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緒言

近年、歯科臨床においてしばしば遭遇する顎関節症(Temporomandibular

jointdisorder:TMD)は、顎関節部の疹痛、関節雑音、開口障害を主症状と

する慢性疾患群であり、本邦においては、 1956年に上野らによってはじめ

て提唱された(上野ら、 1956)　一般母集団の10-30%に　TMD関連症状が

認められ、潜在的な　TMD　患者を含めるとその発現頻度はさ　らに高いと推

測される(田中ら、 1992)

TMDの発症原因は多岐にわたるが、特定の唆合様式を有する患者群での

発現が高いこ　とから、その原因の一つと　して唆合系、顎顔面骨格系の不調

和が指摘されている(不島ら、 1989;田中ら、 1992)　一方、 TMD　の病態

の一つである関節円板の転位による下顎頭-の機械的負荷が、顎関節構成

要素を障害する圧迫力となり、表層軟骨の変性や骨吸収を引き起こ　しう　る

ことが報告されている(Katzberg etah,1983;de Bont etal.,1993;Tanimoto

et al.,2004;Ohno et al.,2005)　さらに、 TMDに伴う下顎頭吸収は、若年

者では下顎骨成長の抑制、成人では下顎頭の変形、下顎枝の高さの減少を

伴いながら下顎骨の後方回転を生じることが報告されている　Arnett etal.,

1996)　また、これらの変化が片側性に生じた場合には、下顎骨の非対称に

よる顎偏位が見られる(野々山ら、 1998)　これらの報告よ　り、 TMD　が顎

顔面骨格の成長に大きな影響を及ぼしている可能性が強く示唆される0

TMD　病　態　の　う　ち、変　形　性　顎　関　節　症(temporomandibular joinト

osteoarthrosis:TMJ-OA,は下顎頭軟骨層の破壊や骨の変形、円板の穿孔な

どを主徴とする慢性変性疾患である。その主な発症要因と　して、他の関節

症と同様、関節表面に対する過剰あるいは異常な負荷(Hinton etal.,1986;

覚道、 1989; Ohashietal., 2002; Fujisawa et al., 2003; Tanimoto etal., 2004;



Ohno etal.,2005)が挙げられている.また、ブラキシズムや外傷などとの

関連性(de Bont et al., 1997)、下顎頭における骨棟の形成と　Runt-related

transcription factor-2 (Runx-2)、 matrixmetalloproteinase 13 (MMP13)の発

現との関連性(Kamekura et al.,2006)、血管新生と炎症に関係するさまざ

まなサイトカインや増殖因子の関わり(Bonnet et al.,2005^　など、多岐に

わたる検討がなされてきた。しかし、変形性顎関節症の発症については多

因子的な要素が強く、未だ不明な点も多い(Kawaguchi,2008)一方、Tanaka

ら(2005)は、強制開口による顎関節-の持続的負荷が、下顎頭軟骨の退

行性変化や、隣接する軟骨下骨における新生血管の増生や多数の破骨細胞

の増加を引き起こすこ　と、病変部軟骨における血管新生因子　vascular

endothelialgrowthfactor (VEGF)の発現が誘導されることを報告した。骨

破壊の関連因子と　しては、骨芽細胞や破骨細胞の分化関連因子である

osteoprotegerin(OPG)、 receptor activator of nuclear factor kappa B(RANK)、

RANKligand(RANKL)などが知られている(Hofbaueretal.,2000;Boyce et

al.,2007)　さらに、 VEGFが破骨細胞の遊走、誘導、分化を促進すること

(Niidaetal., 1999;Nakagawaetal.,2000)が知られており、 TMJ-OAにお

ける骨吸収と　VEGFとの関連が強く推察される。

最近、軟骨の恒常性維持や　TMJ-OA　の病態変化に、低酸素刺激と

hypoxia-inducible factor-1α (HIF-la)が重要な役割を果たしている可能性

が報告された(Pfander and Gelse,2007)。 HIF-1αは低酸素などの種々のス

ト　レス刺激によ　り活性化される転写因子と　して知られており、 VEGF　など

の血管新生因子やさまざまなストレス応答遺伝子発現を促進し、創傷治癒

過程などで重要な働きをしている(Shibuya et al.,2001;Bates et al.,2003;

Hoeben et al.,2004;Santos et al.,2007;Liu et al.,2008!　例えば、創傷を

受けた細胞における急性炎症反応のひとつと　して、 tumor necrosis factor-α

(TNF-ot)が　HIF-1αを誘導し、これが創傷の治癒と関係している(Albina et
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al., 2001　また、 oA　の関節軟骨においてinterleukin-1β (IL-1β)や低酸

素スト　レスが　HIF-1αを誘導し、　軟骨細胞の維持に重要な役割を果たして

いるこ　と(Yudoh et al., 2004)、メカニカルスト　レスによ　り　関節軟骨に

HIF-1αが発現し、それにより　VEGFが誘導されること(Pufe et al.,2004)

などが明らかとなっている。

このよ　う　に、 HIF-1αが　oA　において　VEGFの誘導因子のひとつである可

能性が示唆されており、 TMJ-OA　においても、 HIト1αによる　VEGF制御、

ならびに　HIF-1αと骨破壊との関係が推察される。本研究では、 TMJ-OA斉

症の分子機構を解明するこ　と　を目的と　して、 TMJ-OA　モデルラットおよび

培養軟骨細胞を用いて　HIF-1αの関わり　を詳細に検討した。

3



試料と方法

I.　動物モデルにおける　TMJ-OAの発症機序の解析

1. TMJ-OAモデルラ　ットの作製

実験には13過齢　Wistar系雄性ラットを用いた。 8×12×10mmの逆型斜

面板を即時重合レジン(Orthofast⑳、 GC、東京)を用いて作製し、ラット

の上顎前歯部に装着した。本装置により嘆合時に下顎を後上方-誘導し、

下顎頭-過剰な負荷が加わるようにした(図1)。

実験では、斜面板装着後10　日間負荷を加えた10　日群、 20　日間負荷を加

えた　20　日群、 20　日間負荷を加えた後、斜面板を除去し顎関節-の負荷を

取り除き10　日間の回復期間を与えた10　日回復群、20　日間の回復期間を与

えた20　日回復群、負荷を加えなかった対照群の　5群を設定した(図　2)0
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図2　実験群、対照群と各群の実験スケジュール
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2. TMJ-OA病態の組織学的観察

実験群　4群う　ち10　日群　6匹(12下顎頭)、 20　日群　9匹(18下顎頭)、 10

日回復群3匹(5下顎頭)、 20　日回復群3匹(6下顎頭)と対照群　8匹(16

下顎頭)を、ジェチルエーテル(ナカライテスク、京都)による吸入深麻

酔下で屠殺した。次いで、頭部を摘出し、 10%中性緩衝ホルマリ　ンによ　り

24時間浸漬固定を行なった。顎関節を一塊と　して摘出後、エチレンジアミ

ン四酢酸(10%EDTA)に浸漬し約　4週間脱灰処理を行なった。脱灰終了後

パラフィ　ンに包埋し、ロータリーミク　ロトーム(HM315, Microm Lab.:

