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Thepurposeofthisstudywastoidentifythecellularmechanismsoccurringinthe

functionalchangesofchondrocytesofthetemporomandibularjoint(TMJ).Forthispur1

pose,immunohistochemicalanalyseswereperformedtoexaminetheproliferationand

differentiationofchondrocytesinratTMJcartilagewithexperimentallyinducedunilat-

eraltoothloss.Theupperright-sidemolarswereextractedfromadultfemalerats,and

thentheanimalsweresacrificedtoremoveboththeright(tooth-extracted)andtheleft

(non-toothextracted)sidesofthemanibularcondyles3,5,7,and14dayslater.H-E,

alciaｎblue,andimmunohistochemicalstainingsofthesectionswerecarriedout.The

antibodiesusedinimmunohistochemicalstainingswereasfollows:anti-PCNA,-BrdU,

-Sox9
,-IndianHedgehog(lhh),-PTHrP,-typeⅡcollagen,and-typeXcollagenanti-

bodies.Ourfindingssuggestthattheimbalancedmechanicalforcethatwasexperimen-

tallyinducedbytheunilaterallossofteethinfluencedcartilagemetabolism,andcaused

morphologicalchangesinTMJcartilagebycontrolledgrowthfactorcascades.
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緒 言

顎関節の関節面 に存在する下顎頭軟骨i～4)は,

様々な顎機能によって発生する圧縮,剪 断あるい

は引張応力に適応するために負荷の支持点 となる

領域であると考 えられている5)。そのため,下 顎

頭軟骨は成長や改造に対 して特別な多角的適応力

を持ち,軟 骨形成の改造や再生,そ れに続 く軟骨

内骨化を通 して,機 械的負荷に適応できる機能を

有する6,7)。下顎頭軟骨 において観察 される軟骨形

成 と,そ の結果として起こる軟骨内骨形成はイン

スリン様成長因子などの成長因子によって調節さ

れている8)。軟骨形成における細胞の増殖,分 化,

成熟の調整に対 して重要なシグナルをもたらすい

くつかの細胞外成長因子が明 らかになって きてい

る9)。

さらに顎関節は滑膜関節のひ とつであるが,蝶

番運動のみならず滑走運動も行い,運 動の終末位

が咬合 により規定 されていることが特徴である。

したがって咬合の変化により顎関節における圧の

負担状態に変化が生 じることが想像 される。咬合

あるいは咀嚼の機能不全,臼 歯の喪失,片 側性の
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咀嚼様式やブラキシズムのような生体力学的な要

素は,関 節構造の絶対的あるいは相対的な過重負

担を通 して退行性の顎関節症の開始あるいは進行

に関与す ることが指摘 されている10)。咬合接触が

片側のみに存在する場合,下 顎位が不安定になり,

咬合力により咬合接触点 を中心に反対側の咬合高

径が減少 し,下 顎位が反対側 に偏位する。この状

況で過度の咬合力が顎関節に加わると,歯,歯 周

組織および顎関節が崩壊する危険性が非常に高 く

なることが知 られているl1)。

基本的に類似の構造を備 える動物の顎関節にお

いても,同 様の現象が生 じることが考えられてい

る。 したがって動物モデルにおける臼歯の片側抜

歯による下顎頭の変化は,顎 関節への負荷に対す

る生体の反応 と捉えることができる。このような

観点から,片 側性の臼歯抜歯 を行 った研究では,

顎関節の形態学的変化 として円板後部における局

所循環の障害,線 維の走行が不規則にな り,下 顎

頭軟骨における軟骨細胞の凝集,顎 関節における

関節軟骨の破壊等の組織学 的変化がヒ トおよび

ラッ トにおいて報告 されている12,13)。

持続的な片側性咀嚼は顎関節に対 して咬合の不

均衡により機械的負荷の変化を引き起 こす可能性

があり,顎 関節に対する不適切な咬合の影響,あ

るいは咬合の変化に対す る顎関節の適応性を検討

することは,顎 関節と咬合の相互的な関連性を明

らかにするという点において臨床的に重要である

と考えられる。 しか し,こ のような顎関節への機

械的負荷が変化 した状況で,顎 関節の下顎頭軟骨

における細胞生物学レベルでの詳細な検討は十分

に行われていない。そこで本研究では,ラ ッ トを

用いた片側性の臼歯喪失が下顎頭軟骨 に及ぼす影

響を細胞レベルで検討 し,顎 関節の軟骨代謝の調

節機構の一端 を明らかにす ることを目的 とした。

そのために,実 験的な片側臼歯抜歯 を行い,軟 骨

細胞の増殖及び分化マーカーを用いた免疫組織化

学染色により下顎頭軟骨 を形態学的に検索 した。

材料および方法

1.実 験動物と方法

実験 は奥羽大学動物実験規定に従って行 った。

lO週 齢の雌SDラ ッ ト(日 本クレア社)を 用い,
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エ ー テ ル 麻 酔 下 に て 無 痛 的 に実 験 を行 っ た。 無 処

