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研究成果の概要（和文）：変形性顎関節症 (TMJ-OA) は、下顎頭軟骨の破壊や骨の変形、円板の穿孔などを主徴
とする疾患である。私たちはこれまで機械的負荷に着目し、生理的範囲を超えた機械的負荷が下顎頭軟骨破壊を
引き起こすメカニズムについて解明してきた。本研究では、これまでの研究をさらに発展させ、慢性炎症の key
 factor であるアンジオポエチン様タンパク質2（angiopoetin-like protein：Angptl2）の TMJ-OA における下
顎頭軟骨破壊への作用機序について検討した。

研究成果の概要（英文）：Temporomandibular joint disease (TMJ-OA) is a disease whose main symptoms 
are destruction of mandibular condyle cartilage, bone deformation, and perforation of discs. We have
 focused on mechanical load and elucidated the mechanism by which mechanical load beyond the 
physiological range causes mandibular cranial cartilage destruction. In this study, we will further 
develop the previous studies and examine the mechanism of angiopoetin-like protein (Angptl2), which 
is a key factor of chronic inflammation, on mandibular cranial cartilage destruction in TMJ-OA.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： 変形性顎関節症　Angptl2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、ANGPTL2添加後の基質分解酵素の遺伝子発現の亢進は比較的迅速かつ顕著に生じていることに
より、ANGPTL2は軟骨細胞においても基質分解酵素を強力に誘導する可能性が示唆された。さらに、ANGPTL2添加
により、受容体であるIntegrin α5およびβ1の遺伝子発現が亢進したことより、ANGPTL2が炎症を相乗的に増強
させる因子であると考えられる。ANGPTL2を制御することが軟骨細胞における抗炎症作用を発揮することが明ら
かとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
変形性顎関節症 (TMJ-OA) は、下顎頭軟骨の破壊や骨の変形、円板の穿孔などを主徴とす 
る疾患である。吸収・変形した軟骨を修復することは困難であり、再発する可能性も高いこ 
とより、歯科臨床において治療が困難な疾患の一つとされている。したがって、TMJ-OA 
における下顎頭軟骨破壊機序の解明とその進行に対する新規治療の開発が求められている。 
近年、脂肪細胞より分泌される Angptl2 が脂肪組織における血管の炎症性病態や炎症性細胞
の浸潤を惹起していることが明らかとなり、慢性炎症の key factor として注目されている。こ
れまでの報告から、Angptl2 が OA 病態の進行に何らかの作用を及ぼしていることが推察され
るが、TMJ-OA の病態に対する Angptl2 の詳細なメカニズムは未だ不明であり、国内外におい
て全く報告がない。私たちはこれまで機械的負荷に着目し、生理的範囲を超えた機械的負荷が下
顎頭軟骨破壊を引き起こすメカニズムについて解明してきた。過度な機械的負荷は、MAPK お
よびNFBシグナル伝達経路を活性化することで、炎症性メディエーターの発現を亢進するが、
その発現調節にインテグリン51が関与していることが明らかとなった。インテグリン51を
介した Angptl2 の作用が報告されていることより、Angptl2による軟骨基質代謝の調節機構に
インテグリン51が関与していると考え、本研究計画立案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、慢性炎症の key factor である Angptl2 の TMJ-OA における下顎頭軟骨破壊への 
作用機序を解明し、Angptl2 不活性化による TMJ-OA の新規治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
まず、下顎頭由来軟骨細胞における軟骨基質代謝因子発現に対する Angptl2 の作用機序を解
明するために、CRISPR-dCas9 活性化プラズミドを用いて Angptl2 の活性化および Angptl2 
siRNA を遺伝子導入し発現抑制する。過度な機械的伸張刺激を負荷後、total RNA および蛋白
を精製し、現有するサーマルサイクラー (Light cycler 350s) および近赤外蛍光イメージャー 
(Odyssey) を用いて、軟骨基質代謝因子 (MMPs, COX-2, Aggrecanase) 発現の検討を行う。培
養上清中の PGE2および Angptl2 活性 について、 ELISA 解析を行う。さらに、Angptl2 活
性化および発現抑制後、NF-kB および MAP キナーゼ（ERK, JNK, p38）活性の変化を 
Western blot 法にて分析する。さらに、インテグリン a5b1 中和抗体を用いて、Angptl2 のシ
グナリング経路へのインテグリンの関与について検証する。 
次に、Angptl2 がラット TMJ-OA モデルにおける下顎頭軟骨破壊に及ぼす影響について検
討を行った。本研究では、6週齢 Wistar系雄性ラットに 10日目より、一日一時間 30 mmの
強制開口を 20 日間行い、TMJ-OA モデルを作製する。実験側にはリコンビナント Angptl2を、
コントロール側には生理食塩水を顎関節腔内投与し、比較検討を行う。30 日間の実験終了後、
ラット頭部を摘出し、顎関節矢状面の組織切片を作製する。H-E 染色およびトルイジンブルー
染色を行い、病理組織学的に検討する。また、インテグリン a5b1、Angptl2、TLL1 発現分布
について免疫組織学的に検討する。 
 
