
Title ヒト SNP 解析による根尖性歯周炎関連遺伝子の同定
およびその機能解析

Author(s) 成瀬, 陽菜

Citation 大阪大学, 2018, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/69503

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ヒト SNP 解析による根尖性歯周炎関連遺伝子の同定 

およびその機能解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

大阪大学大学院歯学研究科 

 

口腔科学専攻（歯科保存学教室） 

（指導教員：林 美加子教授） 

 

成瀬 陽菜 

  



 

 

 

 

本論文の一部は，第 145 回日本歯科保存学会 （2016 年 10 月，長野）およ

び第 146 回日本歯科保存学会 （2017 年 6 月，青森）において発表した． 

  



 

 

i 

 

目次 

 

I． 緒言                                1 

 

II． 材料および方法                             

1. 根尖性歯周炎罹患患者の SNP 解析                             4 

2. マウス根尖性歯周炎モデル                   5 

3. Wnt/β-catenin シグナルの抑制が根尖病変形成に及ぼす影響 

についての in vivo 実験による評価                5 

4. Wnt/β-catenin シグナルの活性化が根尖病変形成に及ぼす影響 

についての in vivo 実験による評価               6 

5. 根尖病変体積の測定                              6 

6. 標 本 作 製                 7 

7. Hematoxylin-Eosin（H-E）染色法による根尖病変およびその周囲骨 

の観察                            7 

8. TRAP 染色法による根尖病変およびその周囲骨の破骨細胞の観察  8  

9. in situ ハイブリダイゼーション法による根尖病変およびその周囲骨 

の遺伝子発現の観察                                8 

10. 蛍光免疫染色法による根尖病変およびその周囲骨のタンパク発現の 

観察                             9 

 

III． 結果 

1. 根尖性歯周炎罹患患者の SNP 解析                       11 

2. Wnt/β-catenin シグナルの抑制が根尖病変形成に及ぼす影響      12 

3. Wnt/β-catenin シグナルの活性化が根尖病変形成に及ぼす影響  13 

 

IV．考察                              15 

 

V． 結論                                                       21 

 



 

 

ii 

 

VI． 謝辞                                22 

 

VII．参考文献                                                        23 

 

X． 図表                                                              38 

                                            



 

 

1 

 

Ⅰ． 緒言 

 

根尖性歯周炎は，根管内のバクテリアなどの外来性因子が根尖孔を通じて宿

主内に侵入することにより生じる［1，2］．侵入してきた外来性因子をマクロフ

ァージや樹状細胞などの抗原提示細胞が貪食し，抗原提示することで T 細胞が

活性化される［3-6］． 活性化した T 細胞は様々な液性因子を分泌し，宿主免疫

応答を誘導し，バクテリアなどの侵入を阻止する［3］．また，分泌された液性因

子は骨芽細胞や破骨細胞前駆体などにも作用し，破骨細胞の分化を誘導する［4，

7-9］．その結果，根尖性歯周炎に認められる根尖周囲歯槽骨の吸収が生じる ［10，

11］．このように宿主側の免疫応答，そして免疫応答によって引き起こされる骨

恒常性の偏りにより根尖性歯周炎が生じる［12，13］． 

近年，様々な多因子疾患において一塩基多型（SNP）による疾患関連遺伝子の

特定が展開されてきている．SNP とは，ある生物種集団のゲノム塩基配列中に 1 

塩基変異が多様性を持って認められ，その変異が集団内で 1% 以上の頻度で認め

られるものの呼称である．SNP は 300 bp～1000 bp に 1 個の割合で出現し，人

種差を認め，疾患との関連性を見出すことで，病態の解明，創薬の足がかりとな

ることが期待されている［14-16］．根尖性歯周炎において，アメリカの研究グル

ープは IL-1β， MMP-2，MMP-3，TLR4 および HSP70 が，ブラジルの研究グル
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ープは CD14 が発症と関連していると報告しているが，日本人における報告は