置 を対 照 群,右 側 上 顎 第1,第2臼 歯 お よ び 第3

臼歯 の 抜 歯 を 行 っ た側 を抜 歯 側 群,非 抜 歯 側 を非

抜 歯 側 群 と した 。 被 検 体 の 対 照 群 は30匹 の 右 側

と し,実 験 群 は30匹 と し,抜 歯 後3,5,7日 お

よ び14日 に 下 顎 骨 を採 取 した 。 ま た 採 取 の2時

間前 に50mg/kg体 重 の5-プ ロ モ デ オ キ シ ウ リジ

ン(Sigma社,UsA)を 抗BrdU抗 体 に よ る 細

胞 増 殖 の 評 価 の た め に投 与 した。 下 顎 骨 を採 取 後

た だ ち に4℃,中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ンに 浸 漬 し,20

時 間 固 定 を行 っ た 。 そ の 後,4℃,1O%EDTA

に て14日 間 脱 灰 し,通 法 に 従 い 脱 水 し下 顎 骨 を

水 平 的 に は 咬合 平 面 で,前 後 的 に は 下 顎 切 痕 最 深

部 で 分 割 しパ ラ プ ィ ン包 埋 して,約5μmの 連

続 切 片 を 作 成 し た。 こ れ ら の 切 片 に 対 し て

Hematoxylin-Eosin(H-E)染 色,Alcianblue

染 色 お よび 免疫 組 織 化 学 染 色 を行 っ た 。

2.染 色 方 法

一 般 染 色 と し てH-E染 色 お よ びAlcianblue

染 色 を通 法 に従 っ て 行 っ た14)。免 疫 組 織 化 学 染 色

は 増 殖 マ ー カ ー の ウ サ ギ 抗 ラ ッ トProliferating

cellnuclearantigen(PCNA)ポ リ ク ロ ー ナ ル

抗 体(SantaCruz社,UsA),分 化 マ ー カ ー の ウ

サ ギ 抗 ラ ッ トsox9ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(santa

Cruz社,UsA),ヤ ギ抗 ラ ッ トIndianhedgehog

(Ihh)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(santaCruz社,

UsA),ウ サ ギ 抗 ラ ッ トParathyroidhormone-

relatedprotein(PTHrP)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(santaCruz社,UsA),軟 骨 基 質 マ ー カ ー の ウ

サ ギ 抗 ラ ッ トtypeⅡcollagenポ リク ロ ー ナ ル 抗

体(メ ル ク 社,日 本),ウ サ ギ 抗 ラ ッ トtypeX

collagenポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(メ ル ク 社,日 本),

増 殖 マ ー カ ー の マ ウ ス 抗 ラ ッ ト

Bromodeoxyuridine(BrdU)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体(Chemicon社,UsA)を 一 次 抗 体 と して 使 用

した 。 二 次 抗 体 及 び ス トレ プ トア ビ ジ ン標 識 ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ は,ヒ ス トフ ァイ ンキ ッ ト(ニ チ レ

イバ イ オ サ イエ ン ス,東 京)を 用 い た。 切 片 を キ

シ レ ン に よ り脱 パ ラ フ ィ ン し,エ タ ノ ール 系 列 で

親 水 後,内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を阻 害 す

る た め に3%H202に5分 間 浸 漬 し た 。0.01mol/

Lリ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩 水(PBS,pH7.4)で 洗 浄 後,

(28)



Vo1.36No.2 片側臼歯喪失に対する下顎頭軟骨の組織化学的検索:高橋

非 特 異 的 発 色 を 抑 え る た め に 抗Ihh抗 体 の 免 疫

組 織 化 学 的 染 色 に対 して は10%ウ サ ギ 正 常 血 清

-PBs(blockingbuffer
,ヒ ス トフ ァ イ ン キ ッ ト,

ニ チ レ イ)と30分 間 反 応 させ た。 抗PCNA抗 体 ,

抗Sox9抗 体,抗PTHrP抗 体 の 免 疫 組 織 化 学 的

染 色 に 対 して は1O%ヤ ギ 正 常 血 清 －PBs(blocking

buffer,ヒ ス トフ ァ イ ン キ ッ ト,ニ チ レ イ)と30

分 間 反 応 させ た 。 次 に,blockingｂufferで100倍

に希 釈 した一 次 抗 体 と,モ イ ス チ ャー チ ャ ンバ ー

内 に て4℃ の も と1時 間 反 応 させ た 。 反 応 後

PBsで 洗 浄 し,抗Ihh抗 体 の 免 疫 組 織 化 学 的 染

色 に対 して は二 次 抗 体 と して ビオ チ ン標 識 ウ サ ギ

抗 ヤ ギIgG抗 体 と室 温 で10分 間 反 応 させ た 。 抗

PCNA抗 体,抗sox9抗 体,抗PTHrP抗 体 の 免

疫 組 織 化 学 的染 色 に対 して は 二 次 抗 体 と して ビオ

チ ン標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギIgG抗 体 と室 温 で10分 間

反 応 させ た 。 反 応 後,PBsで5分 間3回 洗 浄 し,

次 い で ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識 ス トレ プ トア ビ ジ ン

と7分 間 反 応 させ た 。 抗typeⅡcollagen抗 体,

抗typeXcollagen抗 体 に 対 して は,キ シ レ ンに

よ り脱 パ ラ フ ィ ン し,エ タ ノ ー ル 系 列 で 親 水 後,

2.5%ピ アル ノ ニ ダ ー ゼ(和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社,

日本)で1時 間処 理 後,内 因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

の 活 性 を阻 害 す るた め に3%H202に5分 間 浸 漬

した 。lO%ヤ ギ 正 常 血 清-PBs(blockingbuffer)

と30分 間 反 応 させ た 。 次 に,モ イ ス チ ャ ー チ ャ

ンバ ー 内 に て4℃ の も と1時 間blockingbuffer

で100倍 に 希 釈 し た一 次 抗 体 と 反 応 させ た 。PBs

で 洗 浄 し,二 次 抗 体 と して ビオ チ ン標 識 ヤ ギ 抗 ウ

サ ギIgG抗 体 と室 温 で10分 間 反 応 させ た 。 反 応

後,PBsで5分 間3回 洗 浄 し,次 い で ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ標 識 ス トレプ トア ビ ジ ン と7分 間 反 応 さ

せ た。 抗BrdU抗 体 に 対 して は2NHClに1時 間

浸 漬 し,PBsで 洗 浄 後,10%ウ サ ギ 正 常 血 清

-PBs(Olockingbuffer)と30分 間 反 応 させ た 。 次

に,モ イ ス チ ャ ー チ ャ ンバ ー 内 に4℃ で1時 間

blockingbufferでlOO倍 に希 釈 した 一 次 抗 体 と反

応 させ た 。PBsで 洗 浄 後,二 次 抗 体 と して ビ オ

チ ン標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ スIgG抗 体 と 室 温 で10分

間 反 応 させ た 。 反 応 後,PBsで 洗 浄 し,次 い で

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識 ス トレプ トア ビ ジ ン と7分

間 反 応 させ た。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス トレ プ ト
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図110週 齢 ラッ ト下顎頭軟骨の顕微鏡写真。線維層(F),