Walldorf,Germany)により厚さ4.5トLmの下顎頭矢状断連続切片を作製した。

作製した切片のう　ち1関節につき1枚ずつ-マトキシリ　ン　ー　エオジン(H-E)

染色を行い、下顎頭前方部、中央部、後方部において病理組織学的変化を

光学顕微鏡(BX50、オリ　ンパス光学工業、東京)によ　り観察した。

統計解析は総計解析ソフトSPSS verll.0を使用し、多群間での平均値の

比較においては、 one-way ANOVAを、 2群間の有意差検定にはt検定を用い

た。

3.下顎頭における　HIF-1αの局在についての検討

TMJ-OAモデルラ　ットの下顎頭における　HIF-1α蛋白の発現について検討

した。前述の切片を用い、下降アルコール系による脱パラフィン処理を施

した。 TargetRetrievalSolution⑧ (DakoCytomation、京都)を用いて1時間

湯煎にて抗原賦活処理を施した後、リ　ン酸緩衝食塩水(PBS)によ　り洗浄

した.染色には　CSA system⑧ (DakoCytomation)を用い、一次抗体として

500倍希釈したマウス　anti-HIF-1αmonoclonalIgG2b抗体(フナコシ、福岡)

を4℃で12時間反応させた。二次抗体にはビオチン標識抗マウスIgG抗体

(DakoCytomation)を用いた　PBS　で洗浄後、 DAB (DakoCytomation)を

用いて発色させた。 -マトキシリ　ンにて対比染色し、上昇アルコール系に
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て脱水後、封入した。

乾燥後、光学顕微鏡(オリ　ンパス)を用いて　HIF-1αの発現局在を観察し、

下顎頭前方部、中央部、後方部における　450|amX900ドmの検鏡範囲での全

成熟細胞数中、細胞核にHIF-1α陽性像を示す細胞数の割合(HIF-1α陽性細

胞率)を算出した。統計処理は実験I-2と同様の方法を用いた。

4.下顎頭における破骨細胞数の算定

TMJ-OA　モデルの下顎頭における破骨細胞の出現状況を検討するため、

tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)染色を行った。切片は下降アル

コール系にて脱パラフィン処理を施し、流水下で10分水洗後、 37℃で　30

分TRAP反応液(50mM sodium tartrate; Sigma Aldrich Corp., St. Louis,MO,

USA, 45mM sodium acetate; pH　7.5;ナカライテスク, 5mg Naphtol AS-MX

phosphate; SigmaAldrich Corp., 0.5ml N,N- dimethylformamide;ナカライテ

スク　30mg Fast red violet LB salt;Sigma Aldrich Corp.)を作用させた。流

水下で10分水洗した後、メチルグリーンにて対比染色し、上昇アルコール

系にて脱水後、封入し、光学顕微鏡(オリンパス光学工業)で観察した。

各下顎頭の肥大軟骨細胞に接した領域における破骨細胞数を測定し、関節

あたりの平均を算出した。各　2群間の破骨細胞数の有意差検定には、 t検

定を用いた。

5.下顎頭軟骨における　VEGF遺伝子の発現解析

各実験群および対照群の下顎頭軟骨を採取し、 PBSにて洗浄後、液体窒

素にて凍結し、 180　度にて保存した。これらの試料から　RNeasy㊥(Qiagen

Inc.,Valencia,CA,USA)を用いてRNAを抽出し、1トLgをHigh-Capacity CDNA

Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)にて逆転写し、

TaqMan⑧ Gene Expression Assay System (Applied Biosystems)を用い定量
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RT-PCR法により　VEGF遺伝子の発現解析を行った。



Ⅱ.　軟骨分化誘導モデルを用いたマウスおよびヒト培養細胞における遺

伝子の発現解析

1.用いた細胞と培養条件

マウス胚性腫癌細胞(EC)細胞株AT805から樹立されたマウスの腔性腫

癌細胞由来のクローン化細胞株、軟骨前駆細胞ATDC5 (理化学研究所、筑

演)を培養し、実験に供した　ATDC5は、 5%　ウシ胎児血清(fetal bovine

serum:FBS、第一化学、東京)、 10トIg/mltransferrin (SigmaAldrichCorp.)、

3×10" M sodium selenite (Sigma Aldrich Corp.)、 100ng/ml　カナマイシン

SigmaAldrichCorp.,を含むDulbecco's modifiedEagles medium (DMEM)

mixture F-12Ham (Sigma Aldrich Corp.)中で37℃、 5%C02存在下にて培

養を行い、培養液は　2　日毎に交換した。

直径10 cmの培養皿(Becton Dickinson Labware,Franklin Lakes,NJ, USA)

に　3×105個のATDC5を播種し、10p,g/mlインスリン(SigmaAldrichCorp.)、

37.5トig/mlアスコルビン酸(ワコ-ケミカル、大阪)含有の軟骨分化培養液

を用いて軟骨分化誘導を開始した。培養液は2日毎に交~換した。

2.定量pcR解析による遺伝子発現の検討

直径10　cmの培養皿に　3×105個の　ATDC5を播種し、常酸素分圧下およ

び低酸素分圧下(1%　02)で培養し、前述の分化誘導を行った。分化誘導

開始直前および分化誘導開始後　4　日　目、 7　日　目、 10　日　目、 14　日　目に細胞を

回収した。また、分化誘導後　7　日　目、 14　日　目に12時間低酸素処理を行い、

細胞を回収した.回収した細胞からRNeasy⑧(Qiagen)を用いRNAを抽出

し、 1JLLgのRNAをHigh-Capacity CDNA Archive Kit (Applied Biosystems)

にて逆転写　し、　TaqMan⑧　Gene Expression Assay System (Applied
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Biosystems)を用い定量RT-PCR法により、軟骨分化マーカーとしてtype II