未だない［17-26］．日本においても全身疾患では研究が進められており，Wnt の

共役受容体である LRP5 の SNP（A1330V）の変異は骨粗鬆症患者に認められてい

ることが知られている［27-40］．この SNP は欧米、南米をはじめ他人種におい

ても骨粗鬆症の疾患関連遺伝子であることが判明している［27-40］． 

ところで，LRP5 が属する Wnt/β-catenin シグナル経路は骨恒常性の維持に

大きく関与していることがわかってきている［41，42］． Wnt ファミリータンパ

クは，体軸パターンの形成，体節の形成，尾芽形成に必要不可欠な分泌性糖タン

パク質である［43，44］．また, Wnt ファミリータンパクは，受容体である 

Frizzled および 共役受容体 LRP5/6 と結合し，GSK-3β による β-catenin 

のリン酸化を抑制する．こうして安定化した β-catenin は細胞質内に蓄積さ

れ，核内へ移行し転写因子である Tcf/Lef と結合し，Runx2 などの様々な標的

遺伝子の転写を調節する（Canonical 経路）．そして，この Wnt/β-catenin シ

グナル経路は骨芽細胞の幹細胞である間葉系幹細胞に対して作用し，骨芽細胞

への分化を誘導することが報告されている［41］．また，GSK-3βの阻害薬である 

LiCl は，in vivo および in vitro の実験系により，硬組織形成を誘導するこ

とも報告されている［45-48］．このように Wnt/β-catenin シグナル経路は，硬

組織産生細胞の分化と深く関わりのあるシグナル伝達経路である． 
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一方で，Wnt/β-catenin シグナル経路は，硬組織産生細胞の分化を制御して

いるだけでなく，免疫応答にも関与していることがこれまでに報告されている 

［49］．たとえば，Wnt/β-catenin シグナル経路は胸腺において，CD4-CD8- T 細

胞から CD4+CD8+ T 細胞への分化を制御しているとの報告がある［49-56］．また，

B 細胞の分化過程においても，骨髄内での pro-B 細胞の増殖に Wnt/β-

catenin シグナルが関与していることが明らかとなっている［49，57-59］．根尖

性歯周炎においては，根管内からの外来性因子を排除するために，宿主は免疫応

答を誘導し，その結果，根尖歯周骨の吸収が生じる．すなわち，硬組織産生細胞

や免疫担当細胞の分化に関与している Wnt/β-catenin シグナル経路は，根尖

性歯周炎の発症と関連性があるのでないかと考えた．そこで，Wnt/β-catenin 

シグナル経路と根尖病変と関連しているかを明らかにするために，日本人にお

ける骨粗鬆症の疾患関連遺伝子であり Wnt/β-catenin シグナル経路に属する

LRP5 の SNP について日本人根尖性歯周炎患者を対象に解析した．そして，in 

vivo 実験にて Wnt/β-catenin シグナル経路を抑制した時と活性化させた時

の根尖病変とその周囲組織について解析し，Wnt/β-catenin シグナル経路と根

尖病変との関連について明らかにすることを本研究の目的とした．  
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Ⅱ． 材料および方法 

 

1．根尖性歯周炎罹患患者の SNP 解析 

大阪大学歯学部附属病院保存科を 2015 年から 2017 年に受診し根尖性歯周

炎と診断された患者のうち，本研究への資料提供の同意が得られ，過去に永久歯

に対して根管治療の既往があるものを対象とした．デンタルエックス線写真に

て根尖部透過像の長径が 3 mm 以上認めるものを病変有群 （n=50），根尖病変

を認めないものを病変無群（n=30）とした．SNP 解析は，大阪大学研究倫理審査

委員会（承認番号 450）および大阪大学歯学部附属病院倫理審査委員会にて承

認されたプロトコール（承認番号 H25-E22）にて実施した．被験者の頬粘膜から

滅菌綿棒にて非侵襲的に細胞を採取した．採取した細胞を Peter らの方法に準

じてゲノム DNA を抽出した［60］．綿棒の先を Lysis Buffer（100 mM Tris HCl 

pH 8.5，5 mM EDTA，0.2% SDS，200 mM NaCl，100 μg Proteinase K/ml）に浸

漬し，55 ℃ にて 24 時間反応させた．反応後，イソプロパノール沈殿および

エタノール沈殿にてゲノム DNA を調整し，100 μl TE 溶液を加えて，－80℃ 

にて保存した．採取したゲノム DNA に対して TaqMan
®
 GTXpressTM Master Mix 

および TaqMan
®
 SNP Genotyping Assays（applied biosystems，California，

USA）にて IL-1β（rs1143643）および LRP5（rs3736228）について SNP 解析を
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行った．群間の比較は Fisher's exact test（α=0.05）にて検定した． 

