
緒 言

歯科矯正治療では，整形装置や機能的矯正装置などを
用いて，下顎骨の成長を制御する．下顎骨の成長は，主
に下顎頭で行われている．したがって，歯科矯正治療に
おいて下顎頭に与える影響を明らかにすることは臨床上
極めて重要である．
下顎頭は線維層とよばれる線維性結合組織で覆われ，

その下層は軟骨組織である増殖細胞層と肥大軟骨細胞
層，さらに骨組織へ移行する（Heeley, 1985 ; Copray et

al., 1988）．最表層の線維層では，線維芽細胞が密に走
行するⅠ型コラーゲン線維束やⅢ型コラーゲン線維束の
間に散在性に存在している．増殖細胞層にはⅡ型コラー
ゲンなどの軟骨基質を分泌する軟骨細胞と，その前駆細
胞が多数みられ，下顎頭の軟骨細胞を供給している
（Imamura, 1973）．また増殖細胞層に存在する増殖軟骨
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Abstract

The present study examined the effect of load on the

temporomandibular joint on the matrix synthesis of the

mandibular condyle. Biochemical and histological examina-

tions of the mandibular condyle were conducted after bite

raising. A bite plane was attached to the upper incisor of a

7−week−old Wistar rat. RNA was extracted from the con-

dylar cartilage 0–4 weeks later, and real−time polymerase

chain reaction was used for analyzing the expression levels

of type X collagen, osteopontin, and osteocalcin. In addi-

tion, sagittal sections of the mandibular condyle were pre-

pared, and the localization of these matrix proteins was ex-

amined. A positive reaction for type X collagen was ob-

served, but reactions for osteopontin and osteocalcin were

negative in the hypertrophic chondrocyte layer before oc-

clusal elevation. In contrast, the bone tissue was negative

for type X collagen and positive for osteopontin and os-

teocalcin. Four weeks after bite raising, the expression level

of type X collagen was almost unchanged, whereas those of

osteopontin and osteocalcin were significantly increased in

the hypertrophic chondrocyte layer. In the mandibular con-

dyle, positive reactions for osteopontin and osteocalcin were

observed, not only in the bone tissue but also in the hy-

pertrophic chondrocyte layer, 4 weeks after the bite raising.

These findings indicated that the expression levels of osteo-

pontin and osteocalcin increased in the hypertrophic chon-

drocyte layer of the mandibular condyle on applying a load

to the temporomandibular joint. Thus, the mechanical

stimulus due to bite raising has been suggested to affect the

matrix synthesis ability of the chondrocytes and alter the

physical properties of the condylar cartilage.
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細胞は，下顎頭の成長とリモデリングを担っている
（Lubsen et al., 1985）．肥大軟骨細胞層の細胞外基質はⅡ
型コラーゲンを主体とするが，軟骨細胞は肥大化に伴い
アルカリ性ホスファターゼ活性を示すようになり，Ⅹ型
コラーゲンを合成する（Schmid & Linsenmayer, 1985）．
また，骨基質においては骨芽細胞が産生するⅠ型コラー
ゲンおよび非コラーゲン性タンパク質であるオステオポ
ンチンやオステオカルシンなどが認められ，骨の石灰化
に関与している（Gorski, 1992 ; Young et al., 1992 ; Bel-

lows et al., 1999）．
下顎頭へ圧縮力を加えると，軟骨細胞のタンパク質合

成が変化することが報告されている（Copray & Liem,

1989）．また，片側咬合挙上で顎関節におけるプロテオ
グリカンの発現が上昇すること（Mao et al., 1998）や，
抜歯による咬合変化が下顎頭におけるコラーゲンおよび
コンドロイチン硫酸の遺伝子発現を上昇させること
（Sasaki, 1998）も示されている．さらに，下顎頭の軟骨
細胞に対する伸展負荷がⅡ型コラーゲンとアグリカンの
発現を上昇させることも知られている（Huang et al.,