増殖層(P),成 熟層(M),肥 大層(H)が みられる。

ア ビ ジ ン を 反 応 させ た 全 て の 切 片 に 対 してPBs

で 洗 浄 後,3,3'-diaminobenzidine(DAB基 質 キ ッ

ト,ニ チ レ イバ イオ サ イ エ ン ス,東 京)を 用 い て

5分 間 発 色 させ た 。 そ の 後,通 法 に従 い 脱 水,封

入 した 切 片 を光 学 顕 微 鏡 に て 観 察 した 。 な お,陰

性 対 照 と して 一 次 抗 体 を 省 略 した後,そ れ ぞ れ の

二 次 抗 体 を反 応 させ,ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト

レ プ ト゚ア ビ ジ ン を反 応 させ た 。 全 て の 陰 性 対 照 群

の 切 片 に は 非 特 異 的 反 応 が み られ な い こ と が確 認

され た 。

3． 定 量 的 分 析

RabieABらl5)の 方 法 に 則 り,ImageJ{National

InstitutesofHealth(NIH),UsA}を 用 い て,

各 切 片 の 下 顎 頭 中 央 部 の400×400μmの 領 域 に

お け る細 胞 数 お よ び 面 積 を 計 測 した。

4.統 計 処 理

有 意 差 検 定 に は,Kruskal-Wallis順 位 検 定 を行

い,多 重 比 較 にBonferroni補 正Mann-Whitney

検 定 を 用 い た。

結 果

1.H-E染 色

ラット下顎頭軟骨 には細胞の形態により関節腔

か ら石灰化側 にむかって4つ の層が認め られ る

(図1)。 線維層(F)は2～3層 の扁平 ない し

紡錘形の細胞からなる。増殖層(P)の 細胞 は線

維層のものと比較 してやや丸みをおびた楕 円形の

(29)
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図2 ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の 対 照 群,抜 歯側 群 お よ び 非 抜 歯 側 群 に お けるH-E染

色 所 見 。(a,d,g,j):抜 歯側 群,(b,e,h,k):非 抜 歯側 群,(c,f,i,1):対

照 群 。(a-c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g-i):実 験7日 後,(jー1):実

験14日 後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。 矢 印:厚 さの 減 少 が み られ た領 域,

矢 じ り:厚 さの 増加 がみ られ た領 域 。

図3ラ ッ ト下顎頭軟骨の対 照群,抜 歯側

群 および非 抜歯側群 における軟骨層

の厚 さの比較。★:p<0.01。 対 照群

と比較 して,抜 歯側群では,3日,5

日,お よび7日後 に軟骨層の厚 さに

減少 が認め られた。これに対 して非

抜 歯側群 では,7日,お よび14日 後

に軟骨層の厚 さに増加が認め られた。

図4 ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の 対 照群,抜 歯 側 群 およ び 非 抜 歯側 群 に お け る アル シ

ア ン ブル ー 染色 所 見 。(a,d,g,j):抜 歯側 群,(b,e,h,k):非 抜 歯側 群,(c,

f,i,1):対 照 群 。(a-c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g.i):実 験7日 後,

(j-1):実 験14日 後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。 矢 印:染 色面 積 の 減 少 した領

域,矢 じり:染 色 面 積 の 増加 した領 域 。

細胞からなる。成熟層(M)で は細胞形態はさら

に大 きくなり類円形 を示す。肥大層(H)の 軟骨

細胞は著 しい肥大を示すが,そ の細胞構造が崩壊

しているものが存在す る。

H-E染 色所見を図2に 示す。 また軟骨層の厚

さの比較を図3に 示す。抜歯側群では,対 照群 と

比較 して,3日,5日,お よび7日 後に軟骨層の

厚さに減少が認め られた。これに対 して非抜歯側

群では,7日,お よびl4日 後に軟骨層の厚 さに

図5ラ ット下顎頭軟骨の対照群,抜 歯側群

および非抜歯側群におけるアルシアン

ブル-染 色面積 の比較。★:p<0.01。

対照群 と比較 して,抜 歯側 群では,

3日,5日,7日 お よび14日 後 に染 色

性の減少が認め られた。これに対 し

て非抜歯側群 では,7日 後 に染色性

の増加 が認め られた。

増加が認められた。

2.Alcianblue染 色

Alcianblue染 色所見を図4に 示す。 また軟骨

基質の染色面積の比較 を図5に 示す。対照群では,

肥大層 における軟骨基質に染色性が認められた。

対照群 と比較 して,抜 歯側群では,3日,5日,

7日 および14日 後に染色性の減少が認められた。

これに対 して非抜歯側群では,7日 後に染色性の

増加が認められた。
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図6 ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の 対 照群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯 側 群 に お け るPCNA

の免 疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,J):抜 歯 側群,(b,e,h,k):非 抜歯

側 群,(c,f,i,1):対 照群 。(a-c):実 験3日 後(d-f):実 験5日 後,(g-i):

実験7日 後,(j-1):実 験14日 後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。 矢 印:陽 性 細 胞

数 の 減 少 した領 域,矢 じり:陽 性 細 胞 数 の増 加 した領 域 。

図7ラ ット下顎頭軟 骨の対照群,抜 歯側

群および非抜歯側群にお けるPCNA

陽性細胞数の比較。★:p<0-01。対 照

群 と比較 して,抜 歯側群 では,3日,

5日,7日,お よび14日 後 に,PCNA

陽性細胞数の減少が観察 された。非

抜歯側群では5日,7日,お よび14日

後 に,PCNA陽 性細胞数の増加が観

察された。

図8ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯側 群 にお けるBrdUの

免 疫組 織 化 学 的染 色 所 見 。(a,d,g,j):抜 歯 側 群,(b,e,h,k):非 抜歯 側 群,

(C,f,i,1):対 照 群 。(a-c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g-i):実 験7

