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研究成果の概要（和文）：顎骨腫瘍や顎骨嚢胞による顎骨吸収の分子メカニズム明らかにするために、腫瘍・嚢胞が産
生するサイトカインよる間質線維芽細胞の破骨細胞活性化因子RANKL発現調節機構と破骨細胞活性化の機序の解明を行
った。
本研究結果から、１）角化嚢胞性歯原性腫瘍やエナメル上皮腫の内容液中には上皮細胞が産生する歯原性高濃度のTGF-
bとIL-1aが含有されており、相乗作用で間質線維芽細胞のRANKL発現を誘導すること、２）TGF-bは間質線維芽細胞のRA
NKL遺伝子転写を促進すること、３）TGF-bは破骨細胞前駆細胞の破骨細胞分化を促進する、3つのメカニズムが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：We have studied the regulation of expression of osteoclast-activating factor, 
RANKL, in stromal fibroblasts, and mechanisms of osteoclast activation by cytokines prduced by 
odontogenic tumor and cyst, to clarify the mechanisms of jaw bone resorption by odontogenic tumor and 
cyst.
We found 3 mechanisms as below; 1)TGF-b and IL-1a was possitive in keratocystic odontogenic tumor and 
ameloblastoma tissue. These cyokines synergistically induced RANKL expression in stromal fibroblasts. 2) 
TGF-b enhanced promoter activities of human RANKL gene promoter in stromal fibroblasts, but not in 
osteoblasts. 3) TGF-b induced osteoclast differentiation of osteoclast progenitor cells.

研究分野： 口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
最近の研究から、炎症性、腫瘍性を問わず

全ての骨吸収性疾患に破骨細胞の活性化を
誘導する因子 Receptor Activator of NF-B 
Ligand (RANKL)の関与が示されている。 
上顎骨や下顎骨に発生する顎骨腫瘍や嚢

胞は歯胚に由来する細胞を期限とする病変
で、歯科・口腔外科領域ではしばしばみられ
る疾患である。それらの病変は周囲の骨を破
壊、吸収しながら増大する疾患であるが、そ
の骨吸収機序での破骨細胞活性化は検討さ
れていないのが現状である。 
一方で、歯胚発達や萌出に関わる分子生物

学の研究結果からは、歯原性上皮細胞が産生
するサイトカインが歯胚周囲のRANKL発現
を促進し、破骨細胞を活性化することにより、
発達過程の骨組織から歯胚を保護したり、歯
胚の萌出方向の骨を吸収するメカニズムが
報告されている。さらに、歯胚の歯嚢線維芽
細胞も種々のサイトカインによって RANKL
発現が調節されていることも報告されてい
る。これらの背景は、歯原性組織が周囲に破
骨細胞を誘導する潜在能力を有することを
示している。そこで申請者は、「歯原性上皮
細胞はRANKL発現を促進するサイトカイン
を産生し、嚢胞や腫瘍性疾患に伴う骨吸収を
制御しうる」作業仮説を得るにいたった（左
下図）。実際、外科手術により切除された組
織標本では歯原性腫瘍間質と顎骨吸収面の
境界で破骨細胞が活性化され存在していた
（右下図）。 
 

 
２．研究の目的 
本研究では、顎骨腫瘍や顎骨嚢胞による顎

骨破壊、吸収の分子メカニズム明らかにする
ために、腫瘍および嚢胞上皮細胞と間質線維
芽細胞の相互作用に焦点をあてる。特に、腫
瘍・嚢胞の上皮細胞が産生するサイトカイン
（形質転換増殖因子 TGF-、インターロイ
キン）よる間質線維芽細胞での破骨細胞活性
化因子RANKL発現調節機構と破骨細胞活性
化の機序の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
手術治療で摘出または切除を行った歯原