2007）．このように，外力や咬合力などの外的刺激は，
下顎頭の基質性状に影響を及ぼすと考えられるが，影響
を受ける細胞ならびに細胞外基質タンパク質の局在につ
いてはほとんど検討されていない．
下顎頭に外的刺激を加える方法として，切歯部に咬合

斜面板を装着し，下顎を前方誘導する方法が知られてい
る（Rabie et al., 2001 ; Chayanupatkul et al., 2003 ; Xiong

et al., 2004）．しかしこの方法は，下顎の前方誘導によ
り，下顎骨の過成長を促進させてしまう．そこで我々
は，下顎の前方誘導を抑制するため，ラット切歯部にレ
ジン製の咬合挙上板を装着する切歯部咬合挙上モデルを
確立した（Nakao et al., 2015）．この実験モデルでは，
咬合挙上板を咬合平面と平行になるように改良したた
め，下顎を前方誘導することなく咬合挙上が行われる．
本研究では，咬合挙上による荷重負荷が下顎頭軟骨の

細胞ならびに細胞外基質タンパク質の局在に与える影響
を検討した．咬合挙上はNakaoら（2015）の切歯部咬合
挙上モデルを用い，荷重負荷後の下顎頭におけるアルカ
リ性ホスファターゼ活性の変化を観察した．またⅩ型コ
ラーゲン，骨基質タンパク質であるオステオポンチンな
らびにオステオカルシンの発現と局在を，生化学的およ

Molecule Primer and probe sequence Amplicon length Accession no.

Collagen type X Sense (5’−3’) CGCTGGTTCATGGAACGTTT 68 XM_001053056

Antisense (5’−3’) GGCAAGTGCGCTCTTCACA

Probe (5’−3’) TGCTGAGCGGTACCAAACTCCCACAG

Osteopontin Sense (5’−3’) CCTGCAAGAAGGGAACAGTTG 61 M99252

Antisense (5’−3’) GAAAATGCCAAGACCTTTGGAA

Probe (5’−3’) TGCGGCCAACCCCCTGTTGT

Osteocalcin Sense (5’−3’) ACGAGCTAGCGGACCACATT 67 NM_013414

Antisense (5’−3’) CCCTAAACGGTGGTGCCATA

Probe (5’−3’) CTTCCAGGACGCCTACAAGCGCA

GAPDH Sense (5’−3’) TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG 71 AB017801

Antisense (5’−3’) ACTAAAGGGCATCCTGGGCT

Probe (5’−3’) TGGTGAAGCAGGCGGCCGA

Molecule Primer sequence Amplicon length Accession no.

Osteopontin Sense (5’−3’) AGAGGAGAAGGCGCATTACA 498 M99252

Antisense (5’−3’) GCAACTGGGATGACCTTGAT

Osteocalcin Sense (5’−3’) CATGAGGACCCTCTCTCTGC 408 NM_013414

Antisense (5’−3’) AGCTGTGCCGTCCATACTTT

図1 切歯部咬合挙上装置の模式図
幅径（W）7．0mm，前後径（D）5．0mm，高径（H）3．0mm

表1 real−time PCR用のprimerおよびprobe

表2 end−point PCR用のprimer
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び免疫組織化学的手法により解析した．

方 法

1．咬合挙上
本研究における全ての動物実験は，北海道医療大学動

物実験委員会の実験規定に基づき承認を得て実施され
た．実験動物には，生後7週齢のWistar系雄性ラット90
匹を用い，未処置群0，1，2，3，4週と咬合挙上群
1，2，3，4週に分け，各10匹ずつ使用した．咬合挙
上装置は，7週齢ラットの上顎歯列を印象採得し，歯科
用超硬石こうで上顎歯列模型を作製後，歯科充填用コン
ポジットレジン（BEAUTIFIL II，松風，京都，日本）
を用いて作製した．咬合挙上装置は，前後径5．0mm，
幅径7．0mm，高径3．0mmとした（図1）．咬合挙上装置
の装着には，歯科充填用コンポジットレジン（BEAUTI-

