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研究成果の概要： 
本研究は，口腔粘膜への圧縮力が粘膜の細胞を刺激し，これによって産生された因子が粘膜直
下の顎の骨の代謝に及ぼす影響を検討することを目的に行われた。口腔粘膜の細胞あるいは破
骨細胞に圧縮負荷を与えると，粘膜細胞は炎症および骨吸収に関わる因子の産生を促進するこ
とが明らかとなった。また，圧縮刺激が破骨細胞の分化に必須な因子の活性を促進することを
明らかにし，破骨細胞活性に関わる蛋白質およびいくつかの小分子化合物を新規に特定した。 
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１．研究開始当初の背景 

不適切な義歯を装着した場合，それを支え
る顎堤が吸収の一途をたどることは臨床的
に広く認められている事実である．この「顎
堤吸収」は，結果として可撤性補綴装置の支
持・維持を困難にするばかりではなく，イン
プラント治療の可否，審美性にも大きな影響
を及ぼすため，古くより補綴医にとって日常
的に直面する難題である。しかし，これまで
にその原因・発症機構を明確に証明した報告
および予防策はみあたらない。 
近年，関節リウマチや歯周病などの研究が

進展するにつれ，免疫系と骨代謝の密接な関

係，いわゆる「Osteo-immunology（骨免疫
学）」が注目されるようになってきている。
歯科補綴分野で問題となる顎堤吸収は，補綴
装置を介した人工的な力，すなわちメカニカ
ルストレスが持続的に顎堤に加わった状態
で生じており，特に，不適切な義歯を使用し
た場合，非生理的な圧縮ストレスが義歯床直
下に存在する粘膜にとって外来刺激となっ
ている可能性がある。この際，口腔粘膜が，
この刺激に対して第一線で免疫系/骨代謝に
関わる応答をしている可能性は高い。これら
の知見を基に本申請研究では，「顎堤粘膜に
加わる非生理的圧縮ストレスが外来刺激と
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して粘膜の細胞のサイトカイン・増殖因子の
産生を促し，二次的に歯槽骨の吸収に影響を
及ぼしている」との作業仮説を提起し，研究
を行った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，口腔粘膜に加わるメカニ

カルストレスが口腔粘膜のサイトカイン産
生を促し，歯槽骨の骨代謝に影響を及ぼして
いる可能性を検討することである。 

また，骨代謝の主役である骨芽細胞，破骨
細胞の分化に関与する分子機構を探索し，顎
堤吸収のメカニズム解明へ寄与することを
目的とする。 

 
 

３．研究の方法 
（1） 顎堤への咬合圧ストレスを模倣した

培養細胞圧縮装置を開発する。 
（2） 培養細胞圧縮装置を用いて，口腔粘膜

細胞（歯肉線維芽細胞），骨芽細胞，
あるいは破骨細胞に圧縮負荷を与え，
サイトカイン・増殖因子，骨代謝因子
の産生を検討する。 

（3） 破骨細胞の分化を検討するためのツ
ールとして，破骨前駆細胞 RAW 株に，
破骨細胞分化に必要不可欠な転写因
子 NFAT をターゲットとしたルシフ
ェラーゼレポーターベクターを組み
込んだ細胞株を樹立する。 

（4） NFAT レポーター遺伝子破骨細胞株を
用いて，圧縮負荷が破骨細胞の分化に
及ぼす影響を検討する。 

（5） NFAT レポーター破骨細胞株を用い
て，破骨細胞分化に影響を及ぼす化合
物・因子をスクリーニングし，これら
が破骨細胞および骨芽細胞に及ぼす
影響を検討する。 

（6） 破骨細胞分化に重要な分子である
calcineurin B と結合する蛋白分子を，
Yeast Two Hybrid 法を用いて新規に
同定する。 

 
 
４．研究成果 
（1）培養細胞圧縮装置の開発 
細胞培養プレートを内包する密閉チャン
バー内に，ガス混合装置で 5%に調整された
CO2 をコンプレッサーユニットにより送り
込み，チャンバー内圧を上げることにより
培養液を介して培養細胞に圧力をかける
ことが可能な装置をカスタムメイドで作
製した。また，このチャンバー内にデジタ
ル圧力センサーを取り付け，設定圧（～50 
kPa）に達すると，この状態を設定時間維
持し，その後脱気することで内圧を外気圧

にまで下げ，反復的に圧縮力を付加できる
ように設計し実用化した（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
この装置はチャンバー内に入るサイズの
培養容器であればどのようなものでも用
いることができるため，従来に市販されて
いる機器よりも汎用性が高く低コストで
研究を行うことが可能となった。 
 

（2）圧縮負荷が口腔粘膜細胞に及ぼす影響 
反復圧縮負荷（50 kPa）は口腔粘膜細胞の細
胞増殖を抑制し，炎症性サイトカイン IL-1β，
IL-6，IL-8 の遺伝子および蛋白質の産生を促
進することが明らかとなった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，この反復圧縮負荷は口腔粘膜細胞に
おいて骨吸収因子RANKLの遺伝子発現を促
進することが明らかとなった。 
圧縮負荷によって口腔粘膜が骨代謝に関わ
る因子を産生することはこれまでに報告さ
れておらず，今回の成果は今後の顎堤組織に
おける口腔粘膜と歯槽骨との骨免疫学研究
に繋がるため，非常に有意義である。 
 