 

2．マウス根尖性歯周炎モデル 

動物実験は，大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認のもと，大阪大

学動物実験規定に則って実施した（承認番号：動歯-26-011-0）．8 週齢の 

C57BL/6J マウス （日本チャールズ・リバー，横浜） をドミトール
®
（0．3 mg/kg） 

（日本全薬工業，福島），ドルミカム
®
（4 mg/kg）（アステラス製薬，東京），ベ

トルファール
®
（5 mg/kg）（Meiji Seika ファルマ，東京）の 3 種混合麻酔薬を

腹腔内注射にて全身麻酔を行った．下顎左側第一大臼歯を電気エンジン（VIVA 

MATE G5，NSK，栃木）に装着した #1/4 ラウンドバー（Dentsply，Ballaigues，

Switzerland）を用いて天蓋除去を行った後，根尖病変を形成させることを目的

として #8 K ファイル（Dentsply）を用いて根尖の破壊を行い，根管系を口腔に 

4 週間開放した［61，62］． 

 

3．Wnt/β-catenin シグナルの抑制が根尖病変形成に及ぼす影響についての in 

vivo 実験による評価（図 1） 

Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を阻害する IWR-1（Sigma-Aldrich，

Missouri，USA）を本実験に用いた．8 週齢の C57BL/6J マウスを項目 2．のと
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おり露髄させた．露髄当日から 1 日 1 回，尾静脈から以下のように調整した

溶液を投与した．IWR-1 投与群：DMSO（和光純薬,大阪）に IWR-1 を溶解したも

のを PBS にて希釈した溶液（IWR-1：2.5 μmol/kg），IWR-1 非投与群： DMSO 

を PBS にて希釈した溶液を連続投与した．露髄後 1 週，2 週，3 週，4 週目

に根尖病変体積の測定を行った（各群 n=4）．また 4 週目の試料に関しては，

標本試料を作製し，組織学的検索を行った（n=4）． 

 

4．Wnt/β-catenin シグナルの活性化が根尖病変形成に及ぼす影響についての 

in vivo 実験による評価（図 2） 

8 週齢の C57BL/6J マウスを全身麻酔下にて項目 2．のとおり露髄させた．

露髄 4 週後，#10 K ファイル（Dentsply）を用いて根管拡大を行った．GSK-3β 

阻害薬である LiCl（和光純薬）を根管貼薬剤（1 根管あたり 0.025 g）として

使用した群および拡大のみで貼薬を行わなかった非貼薬群に対し，ボンディン

グ材（クリアフィルボンド SE ONE
®
，クラレノリタケデンタル，東京）およびコ

ンポジットレジン（MI フロー
®
，GC，東京）にて仮封を行った．根管貼薬 4 週

目に根尖病変体積の測定と組織学的検索を行った（n=4）． 

 

5．根尖病変体積の測定 
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根尖病変体積測定のため， 下顎左側第一大臼歯に対してマイクロ Computed 

Tomography（CT）（R_mCT2：理学メカトロニクス，東京）撮影を行った．撮影条

件は管電圧 90 kV，管電流 160 μA，スライス幅 5 μm に設定した．得られた画

像は, SimpleViewer software（理学メカトロニクス）を用いて解析した．根尖

病変体積は，米田ら［63］および Kalatizis-Sousa ら[64］の方法に準じて，骨

形態計測ソフト（TRI 3D-BON：RATOC，大阪）を用いて算出し，3 次元的評価を

行った．根尖部透過像体積を病変体積とし，実験群間の比較を行った．病変体積

の統計学的有意差の検定は Student’s t 検定（α=0.05）を用いて行った． 

 

6．標本作製 

上記実験に供したマウスを 4% パラホルムアルデヒト（PFA：Paraformaldehyde）

溶液にて還流固定した後，下顎骨を採取し，24 時間 4% PFA 溶液にて浸漬固定

後，10% EDTA 溶液による脱灰を 2 週間行い，上昇エタノール系列で脱水し，

パラフィン包埋を行った．そして，厚さ 9 μm の薄切切片を作製した． 

 