FIL Flow，松風）を用い，臼歯部の離開度は上下顎第一
臼歯間で3．0mmとなるように調整し，上顎切歯に装着
した．なお，実験期間中に臼歯部離開度の減少が認めら
れた場合は，ラットの上顎前歯部に直接法によりコンポ
ジットレジンを築盛し，実験期間を通して臼歯部離開度
がほぼ一定となるように調整した．

2．定量的real time PCR解析
各実験期間終了後，ラットをイソフルラン（Mylan,

Pennsylvania, USA）吸入深麻酔下にて安楽死させ，実体
顕微鏡下で下顎頭軟骨を採取した．試料からtotal RNA

をRNeasy mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて
抽出したのち，Omniscript RT kit（Qiagen）を用いて
cDNAの調整を行った．X型コラーゲン，オステオカル
シン，オステオポンチンおよびGAPDH（内的標準）の
cDNAに対して連続希釈系の試料を調整し，それぞれの
cDNA定量のための外的標準とした．また，これらの分
子のcDNAに対する exonuclease probe（TaqMan probe,

Qiagen）を作製し，プライマー（表1，2）を用いて
Step One Plus（Qiagen）で，mRNAを定量化した．

3．免疫組織化学的解析
一部のラットよりイソフルラン（Mylan）吸入深麻酔

下にて下顎頭を摘出した．試料は4％パラホルムアルデ
ヒド／0．1Mリン酸緩衝液（pH7．4）で24時間浸漬固定
した．その後，4℃で10％EDTA（pH7．4）にて4週間
脱灰し，通法に従いパラフィン包埋した．包埋した試料
から矢状断（厚さ7µm）の連続切片を作製した．切片
を脱パラフィン後，37℃で1時間，0．5％ヒアルロニ
ダーゼ（Sigma−Aldrich, St. Louis, USA）に浸漬し，抗原

の賦活化を行った．内因性ペルオキシダーゼを不活性化
する目的で，0．3％過酸化水素にて30分間処理した．そ
の後，3％Bovine serum albumin（BSA, Sigma−Aldrich）
で30分間ブロッキングした．1％BSAを含むPhosphate

buffered Saline（PBS, pH7．4）で1000倍に希釈したウサ
ギポリクローナル抗ラットⅩ型コラーゲン抗体（LB−

0092, LSL, Tokyo, Japan），マウスモノクローナル抗ウシ
オステオカルシン抗体（clone OCG3, abcam, Cambridge,

UK）およびウサギポリクローナル抗ラットオステオポ
ンチン抗体（Nakamura et al., 1997）を室温で2時間反
応させた．その後PBSで洗浄し，二次抗体（ヒストファ
イン シンプルステインラットMAX−PO，ニチレイバ
イオサイエンス，東京，日本）を室温で1時間反応さ
せ，Diaminobenzidine（DAB, Envision kit, DAKO, Santa

Clara, USA）で免疫複合体を発色した．免疫組織化学染
色した切片をメチルグリーンで核染色した．

4．アルカリ性ホスファターゼ染色
薄切切片を脱パラフィン後，Alkaline phosphatase

staining kit（Merck, Kenilworth, USA）を用いて室温で2
時間反応させ，アルカリ性ホスファターゼの活性を検出
した．PBSによる洗浄後，メチルグリーンで核染色し
た．

5．統計学的処理
すべての実験は5回以上行った．実験により得られた

値は，単変量F検定とStudent’s t−testで解析した．各群に
おける有意差は，危険率5％未満（P＜0．05）をもって
統計的有意差とした．統計解析には統計解析ソフト
（IBM SPSS Statistics ver23, IBM, New York, USA）を使
用した．