４．研究成果 
6 週齢雄性ラットの下顎頭軟骨層より軟骨細胞を採取、培養し、現有する培養細胞伸展機 
(Flexercell Strain Unit) を用いて過度な機械的負荷（15 kPa, 毎分 30 分）を与えた。培養軟
骨細胞において、過度な機械的負荷により Angptl2 遺伝子発現は有意に増加した。さらに、
Angptl2 過剰発現および siRNA による発現抑制が軟骨基質代謝因子発現に及ぼす影響につい
て検討を行った。まず、CRISPR-dCas9 活性化プラズミドを用いて Angptl2 の活性化および
Angptl2 siRNA を遺伝子導入し発現抑制した。過度な機械的伸張刺激を負荷後、軟骨基質代謝
因子 (MMPs, COX-2, Aggrecanase) 発現の検討を行ったところ、Angptl2 過剰発現により
MMP-3, 13, COX-2,  Aggrecanase発現の上昇が認められた。また、炎症性サイトカイン発 
現については、IL-1, TNF-発現が有意に上昇した。それに対し、siRNAによる Angptl2発現
抑制は軟骨基質代謝因子および炎症性サイトカインの発現を抑制することが明らかとなった。
さらに、リコンビナント Angptl2 を培養軟骨細胞に添加したところ濃度依存的に軟骨基質代謝
因子および IL-1b,TNF-a発現が上昇することが明らかとなった。また、リコンビナント Angptl2
の最適濃度 1.0ug/mlと判断した。過度な機械的伸張刺激を負荷した状態で、CRISPR-dCas9 活
性化プラズミドを用いて Angptl2 の活性化後、NF-kB および MAP キナーゼ（ERK, JNK, 
p38）活性への影響を Western blot 法にて分析を行った。ANGPTL2 の活性化 10 分後より 3
つの MAPK全てのリン酸化が亢進し、10分後より Aktのリン酸化が誘導された。さらに、20
分以降 NF-kB のリン酸化は亢進することが明らかとなった。次に、インテグリン51 の
Angptl2経路への関与を検討するために、インテグリン51中和抗体による炎症関連因子への
影響について real-time PCR解析および western blot解析を行った。Integrin 51中和抗体
添加によって、ANGPTL2 活性化後の ANGPTL2、 IL-1B、TNF-a、 COX-2、 ADAMTS-5、 



MMP-3 および MMP-13 の遺伝子発現は抑制された。また、Integrin 51 中和抗体添加によ
って、ANGPTL2、COX-2、MMP-13のタンパク質発現を抑制することが明らかとなった。さら
に、インテグリン51 中和抗体によるシグナリング経路への影響を検討したところ、
Integrin51中和抗体添加により、ANGPTL2添加によって亢進した ERK、JNK、Aktのリン
酸化は有意に抑制され、p38、NF-Bのリン酸化はわずかに抑制された。 
次に、Angptl2 がラット TMJ-OA モデルにおける下顎頭軟骨破壊に及ぼす影響について検証
を行った。本研究では、6週齢 Wistar系雄性ラット に 10日目より、一日一時間 30 mmの強
制開口を 20 日間行い、TMJ-OA モデルを作製した。ラット TMJ-OAモデル下顎頭の組織変化
を検討した結果、H-E 染色像ではラット軟骨層において層状構造の乱れや軟骨細胞の消失が認
められた。また、サフラニン O染色像では実験群のラット軟骨層においてサフラニン O染色性
の低下が認められた。さらにトルイジンブルー染色では軟骨組織のトルイジンブルー染色性低
下が認められた。ラット TMJ-OA モデル実験側 にはリコンビナント Angptl2 を、コントロー
ル側には生理食塩水を顎関節腔内投与し、比較検討を行ったところ、組織像には大きな変化は認
められなかった。しかしながら、リコンビナント Angptl2添加群では IL-1、TNF-、COX-2、
MMP-13 発現の亢進が認められた。Angptl2 が下顎頭軟骨において炎症関連因子を増加してい
ることが明らかとなった。組織学的影響を検証するためには、Angptl2の投与期間のさらなる検
討が必要と考える。 
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