7．Hematoxylin-Eosin （H-E） 染色法による根尖病変およびその周囲骨の観察 

作製したパラフィン切片を脱パラフィンし，水洗後，Mayer ヘマトキシリン液 

（武藤，大阪）に 7 分間反応させた．流水にて 20 分間水洗後，エオジン液
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（Merck，Darmstradt，Germany）にて 5 分間染色し，エタノールにて脱水およ

び脱色を行い，キシレンにて透徹し，50% グリセロール/PBS にて封入した．光

学顕微鏡（Axioskop 2 plus：Carl Zeiss，Aalen，Germany）にて根尖病変およ

びその周囲骨を観察した． 

 

8．TRAP 染色法による根尖病変およびその周囲骨の破骨細胞の観察 

0.5 mg ナフトール AS-MS リン酸と 0.25 mg Fast red violet LB salt 

（Sigma-Aldrich） を 50 μl N，N ジメチルホルムアミドに溶解し，5 ml の

50 mM 酒石酸ナトリウム添加 0.1 M 酢酸ナトリウム緩衝液に加えたものを 

TRAP 反応液とした．パラフィン包埋した組織標本を脱パラフィンし，10% 中性

緩衝ホルマリン溶液（Sigma-Aldrich）にて固定を行った．その後，エタノール・

アセトン（1：1）にて再固定し， 10 分間乾燥させた後，TRAP 反応液と約 2 時

間反応させた．2  回水洗乾燥後に封入し，光学顕微鏡にて根尖病変およびその

周囲骨を観察した． 

 

9．in situ ハイブリダイゼーション法による根尖病変およびその周囲骨の遺伝

子発現の観察 

パラフィン切片を脱パラフィン後，0.01 M PBS にて洗浄し，4% PFA にて 10
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分間固定を行い，再度 PBS にて洗浄した．この切片を 1 μg/ml プロテアーゼ 

K（タカラバイオ，大津）と 5 分間反応させた後，4% PFA にて後固定を行った．

0.25% 無水酢酸を含む 0.1 M トリエタノールアミンでアセチル化処理を行い，

0.01 M PBS にて洗浄した．55 ℃ にて 1 時間プレハイブリダイゼーションを

行い，表 1 に示す cRNA プローブを用いて 70 ℃で一晩ハイブリダイゼーショ

ンを行った．ハイブリダイゼーション後，この切片を 5 倍濃度のクエン酸ナト

リウム溶液（5-SSC）中に 20 分間静置した． 0.2-SSC で 70 ℃ にて 20 分間

反応させ，0.2-SSC 中に 5 分間，マレイン酸緩衝液（MBA）中に 5 分間静置し

た．そして，5% ヤギ血清（Vector Laboratories，California，USA）含有ブロ

ッキング溶液で 2 時間ブロッキングを行った．アルカリホスファターゼ（AP）

標識抗ジゴキシゲニン抗体（1：5000）（Roche，Basel，Switzerland）と 4 ℃ に

て 24 時間反応させた後，0.1% Tween20 添加 MBA にて洗浄し，0.1% Tween 20 

添加脱イオン蒸留水で洗浄した．BM Purple AP（Roche）を基質として室温で 6 

時間反応させた後，PBS にて洗浄し，50% グリセロール/ PBS にて封入後，光

学顕微鏡にて根尖病変およびその周囲骨を観察した． 

  

10．蛍光免疫染色法による根尖病変およびその周囲骨のタンパク発現の観察 

パラフィン切片を脱パラフィン後，トリス緩衝生理食塩水（TBS：Tris Buffered 
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Saline）にて洗浄し，Citrate バッファーにて 100 ℃ にて 10 分反応させ，

30 分間室温にて静置した．10% ヤギ血清含有ブロッキング溶液（10% goat serum 

/TBS）にて 1 時間ブロッキングを行った後，各抗体を室温にて一晩反応させた．

各抗体濃度は， 1：100 ； CD3（Abcam，Cambridge，United Kingdom），1：50 ； 

CD45R（Abcam），1：250 ； F4/80（CST，Massachusetts，USA），1：100；β-catenin

（Abcam）にて実験に供した．一次抗体との反応後，TBS にて洗浄し，1：500 ； 

Alexa488-goat anti-rabbit IgG（Invitrogen，California，USA）または 1：

500 ； Alexa594-goat anti-rat IgG（Abcam）と室温にて 2 時間反応させた後，

洗浄し，1：1000； DAPI（4'，6-diamidino-2-phenylindole）（Sigma）と 15 分

間反応させた．反応後，洗浄し，50% グリセロールにて封入した．染色組織切片

は，蛍光顕微鏡にて根尖病変およびその周囲骨を観察した． 
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Ⅲ． 結果 