日後,(j-1):実 験14日 後 。 ス ケ-ル バ ー=200μm。 矢 印:陽 性 細 胞数 の 減

少 した領 域,矢 じり:陽 性 細 胞 数 の 増加 した領 域。

図9ラ ッ ト下顎頭軟骨の対照群,抜 歯側

群および非抜歯側群におけるBrdU陽

性細胞数の比較。*.p<0.01。 対照群

と比較 して,抜 歯側群 では,3日,5

日,7日,お よび14日 後 に,BrdU陽

性細胞数 の減少が観察 された。非抜

歯 側群 で は7日,お よ び14日 後 に,

BrdU陽 性細胞数 の増加 が観 察 され

た。

3.免 疫組織化学的検索

1)PCNAの 発現

PCNAの 発現 を図6に 示す。またPCNA陽 性

細胞数の比較を図7に 示す。対照群では,増 殖層,

成熟層および肥大層の細胞の核 にその発現がみ ら

れた。抜歯側群では,3日,5日,7日,お よび

14日 後に,増 殖層,成 熟層および肥大層 におけ

るPCNA陽 性細胞数の減少が観察 された。 これ

に対 して,非 抜歯側群で は5日,7日,お よび

14日 後 に,増 殖層,成 熟層および肥大層 におけ

るPCNA陽 性細胞数の増加が観察 された。

2)BrdUの 発現

BrdUの 発現を図8に 示す。またBrdU陽 性細

胞数の比較を図9に 示す。対照群では,増 殖層,

成熟層および肥大層の軟骨細胞にその発現がみら

れた。抜歯側群では,3日,5日,7日,お よび

14日 後に,増 殖層,成 熟層お よび肥大層 の軟骨

細胞におけるBrdU陽 性細胞数の減少が観察 さ
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図10 ラ ッ ト下 顎頭 軟 骨 の 対 照群,抜 歯 側 群 お よ び非 抜 歯 側 群 に お け るSox9の

免 疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,j):抜 歯側 群,(b,e,h,k):非 抜 歯側 群,

(C,f,1,1):対 照群 。(a-c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g-i):実 験7

日後,(jー1):実 験14日 後 。 スケ ー ルバ ー=200ｵm。 矢 印:陽 性 細 胞 数 の減

少 した領 域,矢 じ り:陽 性 細胞 数 の 増加 した領 域 。

図11 ラッ ト下顎頭軟 骨の対照群,抜 歯側

群 および非抜歯側群 におけるSox9陽

性 細胞 数の比 較。★:p<0.01。 対 照

群 と比較 して,抜 歯側群 では,3日,

5日,7日,お よび14日 後 に,Sox9陽

性細胞数の減少が観察 された。非抜

歯側 群 では7日後 に,Sox9陽 性 細胞

数 の増加が観察 された。

図12ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の対 照群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯側 群 にお け るIhhの 免

疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,j):抜 歯側 群,(b,e,h,k):非 抜 歯側 群,(c,

f,i,1):対 照 群 。(a-c):実 験3日 後(d-f):実 験5日 後,(g-i):実 験7日 後,

(j-1):実 験14日 後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。 矢 印:陽 性 細胞 数 の 減 少 した

領 域,矢 じ り:陽 性 細 胞数 の増 加 した領 域 。

れた。 これに対 して,非 抜歯側群では7日,お よ

び14日 後に,増 殖層,成 熟層および肥大層 の軟

骨細胞 におけるBrdU陽 性細胞数の増加が観察

された。

3)sox9の 発現

Sox9の 発現を図10に 示す。またSox9陽 性細胞

数の比較 を図11に 示す。対照群では,増 殖層 お

よび成熟層の軟骨細胞にその発現がみ られた。抜

歯側群では,3日,5日,7日,お よび14日 後に,

図13ラ ッ ト下顎頭軟骨の対照群,抜 歯側

群 および非抜歯側 群 におけ るlhh陽

性 細胞数 の比較。★:p<0-01。 対 照

群 と比較 して,抜 歯側群 では,3日,

5日,お よび7日 後 に,1hh陽 性 細胞

数の減少が観察 された。非抜歯側群

では7日後に1hh陽性細胞数の増加 が

観察 された。

増殖層および成熟層の軟骨細胞 におけるsox9陽

性細胞数の減少が観察された。これに対 して,非

抜歯側群では7日 後に,増 殖層および成熟層の軟

骨細胞 におけるsox9陽 性細胞数の増加が観察 さ

れた。

4)Ihhの 発現

Ihhの 発現 を図12に 示す。 またIhh陽 性細胞

数の比較 を図l3に 示す。対照群 では,増 殖層 お

よび成熟層の軟骨細胞 にその発現がみ られた。抜
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図14ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯側 群 お よび 非 抜 歯 側 群 に お け るPTHrP

の 免 疫 組織 化 学 的染 色 所 見 。(a,d,g,j):抜 歯 側群,(b,e,h,k):非 抜 歯

側 群,(C,f,1,1):対 照群 。(a-c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g-i):

実 験7日 後(jー1):実 験14日 後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。 矢 印:陽 性 細胞

数 の 減 少 した領 域,矢 じり:陽 性 細 胞数 の増 加 した領 域 。

図15ラ ッ ト下顎頭軟骨の対照群,抜 歯側

群 および非 抜歯側 群におけるPTHrP

陽性細胞数の比較。★:p<0.01。対 照

群 と比較 して,抜 歯側群 では,3日,

5日,お よび7日 後 に,PTHrP陽 性

細胞数の減少が観察 された。非抜歯

側 群で は7日後 にPTHrP陽 性細胞 数

の増加が観察 された。

,

図16ラ ッ ト下顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯側 群 お よ び非 抜 歯 側 群 に お け るtypeII

co11agenの 免 疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,1):抜 歯 側 群,(b,e,h,k):

非 抜 歯側 群,(c,f,i,1):対 照群 。(a-c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g-i)

