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一骨吸収や炎症との関わりについて一

学位論文内容の要旨

【緒言1

  顎関節は下顎骨および側頭骨、関節円板、関節包などから構成される。骨表面は軟骨、関節円板表面

は線維性組織からなり、それ以外の関節腔内面の表層は滑膜で覆われている。滑膜細胞は顕徼鏡的観察

によルマク口フアージ様のA細胞と線維芽細胞様のB細胞に分類されており、関節腔内の滑液代謝や関

節腔内での病変と非常に深いかかわルガ示唆されている。しかしその構造や機能についてはいまだ明ら

かにきれていない。

  顎関節症は男性よりも女性に高頻度に発症することガ数多くの研究により報告されている。このこと

はエス卜ロゲンなどの女性ホルモンガ発症に関与していることをうかガわせる。エス卜ロゲンはエス卜

ロゲン受容体（ERs）に結合寸ることによりその生理活性を発現し、男女を問わず標的組織の多様な生

理的機能を制御している。ERは現在のところERaとERf3のサブユニットガ明らかにされているガ、顎

関節における局在の詳細は明らかにされていない。また、エストロゲンは関節リウマチの発症において

童要な役割を涜じていることガ知6れているガ、顎関節症との関連性に関しての報告はほとんどない。

  本研究は顧関節を構成している細胞におけるERの局在とともに、それらの細胞に対するエス卜ロゲ

ンの作用を明らかにすることを目的として行った。

【材料と方法J

  マウスマクロフアージ様RAW264.7細胞、ヒ卜線維芽細胞様関節滑膜細胞HFSL細胞およびマウス軟

骨細胞ATDC5細胞をそれぞれA細胞、B細胞、関節軟骨細胞の代用として用いた。それぞれの細胞を

通法により培養し、タンパク質ならぴに全RNAを抽出した。得られたタンパク質はその発現をウエスタ

ンブロツト法により、全RNAはさらにcDNAを合成してRT-PCR法によりmRNAの発現を検討した。

最初にこれらの細胞のERaならびにERf3のmRNAならびにタンパク質発現について検討した。さらに、

エス卜ロゲンとして10．1M17fl-エス卜ラジオールをこれらの細胞に1、3、6、12、24時間作用させて、

破骨細胞誘導因子（RANKLX破骨細胞形成抑制因子（Osteoprotegerin;OPGX RANKL受容体（RANKX

マクロフアージコロ二―刺激因子（M-CSF/CSF-1）およびM-CSF/CSF-1受容体（cIfms）mRNAの発

現を分析した。

【結果1

  今回用いたすぺての細胞にぉいてERaならぴにERp mRNAの発現ガ認められた。ー方、タンパク質
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レペルではRAW264.7細胞においてはERaの発現は認められなかった。さらにこれらの細胞に17-[3-エ