性腫瘍・歯原性嚢胞の組織標本を用いて、嚢
胞病変の骨吸収に、(１) TGF- ―間質線維
芽細胞でのRANKL発現誘導―破骨細胞形成の
骨吸収メカニズム、(２) TGF- ―破骨細胞
前駆細胞の破骨細胞形成が関与しているこ
とを証明する。これに IL-1の影響も合わせ
て検討することを研究の主体とする。なお、
上記臨床材料の以下の研究利用については
患者より実験での使用の許諾を得たものの

みを使用する。 
 
１）標本・試料・細胞の作成 
嚢胞・腫瘍の内容液を穿刺吸引し、遠心分離
と濾過滅菌にて内容液試料とし、-80 度で冷
凍保存した。 
上皮細胞はケラチノサイト用培地で、線維芽
細胞は血清添加、L グルタミン含有の-MEM
培地で分離、培養した。継代５代から１０代
までの細胞を実験に用いた。 
 
２）顎骨嚢胞・腫瘍組織のおけるTGF-β, IL-1
αタンパクの発現と、下流因子の局在の検討 
免疫組織染色で TGF-, IL-1のタンパク発
現を検討し、それぞれの細胞内シグナル伝達
に係る特異的な下流因子の活性化を検討し
た。TGF-の下流因子には抗リン酸化 Smad3
抗体で、IL-1には抗リン酸化 NF-B 抗体を
用いて免疫染色した。 
顎骨腫瘍、顎骨嚢胞内用液中に含有されるサ
イトカイン濃度は ELISA 法で測定した。 
 
３）間質線維芽細胞の RANKL 発現誘導の分子
メカニズムの解析 
間質線維芽細胞に内用液試料、サイトカイン、
特異的阻害剤、等の薬剤を添加し培養し、培
養終了後全 RNA、培養上清液、および、細胞
タンパク質を抽出した。RANKL 発現は RT-PCR
法を用いて検討した。シクロオキシゲナーゼ 
COX2 の発現はウエスタンブロットで検討し
た。培養液中へのプロスタグランジン E2 産
生量は ELISA 法で測定した。 
 
４）ヒト RANKL 遺伝子発現調整機序の解析 
HEK293 細胞から抽出した DNA を鋳型に、ヒト
RANKL 遺伝子のプロモーター領域のゲノム
DNA 2.36 kbp 領域を PCR 法で増幅し、クロー
ニングした。クローニングされた DNA 配列を
シークエンスして配列を確認した。ヒト
RANKL 遺伝子プロ―モーター領域をさらに、
-1254 bp, -1066 bp, -762 bp, -583 bp, -369 
bp, -176 bp, -138 bp の長さに制限酵素で
切断、もしくは PCR 増幅したプロモーター領
域を作成し、デュアルルシフェラーゼレポー
ターベクターに連結した。種々の間質線維芽
細胞、またはヒト骨肉腫由来骨芽細胞 MG63
細胞にこれらのレポーターコンストラクト
を遺伝子導入した。遺伝子導入後 36 時間培
養し、TGF-β刺激を加え、ルシフェラーゼ活
性をルミノメーターで測定した。 
 
５）TGF-の破骨細胞分化に対する直接作用 
RAW264細胞のRANKL依存性破骨細胞形成に及
ぼす TGF-の直接作用を、TRAP 染色陽性の破
骨細胞形成を指標に検討した。 
 
４．研究成果 
１）顎骨腫瘍、顎骨嚢胞の内用液に含まれる
サイトカインを ELISA 法で測定した結果、角
化嚢胞性歯原性腫瘍には非常に高濃度の



TGF-と IL-1が含有されていた（下図）これ

は角化嚢胞性歯原性腫瘍（グラフ中◆）に特
徴的であるが、エナメル上皮腫（■）や濾胞
性歯嚢胞（▲）でもサイトカインとして十分
な効果をきたす高濃度を含んでいた。 
２）角化嚢胞性歯原性腫瘍（以下 KCOT）の内
用液をその間質線維芽細胞の培養上清に添
加し培養し、RT-PCR 法で RANKL 遺伝子発現を
検討した結果 
 病変内容液資料は濃度依存性に間質細