（3）圧縮負荷が骨芽細胞分化に及ぼす影響 
反復圧縮負荷（50 kPa）は骨髄由来間葉系幹
細胞（MSC）の細胞増殖を抑制し，骨系分化
に抑制的に作用した。 



また，MSC が骨芽細胞系に分化する過程に
おける細胞外基質の遺伝子発現を cDNA マ
イクロアレイを用いて検討した結果，MSC
の骨芽細胞系分化過程では，骨芽細胞系以外
の多数の細胞外基質関連遺伝子の発現が抑
制されることが明らかとなった（2007 年
Tissue Eng に発表）。さらに，MSC の骨芽細
胞分化過程では，osteocalcin プロモーター領
域における特定の CpG 配列のメチル化が分
化に関与している可能性を示唆する所見を
得た。これらの成果は，これまでの骨代謝研
究でほとんど注目されていなかった遺伝子
群の発現抑制機構およびエピジェネティク
スの重要性を示唆しており，さらなる機序の
解明が期待される。 
 
（4）NFAT レポーター破骨細胞株の樹立 
一般的に，破骨細胞の培養およびその分化の
評価方法は確立されているとはいえ，比較的
煩雑で再現性も困難である。今回我々は，破
骨細胞分化を容易に誘導でき，破骨細胞分化
過程で活性が亢進する NFAT をターゲット
としたルシフェラーゼレポーターベクター
を組み込んだ RAW 細胞株の樹立に成功した。 
この細胞株は，分化誘導によって NFAT 活性
を著明に亢進し，これに伴って発光するルシ
フェラーゼは発光プレートリーダーによっ
て簡単に測定可能であり，非常に感度，再現
性が高い。この細胞株は今後の破骨細胞研究
において非常に有用なツールとなることが
期待される。 
 
（5）圧縮負荷が破骨細胞分化に及ぼす影響 
反復圧縮負荷（50 kPa）は，RANKL 存在下
で破骨細胞の NFAT 活性を著明に促進し，分
化に影響を及ぼしている可能性が示唆され
た。この結果は，不適切な義歯によって顎堤
に圧縮負荷が生じた場合，破骨細胞の活性が
高まる可能性を示唆しており，今後のさらな
る研究成果が期待される。 
 
（6）破骨細胞分化に関与する小分子化合物 
NFAT レポーター破骨細胞株を用いたケミカ
ルコンパウンドライブラリーのスクリーニ
ングから，破骨細胞活性に関わるいくつかの
新規因子を特定した。 
この因子のひとつハルミンは，RANKL 非依
存性に NFAT 活性を著明に促進するが，同時
に促進される分化制御因子 Id2 によって破骨
細胞分化を抑制し，骨芽細胞に対しては石灰
化を促進する機能を有している可能性が示
唆された。今後，この化合物が骨吸収抑制剤
として利用できる可能性があり，今後の研究
の発展が期待される。 
 
（7）骨芽/破骨細胞分化を制御するペプチド 
骨芽細胞および破骨細胞の分化に影響を及

ぼす可能性のある分子として，Osteopontin
由来のアミノ酸配列 SVVYGLR に着目した。
この配列の合成ペプチドは，一方で骨芽細胞
の接着および増殖能をインテグリンαVβ3
を介して促進し，他方で破骨細胞の分化を抑
制する作用を有することが明らかとなった
（2009 年 Biomaterials に発表）。この特性か
らこの合成ペプチドが骨組織再生医療へ応
用できる可能性が考えられ，今後の研究発展
が期待される。 
 
（8）PICK1 が破骨細胞分化に及ぼす影響 
Yeast Two Hybrid 法の結果，calcineurin B
と結合する分子として PDZ ドメインを有す
る PICK1 を新規に同定した（ 2008 年
Biochem Biophys Res Commun に発表）。ま
た ， PICK1 は 破 骨 細 胞 内 で 実 際 に
calcineurin B と結合しており，NFAT 活性に
影響を及ぼすことを明らかとした。さらに，
PICK1 の PDZ ドメインは calcineurin B の
Ｃ末端配列 VDV と結合することを明らかに
した。将来的にはこの配列をターゲットにし
たペプチドを合成するなどの方法で，破骨細
胞の分化を制御する戦略が考えられるため，
本研究の成果は骨組織再生医療においても
有用である可能性が考えられる。 
 
本研究成果から，口腔粘膜は圧縮負荷によっ
て，炎症性サイトカインや骨代謝因子の産生
を亢進することが明らかとなった。また，圧
縮負荷によって破骨細胞および骨芽細胞の
活性も変化することから，口腔内では非生理
的メカニカルストレスによって口腔粘膜が
産生したサイトカイン，骨代謝因子は，粘膜
直下の顎堤組織の骨代謝に影響を及ぼす可
能性が示唆された（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，骨代謝に関わる分子として，ハルミン



および合成ペプチド SVVTGLR を見出し，破骨
細胞の分化におけるシグナル伝達系に PICK1
が関与していることを明らかにした。さらに，
骨芽細胞の分化に遺伝子群の発現抑制機構
およびエピジェネティクス機構の関与を示
した。これらの成果は今後の骨代謝研究の発
展に大いに貢献することが期待される。 
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