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研究成果の概要（和文）：フッ化物 (F)添加で、SDラット未熟頭蓋冠より分離した骨芽細胞における骨芽細胞分化マー
カー1型コラーゲン、Alkaline Phosphatase 、Osteopontin 、 Osteocalcin 、Bone sialoprotein の発現を増加した
。また、歯周病原細菌に対するFの抗菌活性も示唆された。破骨細胞活性化はウェスタンブロッティング法よりカテプ
シンK、NFATc1、MMP9の発現を増加した。実験的歯周炎モデルではFの摂取により3日後、TNF-αの発現を減少した。ま
た、28日後、Fの摂取ではカテプシンK、MMP-9、NFATc1の発現を減少した。

研究成果の概要（英文）：We report here that Sprague-Dawley rat tissue samples of P. gingivalis ATCC 33277 
group with bone resorption visible on micro computed tomography, exhibited a marked increase in cathepsin 
K, NFATc1, MMP9, and IL-1beta expression compared with those of P. gingivalis + NaF group. Specimens were 
also confirmed by staining with tartrate-resistant acid phosphatase and by measuring the distance between 
the cemento-enamel junction and the alveolar bone crest. Moreover, bone marrow cells formed osteoclasts in
 vitro with exogenous receptor activator of RANKL or M-CSF and micromolar NaF inhibited osteoclast formati
on. Additionally, cultured bone marrow cells of NaF group expressed higher levels of osteoprotegerin than 
did control group.  These results suggest a model for understanding the pathogenesis of aggressive bone lo
ss in periodontitis and anti-osteoclastogenesis function of micromolar NaF.
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１．研究開始当初の背景 

フッ化物 (F) は、齲蝕に対して抵抗性

の高い歯と丈夫な骨を作り、それを維持し

ていくうえで生体にとって必要不可欠な微

量元素である。F の細胞への影響として、

μM レベルの低濃度では、骨芽細胞 

(Burgener et al, J Bone Miner Res, 1995) 

やエナメル芽細胞 (Yan et al, J Dent Res, 

2007) の増殖を促進する報告の他、申請者

らは、上皮細胞に対して、低濃度 F では増

殖・移動を促進するが、mM レベルの高濃

度では抑制することを明らかにした

(Arakawa  et al, Biomedical Research, 

2009)。また、F の生体に対する影響として、

その過剰摂取が歯のフッ素症や骨フッ素症

などを引き起こす報告がある一方、適正量

では骨折や成人の骨粗鬆症を予防するとい

う知見が示されている(Vestergaard et al, 

Osteoporos Int, 2008)。このように F はそ

の摂取量が適量であると細胞や生体に対し

て好影響を与える。 

F と歯周疾患の関係は、近年、水道水

F 濃度調整地区において、住民の歯周組織

の健全性が高いとの疫学的報告がある

(Kumar et al, Med Oral Patol Oral Cir 

Bucal, 2009)。さらに、申請者らの最近の

研究により、歯周病感染モデルラットを用

いた実験で、低濃度 F 摂取群では非摂取群

に比べ、有意に歯槽骨吸収を抑制すること

を見出した 

２．研究の目的 

(1) F の歯周病原細菌に対する抗菌活性の

検討 

(2) F の骨芽細胞分化に及ぼす影響の検討 
(3) F の破骨細胞分化および活性化に及ぼ

す影響の検討 

(4) 実験的歯周病モデルラットを用いた F

摂取の骨芽細胞および破骨細胞に及ぼす影

響の検討 

３．研究の方法 

(1) F の歯周病原細菌に対する抗菌活性の

検討 

P. gingivalis を含む歯周病原細菌に対す

る F の抗菌活性を検討するため、各濃度に

調整したFを含む細菌培養用培地中に歯周

病原細菌を培養し、発育阻害が認められる

希釈倍率について検討する。さらに、ディ

スクを用いた阻止円からの検討も行う。 

(2) F の骨芽細胞分化に及ぼす影響の検討 

SD ラット未熟頭蓋冠より分離した骨芽

細胞を、ビタミン D3、 デキサメタゾンを

含む α-MEM 培地で培養し、F 添加の有無

による影響を解析する。骨芽細胞分化マー

カーとして 1 型コラーゲン、Alkaline 

Phosphatase (ALP)、Osteopontin (OPN)、 

Osteocalcin (OCN) 、 Bone sialoprotein 

(BSP)、また破骨細胞分化制御因子として

RANKL、OPG、M-CSF の発現をリアルタ

イム PCR 法より評価する。 

(3) F の破骨細胞分化誘導および活性化に

及ぼす影響の検討 

5-10 週齢の SD ラットの大腿骨から採取

した骨髄細胞を、10%FCS、50ng/mL 

M-CSF、15ng/mL RANKL を含む α-MEM

培地で 7 日間培養し、F 添加の有無による

影響を解析する。破骨細胞の分化は、酒石

酸抵抗性フォスファターゼ (TRAP) 染色

および Pit Formation Assay 法（SEM 法）

より解析する。また、破骨細胞活性化はウ

ェスタンブロッティング法よりカテプシン

K、MMP2、MMP9 の発現を評価し、ゼラ

チンザイモ電気泳動より MMP2、MMP9

の活性化を評価する。 

(4) 実験的歯周病モデルラットを用いた F

摂取の骨芽細胞および破骨細胞に及ぼす影

響の検討 

P. gingivalis ATCC33277 株の菌液を一

日おきに 3 回ラット口腔内へ直接播種し実

験的歯周炎を惹起する (Nakajima et al, 

J Periodontal Res, 2006)。F の摂取は、



NaF 粉末をイオン交換水に溶解して調整

した μMレベルの低濃度Fを常時摂取させ

る。P. gingivalis 播種最終日から 3 日、7

日および 28 日で屠殺後、試料を回収する。

また、菌の定着を確認するため、屠殺時に

採取した口腔内試料より DNA を抽出し P. 

gingivalis 特異的プライマーを用いたPCR

法を行う。歯槽骨吸収量の評価は、マイク

ロ CT による解析する。また、炎症状態の

評価は、H-E 染色による病理組織学評価、

抗ラットマクロファージ/樹状細胞モノク

ロナール抗体および TNF-α の免疫組織学

的評価より行う。さらに骨芽細胞活性を評

価するため 1 型コラーゲン、ALP、OPN、 

OCN、BSP の発現を免疫組織学的に評価

する。破骨細胞活性を評価するため TRAP

染色およびカテプシン K、MMP-9、MMP-2

の発現を免疫組織学的に解析する。 
４．研究成果 

F 添加で SD ラット未熟頭蓋冠より分離

した骨芽細胞における骨芽細胞分化マーカ

ー1 型コラーゲン、ALP、OPN、 OCN、

BSP の発現を増加した。また、P. gingivalis

を含む歯周病原細菌に対するFの抗菌活性

も示唆された。破骨細胞活性化はウェスタ

ンブロッティング法よりカテプシン K、

MMP2、MMP9 の発現を評価した。P. 

gingivalis ATCC33277 株の菌液を一日お

きに 3 回ラット口腔内へ直接播種し実験的

歯周炎を惹起し、F の摂取は、3 日後、 

TNF-αの発現を減少した。また、28 日後、

F の摂取ではカテプシン K、MMP-9、

MMP-2 の発現を減少した。 
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