 

1．根尖性歯周炎罹患患者の SNP 解析 

 過去に根管治療の既往があるものを対象とした．デンタルエックス線写真に

て根尖部透過像の長径が 3 mm 以上認める病変有群と，根尖病変を認めない病

変無群のゲノム DNA に対して IL-1β および Wnt/β-catenin シグナルの共

役受容体で骨代謝疾患に関連のある LRP5 の SNP 解析を行った．病変有群およ

び病変無群の年齢，性別，基礎疾患等の分布は表 2 に示す．病変有群の平均年

齢は 48.2 歳，病変無群の平均年齢は 59.8 歳であった．病変有群では男性が 

19 名，女性が 31 名の合計 50 名，病変無群では男性が 12 名，女性が 18 名

の合計 30 名であった．病変有群の平均根尖病変長径は 6.0±2.7 mm であった．

基礎疾患に関しては，今回探索した SNP と関連する疾患をもつものはおらず，

両群に特異な差はなかった（表 2）． 

他の研究グループ［53］により，根尖性歯周炎との関連を報告されていた IL-

1β の SNP は，本研究において関連性を見出すことはできなかった（表 3）．

一方，骨粗鬆症との関連が報告されている LRP5 の SNP において根尖性歯周炎

の発症と関連性があることが明らかとなった（表 3）． 
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2．Wnt/β-catenin シグナルの抑制が根尖病変形成に及ぼす影響 

 マウスの下顎左側第一大臼歯を露髄させ，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路

の阻害薬（IWR-1）を 1 日 1 回投薬し，根尖病変体積の経時的な変化をマイク

ロ CT にて計測し，露髄 4 週目の試料に対して組織学的検索を行った（図 1）．

マイクロ CT 解析の結果，露髄後すべての試料は根尖病変を形成しており，露

髄2 週後において，IWR-1 群と Vehicle 群の近心根の病変体積はそれぞれ1.22 

±0.14 mm3 ，1.57±0.16 mm3 であった．IWR-1 群では Vehicle 群に比べて有

意に病変体積が増加していることが明らかとなった（図 3）．また，露髄 4 週

後において も IWR-1 群と Vehicle 群の近心根の病変体積はそれぞれ 1.65 ±

0.33 mm3 ，1.46±0.01 mm3 であり，IWR-1 群では Vehicle 群に比べて有意に

病変体積の増加が認められた（図 3）．露髄 4 週後の試料に対して HE 染色を

行ったところ，歯根と歯槽骨の間にヘマトキシリンが濃染した細胞が凝集して

いる領域（根尖病変）が認められた（図 4 A）．根尖病変部の拡大像では，広範

囲に免疫担当細胞様の細胞群が認められた（図 4 B）．IWR-1 群では Vehicle 群

に比べると広範囲に免疫担当細胞様細胞が分布していることが確認された（図 4 

C，D）．in situ ハイブリダイゼーション法による染色では，IWR-1 群では 

Vehicle 群に比べて Wnt/β-catenin シグナル伝達経路のマーカーである

Axin2 の発現の減少を認めた（図 5）．また，骨芽細胞分化マーカーである 
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Col1a1 および Runx2 の発現は，Vehicle 群では歯根周囲と根尖病変周囲の歯

槽骨の表面に認められるが，IWR-1 群では Col1a1 および Runx2 の発現の低下

が認められた（図 6，7）．TRAP 染色より破骨細胞数については両群間に差は認

められなかった（図 8）． 

 

3．Wnt/β-catenin シグナルの活性化が根尖病変形成に及ぼす影響 

 露髄後 4 週経過したマウスに対して，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を

活性化する LiCl を根管内に貼薬し，4 週後の試料に対してマイクロ CT 解析

及び組織学的検索を行った（図 2）．貼薬 4 週後の近心根病変体積は，LiCl 貼

薬群において非貼薬群と比較して，有意差をもって根尖病変体積の縮小を認め

た（図 9）．HE 染色では，両群において線維芽細胞や血管新生を認めたことか

ら，肉芽組織が形成されていることがわかった．また，非貼薬群では根尖病変内

に結合組織の新生が認められることから慢性炎症が生じていることが推測され，

歯根肉芽腫の形成途上段階と認められる像が認められた（図 10）．貼薬 4 週後

の試料における in situ ハイブリダイゼーション法による染色では，両群にお

いて Axin2 の発現に差がないことがわかった（図 11）．一方，貼薬 24 時間後

の試料では ，LiCl 貼薬群において非貼薬群と比較してより多くの Axin2 陽性

細胞の発現が認められた（図 12）．また，貼薬 24 時間後の根尖病変内には β
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-catenin の細胞質への蓄積および核内での発現が認められた（図 13）．骨芽細