collagen (COL2Al)と　type X collagen (COLIOAl)、 HIF-1標的遺伝子と

して　VEGF、 adrenomedulin(ADM)と　differentially expressed in chondrocytes

2 (BHLHB2)、破骨細胞分化関連遺伝子として　osteoprotegrin (OPG)遺伝

子の発現解析を行った.　遣伝子発現量についてはコントロールの　GAPDH

に対する比を算出し、比較検討した。

3.ウェスタンプロ　ット解析による蛋白発現の検討

Urea lysis buffer (7M Tris, lOmM Tris-HCl; pH6.8, 10% Glycerol, 0.5mM

PMSF, lmM DTT, 1×Complete Mini; Roche Applied Science, Mannheim,

Germany)を用いてATDC5の蛋白抽出を行った。総蛋白20(igを10%SDS-

PAGE上で電気泳動により分離後、ナイロンメンブレン(Immobilon-P,

MILLIPORE,MA,USA)上に転写した。メンブレンを5%　スキムミルク(ワ

コ-ケミカル)に浸漬し、1時間室温で処理した後、一次抗体と　して抗HIF-1α

(BD Phermingen, SanDiego, CA,USA, 1:1000)、および抗Arnt (BD

Phermingen, 1:500)、または抗β-actin (BD Pharmingen, 1:5000,、抗opG

(Santa Cruz BiotechInc.,Santa Cruz,CA,USA, 1:500)を用い、 4℃で一晩

インキュべ-　下　した。メ　ンブレンをTBS-T wash bufferにて洗浄し、二次抗

体としてHRP標識抗マウスIgG (GE-ルスケア　バイオサイエンス、　東京,

1:2000)によ　り90分室温にて処理した。その後、メ　ンブレンをTBS-T wash

bufferにて十分に洗浄し、検出試薬ECL Plus(GE-ルスケア　バイオサイエ

ンス)を用いて化学発光させてⅩ線フイルム(GE-ルスケア　バイオサイ

エンス)に露光したものを現像した。
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4.低酸素培養

低酸素培養には低酸素チャンバー(ヒロセィ、広島)を用いた。酸素モ

ニター(ドレ-ゲル・セイフティージャパン、東京)を用い、 1%酸素分圧

下で12時間培養後、細胞回収を行なった(図　3)a

図3　低酸素培養システム

左:低酸素チャンバー　右:酸素モニター

5. HIFIA　ノ　ックダウンによる破骨細胞分化関連遺伝子発現についての検

討

ヒトロ腔届平上皮癌細胞HSC2細胞にHIFIA siRNAを導入することによ

り、 HIF-1αの発現を抑制した　10　cm　径培養ディッシュに　3　× 105個の

HSC2を播種し、 HIFIA特異的(siHIFJA)、または非特異的なコントロール

(siNS)　siRNA (QIAGEN)を　TransIT㊥-siQUEST�"Transfection Reagent

(Mirus Corporation, Madison, Wisconsin, USA)を用いて導入12時間後、通

常酸素、または低酸素分圧下でさらに　24　時間培養した。細胞を回収後、

RNA　を抽出し、 HIFIAおよび　OPG遺伝子の発現解析を行った。コントロ

ールと　して　GAPDH発現を用いた。
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結果

I.　動物モデルにおける　TMJ-OA病変の発症様相

1. TMJ-OA病変の経時的変化

H-E染色によ　り組織学的な検討を行った結果、対照群では、前方部、中

央部、後方部と　もに正常な軟骨層構造を呈し、上方から線維屑、増殖層、

成熟層、肥大層と、肥大層下部に骨髄腔が侵入した軟骨下骨の存在が明確

に観察された。また、下顎頭前方部に比べ後方部では各層の厚径は増大す

る傾向を示した(図　4)0
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図4対照群のHIE染色像

前方、中央、後方とも、軟骨の層状構造が認められる。
上から、線維層、増殖層、成熟層、肥大層、軟骨下骨(層)
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一方、実験群では、対照群と比較し下顎頭軟骨の層状構造の乱れおよび

欠失、軟骨基質の硝子化、骨髄腔の減少などが観察された(図　　6)
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図5　実験群のHIE染色像

10日群、20日群、10日回復群において、軟骨基質の硝子様変性が認めら
れた(矢預)。また、軟骨の層構造の乱れ、欠矢が認められ、20B群、10日
回復群では骨髄腔の減少も観察された。
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図6　20日群のTMJ-OA病変(硝子様変性)

左:弱拡大
右:強拡大
成熟軟骨層から肥大軟骨層にかけて細胞の欠失、硝子様変性が認められる。
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また、軟骨が消失し、軟骨下骨の一部が吸収され、同部-線維性結合組

織の入り込んだ骨破壊の様子も観察された。さらに、その周囲に多数の破

骨細胞が観察された(図　7)0

・ <

T`
t I

ト

. A..Jm_

20日群

図7　20日群のTMJ-OA病変(初期骨吸収)

矢印は破骨細胞を示す。

骨吸収部位に線維性結合組織の浸潤と、その周囲に破骨細胞の出現が認められる。
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軟骨の層構造の乱れや欠失、硝子様変性などの組織変性の認められた関

節数を算定し比較したところ、組織変性像は10　日群、 20　日群と経時的に

有意に増加した。一方、負荷を除去する　と安静期間に応じて減少し、 20　日

間の回復期間を与えたものでは半数のものが正常な組織像を示した。部位

別では後方になるにつれて変化が広範に認められる傾向は見られたが、有

意差は認められなかった(表1)。

表1各実験群における組織変性の頻度

対照群10日群　　20日群　20-10日群　20-20日群　合計

下顎頭個数(n)　16　　12　　　18　　　　　　　　　　　　　　57

組織変性のみられた

下顎頭個数　n(%)

Fisher s test vs対照群

18　　　　　　　　　　　　　　　　35

(12.5) (66.7) (100.0) (80.0) (50.0) (61.4)

0.005　く　0.001　0.011　0.100

(P)　　vs20HH　<0.001 0.018　　　　　0.217　0.010

部位別分類(下顎頭個数)

a　前方部　　　　　　　　　　　　　　　　　16　　　　　　　　　　　　　　　　30

b　中央部　　　　　　　　　　　　　　　　　17　　　　　　　　　　　　　　　　27

C　後方部　　　　　　　　　　　　　　　　18　　　　　　　　　　　　　　　　34
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2. TMJ-OAモデルラット下顎頭における　HIF-1αの局在

TMJ-OAモデルラットの下顎頭における　HIF-1αの局在を調べるため、抗

HIF-1α抗体を用いて免疫組織化学染色を行った結果、 HIF-1α発現は下顎頭

成熟軟骨層細胞核に特異的に観察された。また、 HIF-1α陽性細胞数は対照

群と比較し10　日群、 20　日群の順に増加し、 10　日回復群、 20　日回復群の順

に減少する傾向を示した。特に、 20　日群では最も強い染色像が観察された

(図　8, 9)。

次いで、全成熟軟骨細胞に対する　HIF-1α陽性細胞の割合、すなわち

HIF-1α陽性細胞率を算出し、各群間での比較を行った結果、 HIF-1α陽性細

胞率は対照群と比較し、負荷期間の長さに応じて増加し、回復期間に比例

して減少する傾向を示した。また、部位別で比較した場合でも,同様な経

時的変化を示した。さらに、前方部と比較し後方部で陽性細胞率が高くな

る傾向が認められた(図10)
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図8 TMJ-OAラット下顎頭におけるHIF-1 αの免疫組織化学染色像

20日群ではHIF-1α蛋白の強発現が認められ、その後回復期

間とともに減少する傾向が認められた。
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成熟軟骨層特異的にHIF-1α蛋白の発現が認められるO
矢印はHIF-1α陽性細胞を示す。