胞の RANKL 遺伝子発現を誘導、促進した 
 内容液試料を酸性化し TGF-βを活性化

させた資料はさらにRANKL発現誘導を促
進した 

 TGF-, IL-1 は KCOT間質線維芽細胞の
RANKL 発現誘導し、濃度依存性に促進し
た 

 TGF-と IL-1 は KCOT 間質線維芽細胞
の RANKL 発現を相乗的に促進した 

 KCOT 内用液で誘導される RANKL 遺伝子
発現は、抗 TGF-中和抗体、TGF-受容体
阻害剤(TGF-R inhibitor)、IL-受容体
アゴニスト(IL-1Ra)で抑制され、TGF-R 
inhibitor と IL-1Ra の両者で完全に抑
制された（下図）。 

の結果が得られた。 
 
このことは顎骨腫瘍 KCOTに存在するTGF-
とIL-1 が相乗的に間質線維芽細胞のRANKL
発現を誘導し、主たる RANKL 誘導因子はその
二つのサイトカインであることを示唆した。 
 
２）TGF-は顎骨
腫瘍の腫瘍上皮
細胞に陽性で、
間質にも一部陽
性であった（右
図）。また、リン
酸化 Smad3 は腫
瘍上皮細胞の核
内と間質線維芽
細胞の核内に染
色され、腫瘍上
皮細胞で産生さ

れた TGF-が間質線維芽細胞にも作用してい
ることが示唆された。また、病変周囲骨の骨
芽細胞のみならず腫瘍間質線維芽細胞にも
RANKL は染色され、特に骨吸収部位（上図の
矢線）で染色性が強かった。腫瘍間質で RANKL
発現が促進され、病変での骨吸収に関与して
いることが示唆された。 
 
３）腫瘍が産生する TGF-を軸として RANKL
発現を誘導する分子機序を明らかにするた
めに、IL-1との相互作用を検討した。その
結果、 
 TGF-と IL-1は相乗的に間質線維芽細

胞の RANKL 発現を促進する 
 IL-1は TGF-のシグナル伝達を増強し

ない 
 TGF-は IL-1のシグナル伝達経路のう

ち、NF-B の活性化を促進する 
 IL-1による COX2 タンパク発現、PGE2

合成を TGF-は相乗的に促進する 
 増加した PGE2 は間質線維芽細胞の

RANKL 発現を促進する 
分子機序が明らかになった。 
 
４）ヒト RANKL 遺伝子の転写プロモーター領
域をクローニングし、以下のレポーターベク
ターを構築した（下図）。 

 
これらのベクターをヒト骨芽細胞様細胞、顎
骨腫瘍由来間質線維芽細胞に導入し、レポー
ター活性を測定した結果、以下の結果が得ら
れた。 
 KCOT 間質線維芽細胞、エナメル上皮腫間

質線維芽細胞もRANKL遺伝子転写活性を
有していた。 

 その転写活性は、TGF-刺激により増強
されるプロモーター配列があった。 

 TGF-刺激によるレポーター活性の増強
は骨芽細胞ではみられず、間質線維芽細
胞特異的な発現調整が示唆された。 



５）TGF-は RANKL 依存性に破骨細胞分化す
る RAW264 細胞の破骨細胞分化を促進した。 
 
以上の研究結果から、（１）角化嚢胞性歯

原性腫瘍やエナメル上皮腫は TGF-と IL-1
を産生し内容液中には歯原性上皮細胞が産
生する高濃度の TGF-と IL-1が含有されて
いた、両因子は相乗的に間質線維芽細胞の
RANKL 発現を誘導する、（２）TGF-は間質線
維芽細胞のRANKL遺伝子転写活性を促進する、
（３）TGF-は破骨細胞前駆細胞の破骨細胞
分化を促進する、3 つのメカニズムが明らか
となった。 
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