34，
CSF-1およびCSF-1R受容体であるCSF-1R
の発現に変化を認めなかった．IL-34 または
CSF-1 のリガンドと CSF-1R 内における
Autocrineの存在は示唆されなかった． 
 CSF-1と IL-34二量体の刺激により，単球
／マクロファージ系細胞の破骨細胞形成は
誘導された．同様に，ELISA 法にて IL-34
と CSF-1 量を確認した上清を使用した誘導
実験でも破骨細胞の形成は誘導された．
IL-34とCSF-1間で破骨細胞形成誘導の程度
に差は認められなかった． 
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