A-. mmm

B:増殖層

C:威熟屠

D:肥大層

ws**¥対照群　v/////*召10日群　⊂　コ20日群　四20-10日群　■喜　20-20日群

*:p< 0.05

**:p< 0.01

*** : p<0.001

図10　各実験群におけるHIF-1α陰性細胞の数の変化

10日群、20日群の順に増加し、負荷を除去すると回復期間に
応じて減少した。
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3. TMJ-OAモデルラ　ット下顎頭における破骨細胞数の変化

TMJ-OAモデルにおける　HIF-1αと破骨細胞の関係を調べるため、各実験

群における破骨細胞数を算定し、各群間の比較、検討を行った。その結果、

破骨細胞数は　20　日群、 10　日回復群において大きな値を示し、全体でみる

と10　日群と比べて有意差が認められた。また、部位別に比較すると、HIF-1α

陽性細胞率と同様、中央部、後方部において破骨細胞数が多くなる傾向を

示した(図11 .
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図11各実験群における破骨細胞数の変化　　　　　　　　*:β< 0.01

20日群、10日回復群で大きな値を示し、10日群と比較して
有意差が認められた。
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4. TMJ-OAモデルラット下顎頭軟骨における　VEGF遺伝子の発現変動

TMJ-OAにおける　HIF-1αと　VEGF遺伝子発現の関係を調べるため、下顎

頭軟骨組織における　VEGF遺伝子の発現変動を定量　RT-PCR　を用いて検討

した。その結果、下顎頭軟骨の　VEGF発現量は対照群と比較し、 10　日群か

ら　20　日群にかけて増加し、対照群と比べて有意に大きい値を示した。また、

10　日回復群、 20　日回復群では徐々に減少し、 20　日群と比べて有意に小さ

い値を示した(図12)
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図12　下顎頭軟骨におけるVEGF遺伝子の発現変動

対照群と比較し、10　日群から　20　日群にかけて増加し、有意に大き
い値を示した。また、負荷除去後回復期間に応じて徐々に減少し、
20　日群と比べて有意に小さい値に至った。
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Ⅱ.　軟骨分化誘導モデルを用いたマウス及びヒト培養細胞における遺伝

子発現

1.インスリ　ンによる　ATDC5の分化誘導

ラット下顎頭軟骨で観察された、表層から深層-の軟骨層の分化過程を

in vitro実験系で再現する　目的で、インスリ　ンによる　ATDC5の分化誘導モ

デルを用いた。各分化段階を確認するため、軟骨分化マーカーCOL2Al　と

COLIOAlの遺伝子発現量を、定量RT-PCR法を用いて確認したo

その結果、軟骨分化マーカーCOL2Al　遺伝子の発現は経時的に増加し、

分化誘導開始7　日　目で頂点に達し、以降は減少した。一方、 COLIOAl遺伝

子の発現は観察期間中継続して経日的な増加を示した(図13)。このこと

から、 ATDC5は誘導　7　日　目頃に成熟細胞に、 7　日以降から14　日　にかけて肥

大細胞に分化していく　と考えられる。

また、顕鏡下にて、分化誘導初期には細胞の増殖が認められ、分化が進

むにつれ細胞周囲に細胞外器質の形成が観察された(図14;

このよ　うに、分化開始後の日数による細胞の変化が明~確となり、下顎頭

軟骨の表層から深層-の分化過程が培養軟骨細胞の分化誘導によ　り再現さ

れた。
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図13軟骨分化マーカー遺伝子の発現変動

左:COL2A1 7日目に発現量が最も高くなった。

右蝣.COLIOAl　経日的な増加を示した。
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図14分化誘導時の細胞形態
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2. ATDC5　における　HIF-1α蛋白の発現

軟骨の各分化段階における　HIF-1α蛋白の発現を調べることを目的と　し

て、インスリ　ンを用いた　ATDC5　の分化誘導を行い、 HIF-1α誘導刺激と　し

て低酸素処理を施した。 24時間後に細胞を回収、蛋白を抽出して、ウエス

タンプロ　ット解析にて　HIF-1α発現解析を行った。

その結果、培養軟骨細胞に低酸素刺激を与えると、分化誘導7　日　目、 14

日　目において、 HIF-1α蛋白の発現誘導が認められ、特に　7　日　目の成熟軟骨

細胞に強い発現が見られた(図15)。一方、分化誘導前の軟骨前駆細胞で

は、低酸素刺激を与えたにも拘わらず、 HIF-1α蛋白は検出されなかった。

ATDC5

日　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14

N H N H N H (kDa)

Hlト1ト

ARNT　ト

こぺ

. ′.ぷ s S K T ′ こ.

ご し W -100

-100

-75

150

-37

N :通常酸素分圧21% pO2存在下での培養

H :低酸素1% pO2分圧下での培養

園15　軟骨分化過程におけるHIF-1α蛋白発現

誘導7日　目に低酸素刺激によりHIF-1α蛋白の強発現が認
められた。
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3. ATDC5における　HIF-1標的遺伝子の発現変化

HIF-1α蛋白の活性を調べるため、 HIF-1により誘導されることが知られ

ている　VEGF、 ADM、 BHLHB2遺伝子の発現変化を定量RT-PCR法にて検討

した(Semenza., 2001; Metzen et al., 2004; Wang et al., 2005; Chen et al.,

2006; Bani Hashemi et al., 2008)

その結果、通常酸素分圧下では分化誘導後　VEGF　をはじめ　ADM　と

BHLHB2　の遺伝子発現が経目的に増加した(図16)。また、分化誘導前の

細胞では、いずれの遺伝子も低酸素による発現変動は認められなかったが、

分化誘導開始7日目では低酸素刺激による遺伝子の発現増強がいずれの遺

伝子でも認められ、成熟軟骨細胞においてHIF-1αにより　VEGFなどのHIF-1

標的遺伝子の発現が誘導されることが示された。さらに、 ADMと　BHLHB2

では誘導後14　日でも同様の低酸素刺激による遺伝子発現変動が認められ

たが、 VEGFは大きな変化を示さなかった(図16)
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**:p< 0.01

***: p<0.001
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H :低酸素1% pO,分圧下培養

注: S.Dバー上のアスタリスクは通常および低酸素培養それぞれの分化誘導開始直前との比較における有意差を示す。

図16　軟骨分化過程におけるHIト1標的遺伝子の発現変化

誘導7日目に低酸素刺激による強い低酸素応答遺伝子の発現が
認められる。
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4. ATDC5における破骨細胞関連因子の発現

実験Iでみられた下顎頭軟骨下骨における破骨細胞の出現メカニズムを

明らかにするため、 ATDC5　における破骨細胞分化抑制因子　OPG　の遺伝子

発現ならびに蛋白発現について、定量　RT-PCR法と　ウエスタンプロット解

析を用いてそれぞれ検討した。

その結果、 OPG遺伝子は軟骨分化と共に発現が増加し、特に誘導後　7　日

で最も強い発現が認められ、その後低下した。また、同細胞に低酸素刺激

が加わると、いずれの分化過程においても　OPGの発現が抑制された。同様

の　OPG発現変動は蛋白　レベルでも確認された。 (図17)
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図17　軟骨分化過程における破骨細胞分化抑制因子OPGの遺伝子と蛋白の発現