ス卜ラジオールを作用させると寸ぺての細胞でER[3 mRNAの発現は経時的に増加したガ、ERamRNA

は変化しなガった。

  ATDC5細胞ならびにHFSL細胞においてはRANKLならぴにOPG mRNAの発現ガ認められたガ、

RAW264.7細胞ではその発現は認められなかった。ATDC5細胞ならびにHFSL細胞に17-p-エス卜ラジ

オ―ルを作用もせるとOPG mRNAの発現は経時的に増加したが、RANKL mRNAの発現は完全に消失し

た。また、破骨細胞に分化可能なRAW264.7細胞に対してェス卜口ゲンを作用させるとRANK mRNA

の発現ガ増加した。ー方、すべての細胞にc一fms mRNAガ発現していた。また、ATDC5細胞とHFSL

細胞においてはM-CSF/CSF-1 mRNAガ発現していたガ、RAW264.7細胞ではその発現は認められなか

った。さ6にこれらの細胞におけるヶ fmsならびにM-CSF/CSF-1 mRNAの発現はエス卜ロゲンにより

いずれも増加した。

【考察1

  骨芽細胞や聞質細胞などの支持細胞に発現するRANKLは破骨細胞前駆細胞に存在するRANKに結合

して、破骨細胞の分化・活性化を促進する。OPGはRANKのデコイ受容体であり、真の受容体である

RANKへの結合を阻害する。エストロゲンはATDC5細胞ならぴにHFSL細胞におけるRANKLの発現を

減少きせ、OPGの発現を増加させたことから、破骨細胞の分化・活性化を阻害し、骨吸収を抑制すると

考えられる。一方、エス卜ロゲンはRAW264.7細胞におけるRANKの発現を促進させた。この結果はエ

ストロゲンによるRANKL発現滅少の補償機構として作用している可能性ガ考えられる。また、

RAW264.7細胞にERaタンパク質ガ発現していないことから、エス卜ロゲンによるRANK mRNAの発

現の増加はERf3を介しているものと推測される。さらに、RAW264.7細胞においてERaのmRNAは発

現しているにもかかわらず、タンパク質の発現ガ認められないのはタンパク質合成過程で何らかの抑制

ガ生じていることガ推測される。

  ー方、M-CSF/CSF-1のノックアウ卜マウスは破骨細胞形成抑制による大理石病を生ずることガ知られ

ている。また、破骨細胞前駆細胞に発現しているc-Fmsを介したM-CSF/CSF-1のシグナルはRANKの

発現を促進きせることガ報告されている。本研究においてエストロゲンをATDC5細胞とHFSL細胞に

作用させるとM-CSF/CSF-1の発現ガ増加し、さらにRAW264.7細胞ではRANKの発現ガ増加した，実

際の関節腔においては敢骨細胞、A細胞およびB細胞が共存しており、以上の結果がら、女性において

はB細胞におけるRANKの発現ガさらに増加していることガ予想される。咬合異常や悪習癖などにより

顎関節に加わる負荷ガ増大することによつて局所の炎症ガ惹起きれ、RANKLの産生ガ増加すると関節腔

内の破骨細胞ガ分化・活性化して骨破壊を生ずる可能性ガ示唆される。

  M-CSF/CSF-1は血球系幹細胞の増殖、延命の他に成熟マクロフア―ジや願粒球への分化に閲与寸るこ

とガ知られている。エス卜ロゲンを作用亡せると歎骨細胞や線維芽細胞様滑膜細胞における

M-CSF/CSF-Iの発現ガ増加することによルマクロフア―ジのコロ二一化を促進するものと考えられる。

マク口フアージは病原微生物の認識、異物の排除などに関与する免疫細胞であり、NOやインターロイキ

ン1(3（IL-ipX腫瘍壊死因子a（TNF-a）などのサイトカイン、ーそしてマトリックスメタロプロテイン9

（MMP-9）を始めとした基質分解酵素などの種々の因子を産生してこれ6の多様な機能を司つている。

マクロフアージにより産生されるこれ6の因子は病原微生物などの異物に障害を与えるばかりでなく、

正常な周囲組織に対しても炎症などの有害な刺激を及ぼ寸。それ故、ストレスなどの他の要因ガ存在す

るとエストロゲンによるマクロフアージのコロ二一化は女性において滑膜炎などの顎関節病変を生じさ

せる―因となりうることガ予想される。本研究においてはそれぞれの細胞を別々に培養して実験を行つ
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たガ、よりin vivoに近い環境で検討寸るにはこれらの細胞を共存させて実験寸る必要ガある。また、実

際の顎関節腔ではこれらの細胞ばがりでなく、リンパ球などの他の細胞も存在しており、複雑な環境に

なつていることガ予想きれる。さらなる研究により額関節症ガ女性に多く発症する科学的な説明を試み

る こ と は 顎 関 節 症 の 予防 と 治 療の 新 たな 指 針 を提 供 する こ と にな る と忌 わ れ る。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Estrogen and TIVIJ cellular elements