胞分化マーカーである Col1a1 は非貼薬群では根尖病変周囲の骨表層にのみ発

現が認められるが，LiCl 貼薬群では根尖病変内にも発現が認められた（図 14）．

Runx2 についても同様に，非貼薬群では根尖病変周囲の骨の表層にわずかに認

められるが，LiCl 貼薬群では根尖病変周囲の骨および根尖病変内に発現が強く

認められた（図 15）．また，T 細胞の表面マーカーである CD3 および 活性型

マクロファージの表面マーカーである F4/80 陽性細胞については，非貼薬群と 

LiCl 貼薬群の間で差は認められなかった（図 16，17）．一方，B 細胞表面マー

カーの CD45R については LiCl 貼薬群において非貼薬群と比較して多数の陽

性細胞を認めた（図 18）． 
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Ⅳ． 考察 

 

 日々の臨床において，根菅内に細菌感染が明らかに生じているにもかかわら

ず根尖病変を形成しない症例や根菅充填が緊密になされているにもかかわらず

根尖病変を形成する症例にしばしば遭遇する．これらの事実から根尖性歯周炎

の発症には，細菌感染以外にも要因となるものがあることが推測された．根尖性

歯周炎は，外来性因子に対して生じる免疫応答，そして免疫応答時に産生される

炎症性サイトカインにより誘導される歯槽骨の吸収により発症する．つまり，宿

主側の因子，免疫応答および骨代謝に目を向ける必要性がある．そこで，近年，

様々な多因子疾患において一塩基多型（SNP）による疾患関連遺伝子の特定が展

開されてきていることに着目し，根尖性歯周炎と関連する遺伝子について解析

することにした．根尖性歯周炎の成立に関与する免疫応答および骨代謝の関連

遺伝子の中から候補遺伝子を抽出することにした．免疫応答系の遺伝子として

として IL-1β を，日本人をはじめ他人種においても骨粗鬆症の疾患関連遺伝

子であると特定されている LRP5 を骨代謝系の遺伝子として，SNP 解析した

［27-40］． 解析の結果，根尖性歯周炎と IL-1β の SNP とのあいだには，関連

性は認められなかった（表 2）．アメリカの大学における深在性象牙質う蝕が根

尖病変を形成するかに対して関連が報告されていることから，IL-1β の SNP 

には人種差が存在する可能性があることが明らかとなった．また，LRP5 の SNP
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（A1330V，rs3736228）については，ヘテロタイプ において有意に分布に偏りが

認められた（表 2）．また A1330V については in vitro において Tcf/Lef 活

性と関連していることが報告されている［39，40］．このように本研究では，根

尖性歯周炎の発症に関連する新たな SNP を発見することに成功した． 

ところで，根尖性歯周炎は，免疫応答および骨代謝などの複雑な宿主因子によ

り生じるため，個体差が出やすい．そこで本研究では，個体差の影響を減ずるこ

とを目的として，近親交配マウスを実験に用いることにした［65］．今回の解析

に用いた Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を阻害する低分子化合物である 

IWR-1 は，細胞膜透過が容易で細胞内シグナル伝達経路の阻害に有効であること

で知られている［66，67］．Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を阻害する低分子

化合物としては IWR 化合物のほかに IWP 化合物がある［66，67］．IWP 化合物

は Wnt 依存性の LRP6 のリン酸化と, Dvl2 および β-catenin の蓄積を阻害

する［66，67］．IWR-1 は下流において β-catenin を分解する Axin2，Apc，

Ck1，Gsk3β の複合体を安定化させ，β-catenin の分解を促進させる［66，67］． 

IWP 化合物は LRP6 に作用するが LRP5 に作用しないため，今回の実験では 

IWR-1 を用いることとした［66，67］． 

本研究において，すべてのマウスは露髄により，根尖病変を形成し，経時的に

病変の拡大が認められた（図 3）．また，IWR-1 投与群では DMSO 投与群に比較
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し，根尖病変体積の拡大が認められた（図 3）．そこで，IWR-1 投与群で認めら