誘導7日目に低酸素刺激によるOPG遺伝子及び蛋白の発現抑制が
認められる。

25



5. HIFIA　ノ　ックダウンによる破骨細胞分化関連因子の遺伝子発現の変化

低酸素下細胞での　OPG遺伝子発現低下における　HIF-1αの意義を調べる

ことを目的と　して、 siRNA　によ　り　HIFIA　をノ　ックダウンし、定量　RT-PCR

法によ　り　OPG遺伝子の発現解析を行なった。

その結果、 HIFIA特異的siRNA導入細胞では、 HIFIA発現が酸素分圧条

件にかかわらず　30%以下に有意に抑制された。

一方、通常酸素分圧下では、 siRNA導入による　OPG発現変動は観察され

なかったが、低酸素下では、 HIFIAが抑制された細胞では、コントロール

に比較して有意な　opGの発現上昇がみられた(図18)。
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図1 8　siRNAによるHIFIA抑制とOPQ遺伝子発現

通常酸素分圧下では、siRNA導入によるOPG発現変動は観察され
なかったが、低酸素下では、〟!FIAが抑制された細胞では、コントロー
ルに比較して有意にOPGの発現が増加した。
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考察

1.機械的負荷による変形性顎関節症の病態形成について

変形性顎関節症は、徐々に進行する関節の変性、破壊性疾患で、病理学

的には下顎頭表層の骨皮質断裂、線維化、軟骨層の吸収や増殖あるいは変

性、軟骨下骨にまで達する垂直性亀裂、骨の露出や吸収、骨棟の形成、骨

髄の変性や壊死あるいは線維化、円板の穿孔、滑膜の炎症などが認められ

る(亀山、 2003)。また、変形性顎関節症について、 Lubsenら(1985)は

下顎頭の変化は軟骨において始ま　り、骨における変化は二次的なものであ

ることを報告した。さらに、 Blackwoodら(1966)、 Obergら(1967)は軟

骨増殖層の未分化間菓細胞が軟骨に分化し、軟骨層の肥厚に関与している

ことを示した。

このよ　うな関節組織の変化はさまざまな動物実験モデルでの再現が試

みられ、変形性関節症の病態やこれに対する薬物の作用機序などの検討に

用いられてきた。これらの検討に用いられる動物モデルは、変形性関節症

様の変化が均質であり、かつ簡便な方法で再現可能なこ　とが要求される。

その作製方法には、膝関節半月板や靭帯の切除による方法(Yoshiokaetal.,

1997;Huang et al., 1997;Manicourt et al., 1999)、関節腔内に化学物質を

注入する方法(Kopp etal., 1983;Inoue etal., 1982;Van Kraan etal., 1989;

Ishimaru etal.,1992)などが挙げられるが、ラットのよ　うな小動物の顎関

節において円板や靭帯の切除を正確に行い、関節病変を惹起するこ　とはき

わめて難しい。一方、これまでの研究で、動物に強制的な開口を持続的に

施すことで、顎関節の滑膜炎や変形性関節症様の病態が起こることが示さ

れている(江ら、 1990;武藤ら、 1995,1996;志賀ら、 2001)　武藤ら

(1995,1996)はラットに1日10回　20mmの開口運動を10　日間行なった
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結果、滑膜炎や線維性滑膜癒着を呈することを示したが、その後自然治癒

している　こ　と　を明　らかにした。一方、志賀ら(2001)は成熟ウサギに1

日　3時間　30mmの強制開口を　5　日間施した結果、実験終了直後の1日後よ

り、顎関節軟骨層において　MMPによる細胞外基質の分解が活発に生じて

いるこ　とや軟骨層の厚さの減少がみられるこ　と、強制開口を施した　7　日後

の組織像において病態が悪化しており、軟骨の硝子化、骨組織内での島状

の軟骨組織残存、基質産生の低下など変形性関節症様の変化が起こったと

述べている。さらに、 Fujisawaら(2003)は、志賀らと同様、ウサギを用

いて1日　3時間　5　日間の強制開口を行なった結果、明らかな　TMJ-OA病巣

が引き起こ　されるこ　と　を報告している。また、 Tanaka　ら(2005)はラ　ッ

トを用いて1日1時間　30mmの強制開口を行な　う　こ　とで、ラ　ット下顎頭で

軟骨層の厚さの減少や下顎頭後方部の滑膜細胞の増殖、円板中央部の罪薄

化と硝子化、圧迫部位である下顎頭の中央部から後方部の軟骨組織の壊死

など、変形性関節症様の変化が見られたこ　とを報告している。このよ　うに、

実験的な過剰強制開口による変形性関節様の病態形成は確立しており、臨

床的に持続的な過剰開口が変形性顎関節症の原因とな`ることは稀である

と考えられるものの、顎関節-の負荷を安定して与える方法と　して興味深

い。一方、Chonlasueksaら(2004)は、ラットの上顎前歯にmodifiedguiding

appliance (8×14×4mm,を装着することにより下顎頭-非生理学的な負

荷を加えた結果、下顎頭増殖軟骨層の罪薄化や肥大層における石灰化部の

消失、神経の損傷が同時に起こったことから、機能性不正嘆合による断続

的な下顎の後方転位が関節軟骨の非機能性改造と神経損傷を引き起こす

こ　とを報告している。

これらの方法を参考にして、本研究においてはラ　ットに対し下顎のロ交合

挙上量7mm、後退量5mmの逆型斜面板を作製し、ラットの上顎前歯部に

装着することで、嘆合干渉を生じさせた。これによ　り正常ラット(対照群)
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では下顎第1大臼歯が上顎第1大臼歯の近心に位置するのに対し、実験群

