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研究成果の概要（和文）：歯肉上皮細胞株であるCa9-22細胞からRNA、タンパクを抽出しRT-PCR

法にてRANKL mRNA、western blotting法にてタンパク発現の有無を調べた結果、RANKLの発現

を確認することができた。次にマウスの歯周組織に免疫染色を行い、RANKLタンパクの発現を

検証した。付着上皮、歯肉溝内上皮、口腔歯肉上皮にその発現をみることができた。次に、歯肉

上皮細胞をTNF-αで刺激し、RANKL 発現に対する影響を検討した結果、RANKL発現はTNF-α

刺激により有意に増加した。最後にTNF-αがRANKL発現を誘導する経路を調べるために、PKA

経路の阻害および活性化を行った。その結果、Ca9-22においてPKA阻害剤（H89）で処理され

たTNF-αはRANKL mRNAおよびRANKLタンパクの発現を有意に減少させ、PKA活性化因子

（Forskolin）で処理されたTNF-αはRANKL mRNAおよびRANKLタンパクの発現を有意に増加さ

せた。次に、歯肉上皮細胞の発現するRANKLが実際に機能するか否かを検証するために、破骨

細胞前駆細胞と歯肉上皮細胞を共存培養した。その結果、わずかではあるが破骨細胞が形成され、

TNF-α, Forskolin処理により、形成される破骨細胞数は増加した。歯肉上皮細胞はTNF-α-PKAシ

グナルを介したRANKL産生により破骨細胞形成を支持することが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is a chronic inflammatory disease characterized by the destruction 

of alveolar bone. Receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) is known to be an 

essential factor for osteoclastogenesis. Recent clinical studies indicate that levels of RANKL in the 

gingival crevicular fluid are increased in periodontitis patients. Although the gingival sulcus is liend by 

gingival epithelial cells (GECs), RANKL expression in GECs is not fully understood. RT-PCR, western 

blotting and immunohistochemistry were performed to confirm RANKL expression in GECs and in 

gingival tissue. Ca9-22 cells, a human gingival epithelial cell line, were treated with tumor necrosis factor 

(TNF)-α, antibodies against TNF receptors, and an inhibitor and an activator of PKA signaling. The levels 

of RANKL expression were examined by real time PCR and western blotting. GECs and bone 

marrow-derived osteoclast precursors were co-cultured to examine the effect of GECs-produced RANKL 

on osteoclast formation. RANKL mRNA and protein were expressed in GECs. Immunohistochemistry 
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also showed RANKL and TNF-α expression in gingival epithelium, but not in gingival connective 

tissue. TNF-α increased the levels of RANKL expression in GECs. TNF-α-induced RANKL expression 

was inhibited by antibody against TNF receptor type 1 (TNFR1) and an inhibitor of PKA signaling. 

GECs constitutively induced osteoclast formation. This effect was increased significantly by TNF-α and 

activator of PKA signaling, and prevented by RANK-Fc. 

TNF-α induces RANKL expression through PKA signaling in GECs, which regulate osteoclastogenesis. 

GECs may take part in progression of alveolar bone destruction by periodontitis. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周炎において歯周病原菌の侵襲により
TNF-αや IL-1 などの炎症性サイトカイン
が産生され、歯周組織が破壊される。歯槽
骨の吸収は破骨細胞によって引き起こされ、
その分化には RANKL（receptor activator 
of NF-kB ligand）が必須である。近年、歯
周炎に罹患した患者の歯肉溝内浸出液中で
RANKL の量が増加し、その decoy 受容体で
ある osteoprotegerin の量は減少している
ことが明らかとなった。歯肉溝は歯肉上皮
組織で構成されているにも関わらず、歯肉
上皮細胞におけるRANKLの発現について
は十分に知られていない。 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、歯肉上皮組織における
RANKL, OPG の発現と歯肉上皮細胞にお
いてどのような因子がRANKL発現を制御
しているのかを明らかにすることである。
さらに、歯肉上皮細胞に発現する RANKL
が破骨細胞形成能を持つか否かを検証する
ことである。 

 

３．研究の方法 

（１）培養歯肉上皮細胞における RANKL, 
OPG の発現 
  

ヒト歯肉上皮細胞株 Ca9-22 は
DMEM (FBS10%)、HO1--1 は
RPMI/MEM (FBS10%)、初代培養ヒト口
腔内上皮細胞（PGE）は OKM (FBS10%)
にて培養し、RT-PCR 法、リアルタイム

RT-PCR 法、Western blotting 法にて
RANKL, OPG の発現を確認した。 
（２）歯肉上皮組織における RANKL、
OPG, TNF-α、TNF-αⅠ型受容体
(TNFR1)の発現 
  