結 果

1．体重変化
咬合挙上3週後は未処置群に比べ，体重が減少傾向を

示した．しかし実験期間を通して，未処置群と咬合挙上
群の体重に有意な変化はみられなかった（図2）．

2．Ⅹ型コラーゲンのmRNA発現
未処置群では，実験期間を通してX型コラーゲンの

mRNA発現に有意な変化はみられなかった．咬合挙上群
においても未処置群と同様に術後4週まで発現量に有意
な差は見られなかった（図3a）．また，咬合挙上群と未
処置群の発現量についても有意な差は認めなかった．
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3．Ⅹ型コラーゲンの免疫局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭に

おけるX型コラーゲンの免疫組織化学染色像を図3b～
図3dに示す．未処置群0週，4週および咬合挙上群4

週の下顎頭はともに，肥大軟骨細胞層でX型コラーゲン
の陽性反応を示した（図3b, c, d）．また，この反応は
増殖細胞層側の肥大軟骨細胞層の軟骨細胞および軟骨小
腔周囲の基質で強くみられた．一方，線維層，増殖細胞
層および骨組織では，X型コラーゲンの局在はみられな
かった．

4．アルカリ性ホスファターゼ活性の局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭を

図4a～図4cに示す．未処置群0週，4週および咬合挙
上群4週の下顎骨はともに，アルカリ性ホスファターゼ
活性を肥大軟骨細胞層と骨組織で認めた（図4a, b,

c）．肥大軟骨細胞層における陽性反応は，増殖細胞層側
ではほとんどみられなかったが，骨組織に近づくと軟骨
細胞で強く認められた．骨組織では，骨表面に配列する
骨芽細胞が陽性反応を示したが，ほとんどの骨基質なら

図2 実験期間における体重変化（ n＝10，mean±S.D., *P <
0.05）
未処置群と咬合挙上群の体重変化に有意な変化はみられな
い．

図3 X型コラーゲンのmRNA発現と免疫組織化学染色像
（a）X型コラーゲンのmRNA発現量の定量解析（n＝5，mean±S.D., *P <0．05）
（b）未処置群0週目（U 0w）のX型コラーゲン局在
（c）未処置群4週後（U 4w）のX型コラーゲン局在
（d）咬合挙上4週後（T 4w）のX型コラーゲン局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層， HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
b, c, d：bar100μm. 拡大像：bar50μm
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びに骨髄の細胞では陰性だった．また石灰化軟骨基質と
骨基質の境界部に，線状にアルカリ性ホスファターゼ活
性の反応を認めた．一方，線維層と増殖細胞層では，活
性はみられなかった．

5．オステオポンチンおよびオステオカルシンのmRNA

発現
オステオポンチンならびにオステオカルシンのmRNA

発現は，咬合挙上群1，2および3週後では未処置群と
比較して有意な変化はみられなかった（図5a，6a）．
一方，咬合挙上群4週後では未処置群と比較して発現量
が有意に上昇した．

6．オステオポンチンの免疫組織化学的局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭軟

骨におけるオステオポンチンの免疫組織化学染色像を図
5b～図5dに示す．未処置群0週，4週では，下顎頭の

軟骨細胞ならびに軟骨基質ではオステポンチンの陽性反
応はみられなかった（図5b, c）．また，下顎頭の骨組
織に特異的にオステオポンチンの陽性反応が認められ，
石灰化軟骨基質に接する骨組織で線状に強い陽性反応が
みられた（図5b, c）．この強い陽性反応は，軟骨小腔
周囲の骨基質や骨芽細胞にもみられた．咬合挙上群4週
では骨組織に加えて，肥大軟骨細胞層の軟骨細胞でオス
テオポンチンの陽性反応がみられた（図5d）．しかし，
この反応は線維層や増殖細胞層にはみられなかった．骨
基質での陽性反応は骨芽細胞および一部の骨基質で線状
に認められた（図5d）．