の下顎第1大臼歯は明らかに遠心に位置していた。岨噴時の顎関節-の負

荷の大きさを測定することは困難であり、また、個々のラットの嘆合に関

する個性を反映すると考えられるために、本実験における下顎頭-の負荷

量は不明であるが、その結果と　して、下顎頭で軟骨層の厚さの減少や滑膜

細胞の増殖、軟骨の硝子化、線維性結合組織の増生を伴う骨吸収と破骨細

胞の出現、骨組織内での島状の軟骨組織残存、基質産生の低下、骨髄腔の

減少など変形性関節症様の組織変化が本実験期間内に観察されたことか

ら、前述の強制開口実験と同等かそれ以上の負荷が加わっていたことが推

察される。一方で、組織変性、破骨細胞の出現や　HIF-1α蛋白の発現が観

察された部位は、下顎頭後方で強い傾向は観られたものの、部位による有

意な差はなく、前方部にも多く観察されたことから、負荷が一定の方向で

はなかったこ　とが推察され、結果のばらつきの原因になったと考えられた。

以上のことから、逆型斜面板を用いた嘆合干渉を施すことによ　り、臨床で

みられるよ　うな唆合不全による顎関節症によ　り近い軟骨組織の変性を再

現できる実験モデルが確立されたと考えられたが、より~明瞭な結果を得る

ためには負荷量や方向性を考慮した実験方法-の改善も必要と考えられ

た。また、これらの組織学的変化は、唆合干渉除去後10　日　目においては、

依然認められたものの、 20　日　目においては、骨髄の増生、軟骨層の肥厚

など、正常な下顎頭の軟骨・骨構造に回復する傾向が認められた　TMJ-OA

は無症状な疾患のために自覚なしに進行し、歯科処置時などに画像診断を

行なって初めて発見されることも多く、早期発見・早期治療の難しさが指

摘されている。しかしながら、本実験によ　り、早期に安静を保てれば組織

変化の進行を食い止め、回復させることが可能であることが示唆され、本

TMJ-OAモデルは発症・進行の分子機構の解明のみならず、治癒過程に関

連する分子機構の解明にも有効であると考えられた。また、本　TMJ-OA
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モデルを用いた発症・進行に関与する分子機構の解明が、早期病態の分子

マーカーを用いた診断法や分子阻害剤や抗体などを用いた発症予防法や

治療法の開発-応用展開が強く期待される。

2.変形性顎関節症の病態形成における　HIF-1の関与について

転写因子　HIF-1は、低酸素などのさまざまなスト　レス刺激によ　り安定化

した　HIF-1αと恒常的な　Arntの二量体で構成され、ターゲット遺伝子プロ

モーター領域に存在する　hypoxia response element (HRE)　に結合して遺

伝子の転写を促進する蛋白　と　して知られている(Wang et al., 2005;

Semenza.,2001;Metzen et al., 2004)。 Pfander and Gelse (2007)は、軟骨

の恒常性維持や　oA　の病態変化に伴う軟骨細胞の挙動に、低酸素刺激と

HIF-1αが重要な役割を果たしている可能性を報告した。また、損傷を受

けた組織における急性炎症反応のひとつと　して、 TNF-αが　HIF-1αを誘導

することが創傷の治癒と関係していること(Albina et al., 2001)、 OAの

関節軟骨においてIL-1β刺激や低酸素ストレスによる　HIF-1αの誘導が軟

骨細胞の維持に重要な役割を果たしていること(Yudoh etal.,2004!など

が報告され、 oAの発症や病態進行における　HIF-1の重要性が注目　されつ

つある。また、 Pufe　ら(2004)は、ウシ軟骨細胞を用いた実験において、

過剰な機械的刺激(圧迫刺激)によ　り軟骨細胞に　HIF-1α蛋白が発現した

ことを報告した。同報告では、ウシの軟骨成長板を用い、 ELISA　によ　り

VEGF、 HIF-1α、 MMP-1、 MMP-3、 MMP-13、 TIMP (tissue inhibitor of

metalloproteinase)　-1、 TIMP-2　の分泌量を検討し、軟骨-の過剰な機械

的刺激によ　り　VEGF、HIF-1α、MMP群の分泌量が増加したこ　と、逆に　TIMP

群が減少したこ　とから、 oAの進行に、低酸素以外の刺激と　して、機械的

刺激による　HIF-1や　VEGFの活性化が関与しているこ　とを示唆した。

本研究においても、モデルラットを用いたin　γivo実験において、唆合
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干渉により組織変性の見られた下顎頭の成熟軟骨細胞層に　HIF-1αが強く

検出されたことから、顎関節-の過剰負荷によ　り　HIF-1α誘導が引き起こ

されることが示された。また、 HIF-1標的遺伝子のひとつである　VEGF発

現解析から、誘導された　HIF-1αが活性化し機能していることも明らかと

なったo　さらに、軟骨前駆細胞を用いたin vitro実験において軟骨成熟層

に相当する軟骨分化細胞にのみ　HIF-1α蛋白や標的遺伝子発現の低酸素誘

導が強く認められたことから、ラット下顎頭-の機械的刺激により成熟軟

骨細胞層においてのみHIF-1αが検出された機構が推察された。すなわち、

未分化な軟骨前駆細胞では　HIF-1α誘導刺激が加わっても蛋白の安定化が

起こらないよ　うな何らかの抑制機構が存在し、分化が進むことによ　り、そ

の抑制機構が減弱、消失していく　ものと考えられた。

岩田ら(1989)は変形性顎関節症では、 ①軟骨表面の線維化と亀裂、軟

骨細胞の活動性の増加、集族化、 ②軟骨下骨からの血管の侵入、 ③関節軟

骨の消失、軟骨下骨組織の露出、という進展が見られ、常に崩壊(軟骨層

の亀裂、軟骨細胞の線維化、軟骨細胞死、滑膜炎)と修復(軟骨細胞の集

族化、硝子軟骨-の変化、肉芽形成)が共存していることを述べている。

Tanakaら(2005)は、下顎頭-の過剰負荷が長期にわたると、下顎頭軟

骨の壊死部周辺の　VEGF発現は増強されるものの、軟骨細胞の増殖促進よ

り　も負荷による軟骨細胞の壊死やVEGFによる破骨細胞の誘導、活性化に

よる軟骨組織の破壊、吸収が勝り、軟骨層が罪薄化することによって、顎

関節症様の病態が現れることを示唆している。Pfander(2001)らは正常な関

節軟骨においてほとんど発現が見られないVEGFが、変形性顎関節症患者

の軟骨組織において強く発現するこ　とや、症状の進行と　VEGFの発現に正

の相関があることを示した。また、 Ohashiら(2002)は持続的に強い圧締力

を加えたラットの肘頭軟骨において、通常よ　り　も肥大軟骨細胞の層が厚く

なり　VEGFが強発現すること、正常な軟骨内骨化が阻害され、圧締処置を
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中止した　7　日後においても回復しないことを示した。さらに　Wong　ら