:実 験7日 後,(j-1):実 験14日 後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。 矢 印:染 色 面

積 の 減 少 した領 域,矢 じり:染 色 面 積 の 増加 した領 域 。

図17 ラッ ト下顎 頭軟 骨 の対照 群,抜 歯側 群

お よび 非 抜 歯 側 群 に お け るtype皿

collagen染 色 面積 の 比 較。 ★:p<0.01。

対 照 群 と比 較 して,抜 歯側 群 で は,

3日,7日,お よ び14日 後 に,type

豆co1lagenの 染 色 性 の 減 少 が観 察

さ れ た。 非 抜 歯 側 群 で は14日 後 に

typeⅡcollagenの 染 色 性 の 増 加 が

観 察 され た。

歯側群では,3日,5日,お よび7日 後に,増 殖

層 および成熟層 の軟骨細胞におけるIhh陽 性細

胞数の減少が観察 された。これに対 して,非 抜歯

側群では7日 後に増殖層および成熟層の軟骨細胞

におけるIhh陽 性細胞数の増加が観察 された。

5)PTHrPの 発現

PTHrPの 発現 を図14に 示 す。 またPTHrP陽

性細胞数の比較 を図15に 示す。対照群で は,増

殖層および成熟層の軟骨細胞にその発現がみられ

た。抜歯側群では,3日,5日,お よび7日 後に,

増殖層および成熟層の軟骨細胞 におけるPTHrP

陽性細胞数の減少が観察 された。これに対 して,

非抜歯側群では7日 後に増殖層および成熟層の軟

骨細胞におけるPTHrP陽 性細胞数の増加が観察

された。

6)TypeIIcollagenの 発現
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図18ラ ッ ト下顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯側 群 にお けるtypeX

collagenの 免 疫組 織 化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,1):抜 歯側 群,(b,e,h,k):

非 抜 歯側 群,(c,f,i,1):対 照群 。(a1c):実 験3日 後,(d-f):実 験5日 後,(g-i)

実 験7日 後,(j11):実 験14日 後 。 スケ ー ル バ ー=200μm。 矢 印:染 色 面

積 の 減 少 した領 域,矢 じ り:染 色 面積 の増 加 した領 域 。

図19 ラット下 顎頭 軟 骨の対 照群,抜 歯 側 群

お よ び 非 抜 歯 側 群 に お け るtypeX

co11agen染 色 面 積 の 比 較 。★:p<0.01。

対 照群 と比 較 し て,抜 歯 側 群 で は,

3日,5日,7日,お よ び14日 後 に,

TypeXcollagenの 染 色性 の 減 少 が

観 察 され た。 非 抜 歯側 群 で は14日 後

に肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に お け るType

Xcollagenの 染 色 性 の 増 加 が 観 察

さ れ た。

TypeIIcollagenの 発現 を図;6に 示 す。 また

TypeⅡcollagen陽 性軟骨基質面積の比較を図17

に示す。対照群では,成 熟層,お よび肥大層の軟

骨基質にその発現がみ られた。抜歯側群では,3

日,7日,お よび14日 後 に,成 熟層,お よび肥

大層の軟骨基質におけるtypeIIcollagenの 染色

性の減少が観察 された。これに対 して,非 抜歯側

群では14日 後の成熟層,お よび肥大層の軟骨基

質におけるtypeⅡcollagenの 染色性の増加が観

察 された。

7)TypeXcollagenの 発現

TypeXcollageい の発現 を図18に 示 す。 また

TypeXcollagen陽 性軟骨基質面積の比較を図19

に示す。対照群では,肥 大層の軟骨基質にその発

現がみられた。抜歯側群では,3日,5日,7日,

お よび14日 後 に,肥 大層 の軟骨 基質 にお け る

TypeXcollagenの 染色性 の減少が観察 された。

これに対 して,非 抜歯側群では14日 後 に肥大層

の軟骨基質 におけるTypeXcollagenの 染色性

の増加が観察 された。

これらの結果 より,各 群における軟骨層の厚 さ

の変化(表1),増 殖マーカー陽性細胞数の変化(表

2),分 化マーカー陽性細胞数の変化(表3),軟

骨基質面積の変化(表4)を 表に示す。対照群 と

比較 して,抜 歯側では3日 目か ら軟骨層の厚 さ,

PCNA,BrdU,Ihh,PTHrP,Sox9の 発 現,お

よび 軟 骨 基 質 合 成 は 減 少 を示 し,一 方,非 抜 歯 側

で は例 外 と して,5日 目のAlcianblue染 色,5

日 目 のPCNA,3日 お よ び5日 目のBrdUの 発

現 は減 少 して い た が,7日 目か ら は軟 骨 層 の 厚 さ,

PCNA,BrdU,Ihh,PTHrP,sox9の 発 現,お

よび 軟 骨 基 質 合 成 は 増 加 を示 し た。

考 察

咀嚼の変化が顎関節に影響 を及ぼす可能性につ

いては,今 まで多くの研究によって検討されてき

た9～12)。しか しながら顎関節への機械的負荷が変

化 した状態における軟骨細胞の分化 ・増殖につい

ては,未 だ詳細には検討 されていない。今回 ラッ

トに対 して片側抜歯を行 うことにより人工的に関

節負荷モデルを作製 し,下 顎頭軟骨において どの

ような変化が生ずるかを形態学的および免疫組織

化学的に検討 した。基本的に類似の構造を備 える

動物の顎関節において も,片 側性の咀嚼による下

顎の偏位が生 じることが報告 されており,動 物モ

デルにおける臼歯の片側抜歯による下顎頭の変化

は,不 適切な顎関節への負荷 に対す る生体の反応

と捉 えることができるとしている12)。

1.軟 骨層の厚 さについて

下顎頭軟骨の軟骨層の厚 さは軟骨細胞の増殖 と
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表1各 群における軟骨層の厚 さの変化