顎関節構成細胞に対するエストロゲンの作用

一骨吸収や炎症との関わりについて一

  審査は，審査員全員出席の下に，申請者に対して提出論文とそれに関連した学科目につ

い て 口 頭 試 問 に よ り 行わ れ た， 審査 論 文の 概 要は ， 以下 の通 り であ る ．

  顎関節症は男性よりも女性に高頻度に発症する．このことはエストロゲンなどの女性ホ

ルモンが発症に関与していることを伺わ世るが，その詳細は明らかではない．エストロゲ

ンはエストロゲン受容体(ER)に結合することによりその生理活性を発現する．ERにはER

aとERロのサブュニットがあるが，顎関節における局在は明らかではない．本研究の目的

は顎関節構成細胞におけるERの局在と，それらの細胞に対するエストロゲンの作用を明ら

かにすることである．

  実験には，顎関節滑膜を構成するA細胞とB細胞，および関節軟骨細胞それぞれの代用

としてマウスマクロファージ様RAW264．7細胞，ヒト線維芽細胞様関節滑膜細胞HFSL細胞

およびマウス軟骨細胞ATDC5細胞を用いた．それぞれの細胞を通法により培養し，タンパ

ク質ならぴに全RNAを抽出した．得られた全RNAはcDNAを合成してRT－PCR法によりmRNA

の発現を検索し，タンパク質の発現はウエスタンブロット法により検討した．

  最初にERaとERロの発現を検討した．その結果，3種類全ての細胞にERQとERロmRNA

の発現が確認されたが，タンパク質レベルではRAW264.7細胞にERaの発現は認められな

かった．次に，破骨細胞誘導因子(RANKL)，破骨細胞形成抑制因子(Osteoprotegerin；OPG)，

RANKL受容体(RANK)，マクロファージコロニー刺激因子(M-CSF/CSF-I)およびM-CSF/CSF一1

受容体(c-fms) mRNAの発現を検討した．HFSL細胞とATDC5細胞にはRANKLとOPG mRNA

が発現しており，エストロゲンによりOPG mRNAの発現は経時的に増加したが，‘RANKL mRNA

の発現iま逆に消失した．   RAW264.7細胞ではRANK mRNAが発現しており，エストロゲンによ

り発現は増加した．全ての細胞にcーfms mRNAの発現が認められ，またHFSL細胞とATDC5

細胞ではM一CSF/CSF→1mRNAも発現していた．また，これらの細胞におけるc一血sならびに
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M-CSF/CSF-1 mRNAの発現はエストロゲンにより増加した．
  骨芽細胞や問質細胞などに発現するRANKLば破骨細胞前駆細胞に存在するRANKに結合

して，破骨細胞の分化・活性化を促進する，OPGはRANKのデコイ受容体であり，真の受容
体であるRANKへの結合を阻害する．本研究において，エストロゲンがHFSL細胞とATDC5

細胞でRANKLの発現を減少させ，OPGの発現を増加させたことは，エストロゲンが破骨細
胞の分化・活性化を阻害し，骨吸収を抑制することを示している．  RAW264.7細胞における

RANKの発現促進は，エストロゲンによるRANKLの発現減少を補償するものと思われる．
  マクロファージは病原微生物の認識や異物の排除などに関与する免疫細胞で，NOやIL―1

ロ，TNFーaなど，種カの因子を産生してその多様な機能を司っている，これらの因子は病
原微生物などに障害を与えるばかりでなく，慢性的あるいは過剰に産生された場合には，

正常な周囲組織に対しても炎症などの有害な刺激を及ぼす．M-CSF/CSF-lはマクロファー
ジの分化を促進することから，本研究に茄いてエストロゲンがHFSL細胞やATDC5細胞で

M-CSF/CSF-lの発現を亢進し，RAW264．7細胞でM-CSF/CSF一1の受容体をコードするc一 fms
の発現を増加させたことは，実際の顎関節において，エストロゲンがマクロファージの分

化や活性化を促進させることを示唆する．ストレスなど，他の要因が存在する場合に，エ
ストロゲンによるマクロファージの分化・活性化が重なって，顎関節症を発症するものと

考えられる，このように顎関節症の発症にエストロゲンが関わっていることが，本疾患が
女性に好発する一因と考えられる，

  10一11Mエストロゲンにより，すべての細胞でERB mRNAの発現が経時的に増加したが，
ER amRNAには変化がみられなかったことから，エストロゲンの作用はERロを介して行わ
れるものと考えられた．

論文の審査にあたって，論文申請者による研究の要旨の説明後，本研究ならびに関連す

る研究について質問が行われた・

主な質問事項は，

1） RAW264.7細胞の性格・特徴は，

2）エストロゲンの至適濃度は，

3）顎関節症発症の分子メカニズム，

4）ア顎関節を構成する細胞の特徴・機能は，等であった・

  いずれの質問についても，論文申請者から明快な回答が得られ，また将来の研究の方向

性についても具体的に示された．本研究は，エストロゲンが破骨細胞の分化・活性化を阻
害することにより骨吸収を抑制すること，マクロファージの分化・活性化を促進すること

により顎関節症の発症に関与すること，ならぴにエストロゲンの作用はERロを介して行な
われることを明らかにしたことが高く評価された．本研究の業績は，口腔外科の分野はも

とより，関連領域にも寄与するところ大であり，博士（歯学）の学位授与に値するものと
認められた．