(2003)は、ウシ上腕骨頭軟骨培養細胞に引っ張りもしくは圧縮負荷をかけ

たとき、無負荷の対照群と比べて有意に　VEGFの分泌が増加していること

を示した。これらのことから、成熟した軟骨における　VEGFの発現が異常

な力学的環境での軟骨細胞の増殖や吸収に関連することが示唆されてい

る。

本研究において、 10　日群、 20　日群と経時的にラット下顎頭の　VEGF遺

伝子発現が増加し、負荷の除去に伴い減少した。また、 10　日群では下顎

頭軟骨細胞数は増加傾向が認められ、 OAの初期段階である軟骨細胞の活

動性の増加が起こっており、この時点ではVEGFは負荷のかかった軟骨細

胞を増殖させることにより、異常な力学的環境に適応することに寄与して

いると考えられる。これに対し、 20　日群では、負荷による軟骨の圧迫壊

死が起こっており、軟骨細胞数が減少していた。また、軟骨下骨における

破骨細胞数は　20　日以降増加する傾向が認められた。 Engsig　ら(2000)は、

軟骨組織-の血管侵入が起こる際に、破骨細胞が　MMP-9を産生すること

で軟骨を破壊し、血管が侵入しやすくすることを明らかにしており、この

ことから本研究においても、軟骨下骨の石灰化の進行が認められた　20　日

群以降で、破骨細胞が　VEGFにより誘導され増加し、軟骨組織の破壊、吸

収を起こし、 OAの第2段階である、軟骨下骨からの血管の侵入が起こ　り

やすく　していると考えられる。以上のことから、負荷が長期にわたる　と壊

死部周辺の　VEGF発現は増強されるものの、軟骨細胞の増殖促進よ　り　も負

荷による軟骨細胞の壊死やVEGFによる破骨細胞の誘導、活性化による軟

骨組織の破壊、吸収が勝り、軟骨層が罪薄化することによって、顎関節症

様の病態が現れることが示唆された。

本研究において、 20　日群の成熟軟骨特異的に発現した　HIF-1αと、ラッ

ト下顎頭の　VEGF　遺伝子発現や破骨細胞数の時間経過依存的な変動の傾
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向が、成熟軟骨細胞に特異的に発現した　HIF-1α発現変動と同様な傾向を

示したこ　とから、 HIF-1αが下顎頭-の負荷(スト　レス)に対する生体反

応と　して発現し、 VEGFなどの標的遺伝子発現を誘導することによ　り、OA

の進行に関与していることが示唆された。

3.軟骨前駆細胞　ATDC5について

本研究に使用した軟骨前駆細胞　ATDC5　はインスリ　ンの存在下で未分化

細胞から軟骨細胞に分化するだけでなく、肥大化、石灰化までも観察する

こ　と　ができ、軟骨分化過程を解析するのに非常に有用な細胞である

(Akiyama etal.,1996;Shukunamietal.,1997)。また、アスコルビン酸存

在下で分化の速度が元進することが報告されている(Altaf et al.,2006)0

本実験の　ATDC5分化過程において、 Ⅱ型コラーゲンの遺伝子発現は、培

養開始4　日　目から　7　日　目にかけて元進した。前軟骨細胞が軟骨細胞に分化

した後、増殖軟骨細胞によってⅡ型コラーゲンが合成されること(Kosher

et al., 1986; Shukunami et al., 1996;Enomoto et al., 2000; Fujita et at., 2004;

Tanne et al.,2008)から、 ATDC5の培養開始4日目から7日目の期間に、

軟骨細胞-の分化が完了し、増殖期が開始しているこ　とが確認された。ま

た、軟骨最終分化マーカーであるⅩ型コラーゲン(Enomoto et al., 2000;

Shukunami et al., 1997; Tanne et al., 2008,の遺伝子発現が、培養開始7

日　目から14　日　目にかけて瓦進したこ　とから、培養開始　7　日　目以降ATDC5

の肥大期が開始すると考えられた。同軟骨分化誘導モデルによ　り、 in vivo

における下顎頭軟骨の表層から深層-向けての分化、すなわち、線維層、

増殖層、成熟層、肥大層、そして石灰化層という軟骨層を分化誘導時間に

て再現できることが確認され、各段階における遺伝子および蛋白発現の検

討を通して、本研究のin vivo実験にて観察された軟骨分化過程に特有の

様式を示した　HIF-1α発現、すなわち未分化軟骨における　HIF-1α抑制およ
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び成熟期軟骨でのHIF-1α誘導性が裏付けされた.簡便で正確なATDC5を

用いた本培養モデルは、 OA病態の分子機構の中でも軟骨における、また

は軟骨からの病態関連分子変動の解明に有用であることが確認された0

4.低酸素下培養および低酸素応答機構と軟骨変性について

oA　における　HIF-1αの発現誘導因子と　して、低酸素、 TNF-αやIL-1βな

どの炎症性サイトカイン刺激、メカニカルストレスなどが示唆されている

(Pfander and Gelse, 2007;Albina et al., 2001;Yudoh et al., 2004;Pufe etal.,

2004)。本研究においてラットを用いたin Vivo実験で観察された下顎頭軟

骨成熟層における　HIF-1α誘導因子は不明ままである。軟骨はそれ自体が

無血管臓器であり、組織内が低酸素になっていると考えられるため、本実

験における誘導因子と　して低酸素刺激は考えにくい。また、組織変化や

HIF-1α誘導部位が関節頭に均一に観察されるわけでもなく、滑液を介し

た炎症性サイトカイン刺激による誘導でもないと考えられ、関節頭圧迫に

よる機械的刺激が　HIF-1α誘導因子と　して予想される。一方、活性化した

HIF-1下流シグナルはその活性化機構(因子)によらず遺伝子発現誘導を

介して同様に伝達されると考えられており、HIF-1活性化による下流シグ

ナルの解析を　ATDC5軟骨分化誘導モデルにおいて行うにあたり、低酸素

下培養を用いたo予備実験において1%酸素分圧下での培養により　HIF-1α

が最も反応が強いこと、生体内組織における低酸素と　して　　　2%酸素分

圧が観察されている(広田、 2008)ことから、本研究においても　ATDC5

のHIF-1α誘導に1%酸素分圧下での培養を用いた。また、低酸素培養実験

で低酸素応答のマーカーと　して用いたADMやBHLHB2遺伝子は、それぞ

れ、血管新生や軟骨の分化に関与することが報告されており、石灰化軟骨

への血管の侵入とそれによる骨・骨髄形成、軟骨分化のスピードのアンバ

ランスによる軟骨層の乱れに関係している可能性も考えられた。

34



また、本研究では、HIF-1αが活性化することによってVEGFが誘導され、

血管新生や破骨細胞の誘導、活性化による軟骨・骨組織の破壊、吸収が起

こり、軟骨層が罪薄化することによって、顎関節症様の病態が現れること

が想定されたが(図18)、 HIF-1経路はストレスに対する生存シグナルと

してよく知られており、一方で、実験群の中には成熟層および肥大層が薄

く　なり硝子様変性が見られるものが多く　あり、 HIF-1αがスト　レス刺激を

受けた軟骨細胞のアポトーシス(Carmeliet et al.,1998;Piret et al.,2002;