表2各 群における増殖 マー力ー陽性細胞数 の変化

表3各 群における分化 マーカー陽性細胞数の変化

表4各 群における軟骨基質面積の変化

石灰化の調和 によって維持 されてい る16)。した

がって,増 殖活性の減少は軟骨層の厚 さの減少の
一因であると言 える。下顎頭軟骨の厚 さの減少は,

間葉細胞の増殖,軟 骨芽細胞への分化の減少ある

いは軟骨細胞の成熟,肥 大化の段階における時間

の短縮によって起こる。下顎頭軟骨への圧縮応力

が1週 間以上継続 した場合に,軟 骨層の厚 さを減

少 させ ることがinvitro17),お よびinvivo18)の 実

験で示 されている。軟骨組織の量は関節の運動,

咀嚼による力などの生理的な力の喪失 あるいは,

静的な圧縮力が加わることによって減少するが,
一方間欠的な力のような適切な力を加えることに

よって増加する傾向にある19)ことが言われている。

本研究において,ラ ッ ト上顎臼歯を片側のみ抜歯

することにより,抜 歯側群では,対 照群 と比較 し

て,3日,5日,お よび7日 後に軟骨層の厚 さに

減少が認められた。 これに対 して非抜歯側群では,

7日,お よびi4日 後に軟骨層 の厚 さに増加が認

め られたことから,機 械的負荷の変化によって抜

歯側においては,細 胞の分化,増 殖および軟骨基

質が減少 した結果 として,軟 骨層の厚 さの減少が

起 き,逆 に非抜歯側においては,細 胞の分化,増

殖および軟骨基質の増加 した結果として,軟 骨層

の厚 さの増加が起 きていることが示 された。

2．PCNAお よびBrdUの 発現 について

細胞増殖 の状態 を検索するために,PCNAお
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よびBrdUを 用いた。PCNAはcyclinと も呼ばれ,

DNAポ リメラーゼ δのDNAslｉdingclampと し

て機能 し,真 核生物の染色体DNAの 複製に必須

である。そのため,細 胞増殖のマーカーとして使

用 されて きた20)。下顎頭軟骨において,PCNA陽

性細胞は軟骨細胞の有糸分裂時に著明に高 くな

る21,22)ことが報告 されている。PCNAの 合成の割

合は中期Gl期 で最 も低 く,後 期G1期 中に増加 し,

中期s期 に最大になり,そ の後,後 期S期 中に

は元 の レベル に まで減 少 す る23)。そ の た め,

PCNA陽 性細胞は細胞周期のGl相 とs相 に存在

す ると言える。また下顎前方移動装置を装着 した

結果,下 顎頭軟骨の全領域の増殖層および成熟層

にPCNA陽 性細胞が増加す る24,25)ことが報告 さ

れている。 さらに軟骨細胞 に周期的な伸張力を加

えた結果,PCNAのmRNA量 が増加する25)こと

が報告されている。 これらのことから下顎頭軟骨

において機械的刺激によって細胞のDNA合 成が

促進 され,PCNA陽 性細胞 は増殖 している細胞

として検出され ることが示 された。 また,BrdU

はハロゲン化 ピリミジンの一種でチ ミジンの類似

物質であるため,チ ミジンの代わ りにDNA合 成

期にある複製 している細胞に取 り込 まれるためS

期細胞の優れたマーカーである26)ことが報告 され

ている。 さらにBrdU陽1生 細胞 は下顎頭軟骨へ

の圧縮応力により減少した27)ことが報告 されてい

る。また下顎を側方変位 させる装置を装着するこ

とにより機能的側方への変位を起 こした場合には,

下顎頭が前方移動 した側ではBrdU陽 性細胞が

増加 し,対 側においては減少する28)ことが報告 さ

れている。下顎前方移動装置において も陽性細胞

は増加す る29>ことが報告 されている。これらのこ

とから下顎頭軟骨への機械的刺激の種類によって

DNA合 成 が促進 または抑制 され ることが示唆 さ

れた。よって本研究の結果で は,PCNAお よび

BrdUの 発現において,対 照群では,増 殖層,成

熟層および肥大層の細胞の核にその発現がみ られ

た。抜歯側群で は,3日,5日,7日,お よび

14日 後に,増 殖層,成 熟層および肥大層 におけ

るPCNAお よびBrdU陽 性細胞数の減少が観察

された。これに対 して,非 抜歯側群では7日,お

よび14日 後に,増 殖層,成 熟層お よび肥大層に

2009

おけるPCNAお よびBrdU陽 性細胞数の増加が

観察 されことから,片 側臼歯の抜歯による顎関節

に対する機械的負荷の変化によって,抜 歯側では,

PCNAお よびBrdU発 現が減少 し,DNA合 成の

抑制が起きていることが示 された。一方,非 抜歯

側においては,7日,お よび14日 後 にPCNAお

よびBrdUの 発現が増加 し,DNA合 成の促進が

起 きていることが示 された。 さらに本研究におけ

る非抜歯側で起 こる顎関節の変化は,以 前の下顎

前方移動装置における実験 と同様の変化であるこ

とが推測 される。

3.Ihh,PTHrPお よびSox9の 発現について

軟骨細胞の成熟と肥大軟骨細胞への分化の状態

を検索するために,そ れらを調節する因子である

Ihh,PTHrPの 発現を調べた。 インデ ィアンヘ ッ

ジホッグ(lhh)は,多 くの発生過程の調節に必

須の役割を果たすヘッジホッグ(Hh)プ ァミリー

の一員であり,顎 関節の発生過程 における軟骨細

胞の肥大化や骨形成両方を支配する重要なシグナ

ル分子 である。Ihhは 前肥大軟骨細胞で発現 し,

副 甲状腺 ホルモ ン関連 タンパ ク質(PTHrP)と

ネガテ ィブフィー ドバ ックを形成することによっ

て軟骨分化の開始 を調節 している30,31)。Ihhは関

節周囲あるいは関節の軟骨細胞のPTHrP発 現を

活性化 し,PTHrPはPTH/PTHrP受 容体を通 し

て軟骨細胞の肥大化を抑制 し,軟 骨細胞 を増殖の

状態 に保つ ことによって さらなるIhhの 発現を

抑 えてい る30,32,33)。ラッ トに下顎前方移動装置を

装着 した結果,実 験7日 後に増殖層に存在する間

葉細胞 においてIhhの 発現が著明に増加す る34,35)