7．オステオカルシンの免疫組織化学的局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭軟

骨におけるオステオカルシンの免疫組織化学染色像を図
6b～図6dに示す．未処置群0週，4週では，下顎頭の
軟骨細胞ならびに軟骨基質において，オステオカルシン

図4 アルカリ性ホスファターゼ染色
（a）未処置群0週目（U 0w）のアルカリ性ホスファターゼ活性の局在
（b）未処置群4週後（U 4w）のアルカリ性ホスファターゼ活性の局在
（c）咬合挙上4週後（T 4w）のアルカリ性ホスファターゼ活性の局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層，HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
a, b, c：bar100μm. 強拡大像：bar50μm
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の陽性反応は認められなかった（図6b, c）．下顎頭の
骨基質には強い陽性反応が認められたが，骨髄や軟骨組
織では陽性反応はほとんどみられなかった（図6b,

c）．一次海綿骨の内部に残存する石灰化軟骨組織でもオ
ステオカルシンの反応は認められなかったが，その軟骨
を取り囲む骨基質は陽性反応を示した．また骨表面に配
列する骨芽細胞も陽性であった．咬合挙上群4週のオス
テオカルシンの免疫局在は，骨基質や骨芽細胞で強い陽
性反応を認めた（図6d）．また，肥大軟骨細胞において
も陽性反応がみられた（図6d）．軟骨組織における染色
性は，骨組織に比べて弱く認められた．一方，この反応
は線維層や増殖細胞層ではみられなかった．

考 察

顎関節を取り巻く生体力学環境は複雑であり，圧縮力
と牽引力とが複雑に作用し，領域によって異なる力学環

境を示すため，これを完全に理解することは，技術的に
困難である（Hylander, 1985 ; Boyd et al.,1990 ; Kimura,

1990）．本研究では，切歯部咬合挙上モデルを用い，顎
関節への荷重負荷を行い，下顎頭の性状を観察した．こ
の実験モデルでは，関節荷重の増大により，関節円板後
方肥厚部の厚径が増加し，関節円板における細胞外基質
合成の量的変化が生じる（Nakao et al., 2015）．また下
顎頭の肥大軟骨細胞層に関節荷重が強く作用する（山口
ら，2019）．さらに本研究においても，下顎頭に骨破壊
が生じることなく，基質タンパク質の発現に変化が認め
られた．従って，この実験モデルは，顎関節に荷重負荷
を与えた後の生体反応を観察する手法として有用である
と考えられる．

X型コラーゲンは肥大軟骨細胞によって合成され，軟
骨内骨化において重要な役割を有することが報告されて
いる（Kwan et al., 1989 ; Poole & Pidoux, 1989 ; Schmid

図5 オステオポンチンのmRNA発現と免疫組織化学染色像
（a）オステオポンチンのmRNA発現量の定量解析（n＝5，mean±S.D., *P <0．05）
（b）未処置群0週目（U 0w）のオステオポンチン局在
（c）未処置群4週後（U 4w）のオステオポンチン局在
（d）咬合挙上4週後（T 4w）のオステオポンチン局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層，HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
矢頭：肥大軟骨細胞
b, c, d：bar100μm. 強拡大像：bar50μm
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& Linsenmayer, 1985 ; Schmid et al., 1990）．またアルカ
リ性ホスファターゼは骨および肥大軟骨細胞層に発現
し，石灰化基質形成に関与する（Gaur et al. , 2005,

2006 ; Golub & Boesze−Battaglia, 2007）．本研究では，咬
合挙上を4週間行っても，下顎頭の肥大軟骨細胞層でⅩ
型コラーゲンの発現や局在に変化はみられなかった（図
3）．また，アルカリ性ホスファターゼの局在に変化は
みられなかった（図4）．一方，ラットに抜歯を行い咬
合変化させ，下顎頭に荷重を負荷させた研究（Sasaki,

1998）では，抜歯後24週で肥大軟骨細胞層においてⅩ型
コラーゲンの染色性が増加すると報告されている．また
ラットにハード食を与えることにより関節負荷を増大さ
せた実験では，8週後にアルカリ性ホスファターゼ活性
の上昇が認められた（Bouvier, 1987）．従って本研究に
おいては，実験期間が4週間と短期であったため，下顎
頭軟骨におけるⅩ型コラーゲン発現およびアルカリ性ホ