Graham et al., 2004; Greijer et al., 2004; Krick et al., 2005; Malhotra et al.,

2008)にも関係している可能性も考えられ、骨破壊だけでなく軟骨の変性

にも関与していることが示唆された。

5. HIF-1αと　opGの関係について

骨のリモデリ　ングにはOPG/RANKL/RANKシステムが重要な役割を果た

していることが知られている(Hofbauer et al.,2000;Boyce et al.,2007)。

RANKLは破骨細胞形成に必要な因子であり、間菓系幹細胞や骨芽細胞から

分泌される。また、 OPGも同様に間菓系幹細胞や骨芽細胞から分泌され、

RANKに結合することでRANKLの破骨細胞-のシグナルを競合阻止する

役割を有する(Udagawa et al.,2000;Baron, 1993)

oAでは,メカニカルストレスの蓄積などによって軟骨変性と関節変形

が進行する。顎関節内障や変形性関節症患者には、関節滑液中のヒアルロ

ン酸　hyaluronan:HA)が強く関係しているといわれている。 HAの機能は

その分子量の大きさによって異なり、高分子量HAが細胞増殖、分化など

の細胞の同化反応に関与する(McKee et al., 1996;Tanimoto et al.,2004)

のに対して、低分子量HAは炎症性メディェ一夕-の産生元進などの細胞

の異化反応に関与するとの報告(Ng et al.,1992;McKee et al.,1996;Ohno

etah,2005)がなされている。正常関節滑液においては、 HAは高分子で存
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在しているが、顎関節内障や変形性関節症患者の関節滑液においては低分

子量HAが増加し、それによ　り滑液粘性は正常の1/6-1/14にまで低下する

と報告されている(Bjelle et al.,1983;Dahlet al.,1985:安藤ら、 1997)

これらの所見から、顎関節病変部位での低分子量HAの発現克進が、下顎

頭軟骨の分化に対して何らかの影響を及ぼしていると考えられている。こ

のよ　うに、OAの発症、進行は表層の滑膜および関節滑液との関係が深い。

一方で、 OAでは関節軟骨の変性・破壊と　ともに,骨妹の形成,軟骨下骨

の硬化など関節軟骨周囲の骨組織の変化が認められる。 OAの軟骨下骨で

は骨代謝が克進した状態にあり,軟骨下骨のリモデリング異常は関節形態

の変化や軟骨変性に関与すると考えられているが,その詳細なメカニズム

は明らかにされていない。 Sakaoら(2008)　は, OAの硬化した軟骨下骨

ではIL-6およびRANKLを介した骨リモデリ　ングの変化が生じていること、

また、炎症性サイトカイン以外の他の因子によるRANKLの克進や

osteopontin (OPN)の発現が加わることによって,骨リモデリングがさ

らに増強されて骨棟形成や関節形態の変化が生じると報告した。このよ　う

に、近年、 TMJ-OAの進行に軟骨表層からの破壊とは加のメカニズムの関

与の可能性が示唆されつつある。

本実験においても、負荷を受けたラ　ット関節頭内部(軟骨成熟層)に

HIF-1αが発現するこ　とが確認され、病態進行にその下流シグナルの様々

な遺伝子発現変動が予想された.なかでも、 ATDC5の　HIF-1αを誘導する

と　OPG発現が抑制されることが初めて兄いだされた。 opGの抑制は遺伝

子レベルだけでな　く　蛋白　レベルでも確認されたが、 siRNA　導入によ　る

HIFIA　抑制によ　り低酸素下での　OPG　発現が有意に増加したことから、

HIF-1経路の下流で転写調節されている可能性が示された。すなわち、通

常は軟骨から　opGが分泌され周辺の骨破壊が抑制されているのに対し、

低酸素などの　HIF-1誘導スト　レスが加わると、 HIF-1αが活性化すること
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によ　り骨破壊制御システムの抑制が起こり、周辺の骨破壊促進に寄与する

可能性が示唆され、新しい分子機構の一つと　して興味が持たれたO

6.本研究の臨床的意義について

本研究において、嘆合干渉に伴った下顎頭-の過剰負荷によ　り、下顎頭

軟骨成熟層に特異的に　HIF-1α蛋白が発現することが示され、 TMJ-OA　の

発症メカニズムのひとつと　して、 HIF-1αの発現とそれに伴う　VEGF　の血

管新生及び破骨細胞誘導機構の関与、ならびに破骨細胞分化抑制因子OPG

の発現抑制による破骨細胞の分化促進に起因した骨破壊の可能性が示唆

された(図18)

現在、顎関節病態の治療法にはスプリント療法、薬物療法や理学療法、

外科的療法が用いられているものの、すべてが対症療法であり、発症機序

を標的と　した根治療法は確立されていない。本研究では、唆合干渉が顎関

節症の発症要因のひとつであることが示されたと　ともに、顎関節症の発症

の分子機構の一端が明らかとなり、 HIF-1もしく　はHIF-1誘導因子を標的

と　した核酸、抗体や化合物を用いた分子標的治療開発のJ可能性も示された。
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ストレス刺激
・メカ=カルストレス
・地産など

I

変形性顎関節症

図18　変形性顎関節症とHIF-1との関わり

メカニカルストレスや炎症、虚血に伴う低酸素状態が下顎頭軟骨細
胞においてHIF-1を活性化し、HIF-1によってVEGFの誘導やopGの
抑制が起こることから、破骨細胞が活性化され、骨破壊が起こる。
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総括

本研究では、 VEGF誘導の重要な機構のひとつである　HIF-1経路に着目

し、 TMJ-OAモデル及び培養軟骨細胞における　HIF-1と破骨細胞分化関連

因子の発現変動及びその制御機構の解明を目的と　して、 TMJ-OA　ラットモ

デルと、軟骨分化モデルと　して確立されているマウス軟骨前駆細胞ATDC5

実験系を用いて一連の検討を行い、以下の結果を得た。

1.過剰負荷を受けたラット下顎頭軟骨成熟層に特異的な　HIF-1α発現が

観察され、 VEGF遺伝子発現変動や　TRAP　陽性の破骨細胞数の変動、

さらに組織学的な変化との関係から、 HIF-1が　VEGF遺伝子などの誘

導を介して、骨や軟骨破壊に関与している可能性が示された。

2.培養軟骨細胞を用いた実験により、軟骨分化過程の細胞では、 HIF-1

活性化刺激が加わった場合でも、未分化な前駆軟骨細胞では　HIF-1α

誘導は観察されなかったが、成熟期以降の成熟軟骨細胞特異的に活悼

化することが明らかとなり、ラット下顎頭軟骨における発現分布が再

現された。

3.軟骨細胞における　HIF-1の活性化は、 VEGFなどの増殖因子による破

骨前駆細胞の誘導とともに、破骨細胞分化抑制因子　OPGの抑制を介

した破骨細胞分化誘導によって周辺骨の吸収を促進する可能性が示

唆された。
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以上のことより、過剰負荷が加わった下顎頭軟骨の成熟軟骨細胞では

HIF-1αが活性化し、 VEGFの発現誘導やopGの発現抑制を通じて破骨細胞

の誘導シグナルを発して、関節頭の骨や軟骨の破壊に関与している可能性

が示された。

今回の実験で　TMJ-OA　発症の分子機構の一部が明らかとなり、 TMJ-OA

の新しい治療法開発-の応用展開が強く期待される結果となった。
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