ことが報告 さている。また,引 張応力を培養軟骨

細胞に加 えるとPTHrP非 依存的にIhh発 現が増

加する36)ことが報告されている。TangGHら34,36,37)

は,下 顎頭の成長における機械的負荷の影響を分

析 し,下 顎頭においてlhhは 機械的負荷 を軟骨

細胞の分化を刺激する信号に変換するために必須

の調節因子,す なわち機械的形質導入仲介因子で

あることを報告 した。このことは,顎 関節への機

械的負荷 に反応 して,増 殖層の間葉細胞および軟

骨芽細胞 においてIhhの 発現が増加 し,問 葉細

胞の分化が促進 されることを示 している。また,

副甲状腺ホルモ ン関連 タンパ ク質(PTHrP>は,

(36)
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甲状腺 ホルモ ン(PTH)フ ァ ミリーに属す る。

循環ホルモンであるPTHと 比べてその特徴は著

しく異 なり,PTHrPは 多くの組織において多様

な機能 を伴 う局所のメッセンジャーである38)。骨

格形成の問の,軟 骨におけるPTHrPの 生理学的

作用は,軟 骨細胞の分化と成熟 を制御することに

よる軟骨内骨形成の調整である39,40)。ラッ トに下

顎前方移動装置を装着した結果,実 験7日 後に増

殖層に存在す る間葉細胞において著明にPTHrP

の発現が増加す る15,41)ことが報告 されている。こ

れは顎関節への機械的負荷がPTHrPの 発現 を引

き起こし,下 顎頭軟骨細胞の さらなる増殖 を可能

にす る ことを示 唆 して いる15)。またPTHrPは

Sox9の 転写 を上昇調節42)し,下 顎頭において問

葉細胞から軟骨芽細胞への分化の促進を引き起こ

す15)ことが報 告 されている。転写 因子sox9は,

HMGboxDNA結 合 タ ンパ ク のSry-related

familyに 属 し,様 々な系統の,細 胞 の運命の決

定に関わる多くの要素を含んでい る。sox9は ま

た問葉細胞が軟骨細胞へ分化す る遺伝的プログラ

ムを支配する最 も重要な転写因子である43)。長管

骨端軟骨44)および下顎頭軟骨45)において,問 葉細

胞の軟骨芽細胞への分化経路を調整するのに決定

的な役割 を果たすことが報告 されている。また,

軟性の食餌を与えたラッ トにおいて,増 殖層およ

び成熟層の上部でsox9の 発現の増加が実験12時

間後から認め られた46)ことが報告 され,こ のこと

か ら機械的負荷 の減少 とSox9の 発現の増加が一

致することが示 された。 さらに,下 顎前方移動装

置を装着 した場合では実験5日 後に増殖層の軟骨

細胞に最 も強い発現が観察 され,実 験7日 後に成

熟層の軟骨細胞 に最 も強い発現が観察 された47)。

よって本研究の結果では,Ihhお よびPTHrPの

発現において,対 照群では,増 殖層および成熟層

の軟骨細胞にその発現がみ られた。抜歯側群では,

3日,5日,お よび7日 後に,増 殖層および成熟

層の軟骨細胞におけるIhhお よびPTHrP陽 性細

胞数の減少が観察された。 これに対 して,非 抜歯

側群では7日 後に増殖層および成熟層の軟骨細胞

におけるIhhお よびPTHrP陽 性細胞数の増加が

観察 された。sox9の 発現においては,対 照群では,

増殖層および成熟層の軟骨細胞 にその発現がみ ら

れた。抜歯側群では,3日,7日,お よびl4日

後に,増 殖層 および成熟層の軟骨細胞 における

sox9陽 性細胞 数の減少が観察 された。これに対

して,非 抜歯側群では7日 後に,増 殖層および成

熟層の軟骨細胞 におけるSox9陽 性細胞数の増加

が観察 された。以上のことから,機 械的負荷の変

化によって,抜 歯側では,Ihhお よびPTHrP発

現の減少に引 き続 き,Sox9の 発現が減少 した結

果,問 葉細胞 から軟骨芽細胞への分化は抑制 され,

反 対 に非 抜 歯 側 で は7日 目か らIhhお よ び

PTHrP発 現の増加に引き続 き,Sox9の 発現が増

加 した結果,分 化が促進 された可能性が示 された。

4.軟 骨基質の合成について

軟骨細胞に発現 したsox9は,下 顎頭軟骨基質

の主要な構成要素であるtypeIIcollagenの 合成

を調節 している48)ことが報告 されている。そこで,

軟骨基質の合成の変化を検索するためにアグリカ

ン,typeⅡcollagen,お よびtypeXcollagen

の発現量 を調べた。

軟骨の主要なプロテオグリカンはコン ドロイチ

ン硫酸 とケラタン硫酸であり,こ れ らのグ リコサ

ミノグリカンがコアプロテインとヒァルロン酸 と

ともに巨大 な分子構造を示すアグ リカンを形成す

る49)。アルシアンブルー染色(pH1.0)で は軟骨

基質に含 まれるプロテオグリカンの硫酸基が染色

される50)ことが報告 されている。 また,typeⅡ

collagenは,成 長途中の下顎頭の軟骨基質の骨格

を形作 るコラーゲンの主な種類であり,軟 骨細胞

によって合成 される51～53)。そして軟骨基質が形成

された後,軟 骨細胞は成熟 し肥大化す る。肥大軟

骨細胞はtypeXcollagenを 分泌 し,そ れは軟骨

内骨化の開始 と,肥 大軟骨基質の骨への置換を特

徴づける45)。typeXcollagenは 軟骨内骨化 を運

命づ ける肥 大軟 骨の コラーゲ ン骨格 を形成 し,

typeIIcollagenと 比較 して容易に吸収 される54,55)