生後 4 週齢マウスの歯周組織を用いて、

各蛋白の発現を免疫組織化学染色にて確認
した。 

 
（３）阻害 assay 
 
TNF-αによるRANKL発現誘導のシグナ
ル pathway を明らかにするために、
TNFR1, TNFR2, PKA シグナリング阻害
剤（PKI, H89）, Erk 阻害剤 (PD98059), 
NF-kB 阻害剤(Bay11-7082), p38 阻害剤 
(SB208350)を添加し、RANKL 発現をリア
ルタイム PCR にて定量的に計測した。 
（４）破骨細胞形成 assay （歯肉上皮細
胞と破骨細胞前駆細胞との共培養） 
Ca9-22 細胞とマウス骨髄細胞より分離し
た破骨細胞前駆細胞を共培養した。また、
TNF- α 、 Forskolin (PKA シ グ ナ ル
activator)を添加し、形成される破骨細胞数
を計測した。 
 

４．研究成果 
（１）培養歯肉上皮細胞における RANKL, OPG
の発現 

 

ヒト歯肉上皮細胞株 Ca9-22、HO1--1, 

PGEにおいて RANKLをmRNA レベルで発



 

 

現していた。一方、OPG の発現を確認する
ことはできなかった。 

 

また、Western blotting 法による蛋白質発
現でも、RANKL 蛋白の発現は認められたが、
OPG 蛋白に関しては、その発現を認めるこ
とはできなかった。 

 

（２）歯肉上皮組織における RANKL、
OPG, TNF-α、TNF-αⅠ型受容体
(TNFR1)の発現 
   

マウス歯肉上皮組織にいて、RANKL、
OPG 抗体で免疫染色を行った結果、
RANKL を発現していたが、OPG は発現し
てなかった。また、RANKL の発現は歯肉
溝上皮や口腔上皮にもみられるものの、付
着上皮に強くかった。 

次に、RANKL 発現を制御している考
えられる、TNF-αとその受容体 TNFR1
も同様に免疫染色をおこなった。両者共に、
歯肉上皮におけるRANKLの発現部位とは
完全に一致しないものの、やはり付着上皮
に強く発現していた。以上の結果より、歯
肉上皮において、RANKL 発現を TNF-α
-TNFR1 が制御している可能性が示唆され
た。 

 
（３）歯肉上皮細胞における RANKL 発現
は PKA シグナリングを介する 
 
歯肉上皮細胞におけるRANKL発現に関

与するシグナルを明らかにするために、中
和抗体ならびに阻害剤を用いた実験を行っ
た。まず、TNF-αの添加により、RANKL
発現への影響を検証した結果、TNF-αによ
り RANKL 発現は増強した。次に、TNF-
αの受容体を確認するために、TNFR1 と
TNFR2 の中和抗体を用いて、RANKL 発
現を計測したところ、TNFR2 中和抗体で
はその発現は変化が見られなかったが、
TNFR1 中和抗体では抑制された。この結
果より、歯肉上皮細胞における TNF－αに
よる RANKL 発現は TNFR1 を介している
ことが示唆された。 
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次に、RANKL 発現を制御するシグナル
として知られる PKA シグナリングについ
て、inhibitor である H89 と activator であ
る forskolin を用いて、RANKL 発現に対
する影響を検証した。TNF-αによって誘導
される RANKL 発現は H89 によって抑制
され、forskolin によって上昇した。また、
細胞内シグナリング因子として知られる
NF-kB, Erk, p38 に関しても、阻害剤をし
ようしてRANKL発現に対する影響を検証
した。Erk 阻害剤である SB208350 は約２
０％RANKL 発現を抑制したが、他の阻害
剤は全く影響を与えなかった。以上の結果
より、歯肉上皮細胞において、TNF-αによ
る RANKL 発現誘導は PKA シグナリング
を介することが示唆された。 

（５）歯肉上皮細胞の産生する RANKL は
破骨細胞形成を支持する。 
 
Ca9-22 細胞と破骨細胞前駆細胞を共培養
したところ、わずかではあるが、破骨細胞
の形成が見られた。また、この破骨細胞形
成は RANK-Fc を添加することで、抑制さ
れたため、歯肉上皮細胞の産生する
RANKL が破骨細胞形成に関与しているこ

とが示唆された。さらに、TNF-αや
Forskolin の添加によって、形成される破
骨細胞数は増加した。以上の結果より、歯
肉上皮細胞による破骨細胞形成に TNF-α
PKA シグナリングが関与している可能性
が示唆された。 
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