れた根尖病変体積の増加は，IWR-1 による Wnt/β-catenin シグナル伝達経路の

阻害によるものなのかどうか検証するために, in situ ハイブリダイゼーショ

ンをおこなった．その結果，IWR-1 投与群では Axin2 の mRNA の発現の低下を

認めたことから，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を阻害していることが確認

された（図 5）．また，骨芽細胞分化マーカーである Col1a1 および Runx2 につ

いても IWR-1 群では mRNA の発現の低下を認めた（図 6，7）．TRAP 染色法に

て破骨細胞についても評価したが，両群の間に差は認められなかった（図 8）．

これらの結果より，IWR-1 投与による Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を阻

害は，骨芽細胞の分化を抑制し，その結果として骨吸収が促進したため，根尖病

変の拡大が起こったと考えられる． 

 次に，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を活性化させた場合の根尖病変の体

積の変化について検討した．Tang らは，LiCl を間欠的に経口投与すると，露髄

による根尖病変の体積を減ずると報告している［68］．この LiCl は GSK3β の

活性を阻害し，β-catenin の細胞質内での蓄積を引き起こし，β-catenin の核

内移行を促進することで転写を活性化する．また， Li 化合物は血中濃度が上

昇するとリチウム中毒を引き起こしてしまうことも報告されている［69-73］． 

Li 塩として LiCO3 があり，これは現在双極性障害の治療薬として臨床で用い
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られている．血中リチウム濃度の 0.6～1.2 mmol/l が治療域，1.5～2.5 mmol/l 

で中毒域であり，両者が近いことが問題点となっている［69-73］．また LiCO3 

は腎排泄性であるため，腎機能障害を合併した場合はクリアランスが低下し，少

量でも中毒症状を引き起こすという問題点もある．よって，アンギオテンシン変

換酵素（ACE）阻害剤または非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）のような腎機能を

変える薬剤や高齢者においても投与量に注意が必要である［69，74，75］． さら

に, LiCO3 の使用によるリチウム中毒は死亡例も報告されている［76］．以上の

ことから，根尖病変の治療法を考えた場合 LiCl の全身投与はリスクが高く現

実的でないといえる．そこで本研究では，根尖病変を形成した患歯に Li+ を根

管貼薬することで根尖病変の治癒を促進しうるかどうか検討したところ，貼薬 

4 週後において LiCl 貼薬群は非貼薬群と比べ有意に根尖病変体積の縮小が認

められた（図 9，10）．次に，LiCl 貼薬群で認められた根尖病変体積の縮小は，

LiCl による Wnt/β-catenin シグナル伝達経路の活性化によるものなのかど

うか検証するために in situ ハイブリダイゼーションをおこなった．そこで，

より早い時期の方が Axin2 の mRNA 発現を捉えるのには有利なのではないかと

考え，貼薬 24 時間後の組織切片に対して in situ ハイブリダイゼーションを

おこなった．その結果，貼薬 24 時間後の組織切片において，Axin2 の転写活

性および β-catenin の細胞質での蓄積および核内への移行が認められた（図  
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12，13）．これらの結果から，LiCl は貼薬後初期の段階で， Wnt/β-catenin シ