ことが報告 され,TypeXcollagenの 軟骨代謝に

及ぼす作用として,軟 骨内骨化における軟骨基質

の石灰化 を調整することがあげられる56)。また胎

児の問葉細胞 を用いた微量培養のinvitro研 究で

は,圧 縮力はアグ リカンの遺伝子発現を上昇調節

す る57)ことが示 された。関節軟骨を用いた移植片

研究では,断 続的な圧力によってアグ リカンおよ

(37)
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図20片 側臼歯抜歯 による軟骨層の厚 さの変化 と軟骨細胞の分化 ・増殖 との関連

性の概略図。上段:軟 骨層の部分 のみ を緑色に着色 した切片。下段:軟 骨

細胞の分化 ・増殖の傾向。

びtypeⅡcollagenのmRNA量 が 増 加 す る58)こ

とが示 され た 。 そ して 長 期 の 静 的 な圧 縮 力 は ア グ

リ カ ンお よ びtypeIIcollagenのmRNA量 を減

少 させ る59)こ と が 報 告 され て い る。 また,ラ ッ ト

に 下 顎 前 方 移 動 装 置 を装 着 した 結 果,実 験21日

後 に肥 大 層 に 存 在 す る 軟 骨 基 質 に お い て 著 明 に

typeXcollagenの 発現 が 増 加 し60,61),実験l4日 後

にtypeXcollagenのmRNA量 が 著 明 に 増 加 す

る61,62)こと が 報 告 され て い る 。 これ ら の こ と よ り

機 械 的 刺 激 が軟 骨 基 質 の合 成 に影 響 を与 え る こ と

が 示 唆 さ れ た 。 よ っ て 本 研 究 に お け るAlcian

blue染 色 の 結 果 で は,対 照 群 に お い て,肥 大 層

に お け る軟 骨 基 質 に染 色 性 が 認 め られ た。 抜 歯 側

群 で は,3日,5日,お よび7日 後 に染 色 面 積 の

減 少 が 認 め られ た。 これ に対 して 非 抜 歯 側 群 で は,

7日 後 に 染 色 面 積 の 増 加 が 認 め られ た。TypeⅡ

collagenの 結 果 で は,対 照 群 で は,成 熟 層,お よ

び 肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に そ の 発 現 が み られ た 。 抜 歯

側 群 で は,3日,7日,お よび14日 後 に,成 熟 層,

お よ び 肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に お け るtypeⅡ

collagenの 染 色 面 積 の 減 少 が観 察 され た 。 これ に

対 して,非 抜 歯 側 群 で は14日 後 の 成 熟 層,お よ

び肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に お け るtypeIIcollagenの

染 色 面 積 の 増 加 が 観 察 され た 。TypeXcollagen

の 結 果 か ら,対 照 群 で は,肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に そ

の発現がみ られた。抜歯側群では,3日,5日,

7日,お よび14日 後 に,肥 大層 の軟骨基質 にお

けるTypeXcollagenの 染色面積の減 少が観察

された。 これに対 して,非 抜歯側群 では14日 後

に肥大層の軟骨基質におけるTypeXcollagen

の染色面積の増加が観察された。 これ らのことか

ら,機 械的負荷の変化によって,抜 歯側では軟骨

細胞によるアグ リカンおよびコラーゲンの合成量

の減少が起 こり,非 抜歯側では7日 後において軟

骨細胞によるアグリカンの合成の増加が起 こった。

その後遅れて,14日 後 にコ ラーゲ ンの合成 の増

加が起きていることが示 された。このことは,ラ ッ

トに下顎の移動を制限する装置 を装着 した実験に

おいて,コ ラーゲンよりも早期にアグリカンに発

現が減少 した結果から,ア グリカンの方がコラー

ゲンよりも機械的負荷に対 して影響を受けやすい50)

とい う研究 とも一致している。

本実験におけるラッ ト片側臼歯抜歯に対する軟

骨層 の反応 の概略図を図20に 示 す。軟骨層の厚

さは,対照群 と比較 して,抜歯側では7日 後をピー

クとして菲薄化が認め られ,l4日 後では若干 の

回復傾向を示 した。非抜歯側では7日 後をピーク

として軟骨層の肥厚 が認め られ,;4日 後 におい

て もその傾向が継続 していた。軟骨細胞の分化,

増殖 も同様 に,抜 歯側,非 抜歯側共に7日 後を中

(38)
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心 として変化がみ られた。片側臼歯抜歯による顎

関節 に対す る機械的負荷の変化 によって,Ihh,

PTHrP,sox9と いった調節因子 を通 して,軟 骨

細胞の分化,増 殖が調節された結果,軟 骨層の厚

さに変化が起 こる可能性が明 らかにされた。

結 論

本研究か ら,顎 関節に対す る機械的負荷の変化

によって,抜 歯側 においてはIhh,PTHrP,お

よびsox9の 発現 が減少 した結果,細 胞の分化,

増殖が抑制 され,こ れと関連 して軟骨基質である

アグ リカ ン,typeⅡcollagen,お よびtypeX

collagenの 減少が認められた。このことか ら,間

葉細胞集団からの細胞供給が減少 した結果,軟 骨

層の厚 さの減少が起きたと考 えられる。逆に非抜

歯側 においては,Ihh,PTHrP,お よびsox9の

発現が増加 した結果,細 胞の分化,増 殖が促進 し,

これと関連 して軟骨基質であるアグリカン,type

Ⅱcollagen,お よびtypeXcollagenの 増加が認

められた。 このことから,間 葉細胞集団か らの細

胞供給が増加 した結果,軟 骨層の厚 さの増加が起

きたと考えられる。以上のことから,片 側臼歯の

抜歯によって引き起こされた機械的負荷の変化は

Ihh,PTHrP,sox9と いった成長因子が関与 し,

顎関節の軟骨代謝に影響 を及ぼす可能性が明らか

にされた。
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