スファターゼ活性に変化は認められなかったと考えられ
る．切歯部咬合挙上モデルを用いて下顎頭軟骨への荷重
負荷を増大させても，咬合挙上前から認められるX型コ
ラーゲンとアルカリ性ホスファターゼの局在に対して
は，早期では影響が少ないと推察される．
オステオポンチンは，骨，象牙質，セメント質および

これら硬組織の形成細胞に局在する（Butler, 1985 ; Den-

hardt & Noda, 1998）．一方，オステオカルシンは石灰化
硬組織とその形成細胞に特異的に局在する（Boivin et

al., 1987）．さらに石灰化軟骨組織では，肥大軟骨細胞
が石灰化する部位に局在することが報告されている
（Bronckers et al., 1985 ; Groot et al., 1986）．このよう
に，オステオポンチンやオステオカルシンは主として硬
組織に存在し，カルシウムの沈着を制御していると考え
られている（Denhardt & Guo, 2000 ; Hauschka et al. ,

1989）．本研究では，咬合挙上4週後の下顎頭軟骨にお

図6 オステオカルシンのmRNA発現と免疫組化学染色織像
（a）オステオカルシンのmRNA発現量の定量解析（n＝5，mean±S.D., *P <0．05）
（b）未処置群0週目（U 0w）のオステオカルシンの局在
（c）未処置群4週後（U 4w）のオステオカルシンの局在
（d）咬合挙上4週後（T 4w）のオステオカルシンの局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層，HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
矢頭：肥大軟骨細胞
b, c, d：bar100μm. 強拡大像：bar50μm
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いて，オステオポンチンおよびオステオカルシンの発現
が未処置群と比較して有意に上昇した．また免疫組織化
学的な観察により，咬合挙上4週後の肥大軟骨細胞や軟
骨小腔周囲の基質でこれらタンパク質の局在が認められ
た．過去の研究において，肥大軟骨細胞をin vitroで石
灰化誘導すると，オステオポンチンとオステオカルシン
の発現が上昇することが報告されている（Lian et al.,

1993）．子宮内のマウス胎児では，下顎頭の未分化間葉
系細胞を培養することにより，骨の表現型を発現すると
報告されている（Silbermann et al., 1983 ; Strauss et al.,

1990）．下顎骨は中胚葉起源であり（Hall, 1987），軟骨
細胞が骨関連タンパク質を発現する可能性を示唆されて
いる．下顎頭軟骨は線維層、増殖細胞層、肥大軟骨細胞
層で構成されているが（McNamara & Carlson, 1979），
増殖細胞層には未分化間葉系細胞が存在し，骨芽細胞と
軟骨細胞への分化能を有している（ Strauss et al. ,

1990）．また下顎頭軟骨は生体力学的環境の変化に対し
て高い適応能を有するとされているが（ Imamura,

1973），それに最も寄与しているのは未分化間葉系細胞
である（Strauss et al., 1990）．従って，下顎頭に関節荷
重を負荷すると，機械的刺激により下顎頭軟骨における
未分化間葉系細胞が骨様特性を有する肥大軟骨細胞に分
化したと考えられる．しかし，これらを確認するには軟
骨から骨領域まで対象を拡大し，骨構造の変化も検討し
ていく必要がある．

結 論

ラット顎関節に咬合挙上による力学的負荷を加える
と，下顎頭においてオステオポンチンとオステオカルシ
ンの発現が上昇することが示された．また，これらの非
コラーゲン性タンパク質は肥大軟骨細胞層の軟骨小腔周
囲の基質に局在することが明らかになった．従って，咬
合挙上の機械的刺激により下顎頭軟骨における未分化間
葉系細胞が骨様特性を有する肥大軟骨細胞に分化するこ
とが示唆された．
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