グナル伝達経路を活性化し，根尖病変の縮小を誘導していると考えられた． 

また，LiCl 貼薬群では非貼薬群と比べて，骨芽細胞分化マーカーの Col1a1

（図 14）および Runx2（図 15）の発現の増加が認められた．以上の結果から，

LiCl による Wnt/β-catenin シグナル伝達経路の活性化を起点として骨芽細

胞の分化を誘導し，根尖病変の治癒を促進したと考えられる． 

次に，免疫担当細胞に対する LiCl の効果について解析した．まず，T 細胞

のマーカーである CD3 について蛍光免疫染色をおこなったが，LiCl 貼薬群と

非貼薬群との間で陽性細胞数に差は認められなかった（図 16）．また，マクロフ

ァージのマーカーである F4/80 についても同様の結果であった（図 17）．一方，

B 細胞のマーカーである CD45R 陽性細胞は，LiCl 貼薬群において非貼薬群と

比べて多く認められた（図 18）．CD45R は pro B 細胞から成熟 B 細胞まで発

現しており，遺伝子欠損マウスの解析結果から，Wnt/β-catenin シグナル伝達

経路は B 細胞の増殖能を正に制御していることが明らかとなっている［49，57］．

これは本研究にて LiCl 貼薬により根尖病変内において B 細胞数の増加を認

めた結果と一致している．LiCl は T 細胞を未分化な状態で保つという報告も

ある一方，制御性 T 細胞の増殖を行うことも知られているため［49，77-80］，

制御性 T 細胞をはじめ，その他の免疫担当細胞についてのさらなる検討が必要
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と考えている［48，81］． 

 将来的には，本研究の成果をもとにして，シグナル伝達経路をターゲットにし

た次世代の根管貼薬剤の開発につなげていきたいと考えている．水酸化カルシ

ウム製剤など従来の根管貼薬剤が殺菌効果を主としているのに対し，LiCl は骨

の形成促進および免疫を誘導することにより病変を形成した根尖性歯周炎の治

癒を促すことが可能と考えられる．よって，根尖病変を形成している根尖性歯周

炎の患者に対して，感染歯質除去および根管拡大が終了した根管に LiCl を貼

薬することで根尖病変の治癒を促進できると考えている． 
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Ⅴ． 結論 

 

LRP5 が日本人における根尖性歯周炎の疾患関連遺伝子であるとわかった．In 

vivo 実験より，根尖性歯周炎における根尖病変の形成は，Wnt/β-catenin シ

グナル伝達経路により制御されていることが明らかとなった．  
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cRNA プローブ GenBank Accession No., nucleotide

Axin2 Addgene #21277, NM_015732, nt1774-2787 

Col1a1 NM_007742, nt29553415

Runx2 AF010284, nt922_1746

表 1. in situ ハイブリダイゼーションに用いた cRNAプローブ



病巣有群 病巣無群

平均年齢

(最小-最大)

48.2

(22-82) 

59.8

(28-86) 

性別

男性 19 12

女性 31 18

根尖病変長径 (mm) 

平均長径±標準偏差 (最小-最大)

6.0±2.7

(3.0-12.0)  

基礎疾患

循環器系 (高血圧、心筋梗塞) 3 5

糖尿病 1 2

消化器疾患 (虫垂炎) 2 2

悪性新生物 1 1

呼吸器疾患 (喘息、結核) 1 2

自己免疫疾患 (リウマチ、乾癬) 1 1

表 2. 根尖性歯周炎罹患患者の SNP 解析結果の対象者



ジェノタイプ頻度

P 値 オッズ比
病巣有群 病巣無群

IL-1β
(rs1143643) 

C/C 0.21 0.24 NS

C/T 0.53 0.33 NS

T/T 0.26 0.43 NS

LRP5 
(rs3736228) 

C/C 0.36 0.54 NS

C/T 0.62 0.46 .00396* 1.19

T/T 0.02 0.00 NS

Fisher‘s exact test, *: P<0.05

表 3. 根尖性歯周炎罹患患者の SNP 解析結果



IWR-1 群: IWR-1 (2.5 μmol/ Kg) 

Vehicle群: DMSO in PBS 

8 週齢雄性

C57BL/6J マウス

尾静脈注射

(1 日 1 回) 

下顎左側第一臼歯 露髄

1, 2, 3, 4 週後 灌流固定 (4% パラホルムアルデヒド) 

1. マイクロ CT 解析 (各群 n=4) 

2. 組織学的検索 (4 週後) 

#8

図 1．Wnt/ β-catenin シグナル伝達経路の阻害による根尖病変形成への影響
についての in vivo実験のタイムスケジュール

下顎左側第一大臼歯を露髄させ，その日から 1 日 1 回 IWR-1 を経静脈的に投与

した．露髄後 1，2，3 および 4 週目にマイクロ CT 解析を行い，4 週目の切片を組織
学的検索に供した．



8 週齢雄性 C57BL/6J マウス

下顎左側第一臼歯 露髄

露髄 4 週後

根管拡大 根管貼薬

貼薬 4 週後

1. μCT 解析 (各群 n=3) 

2. 組織学的検索

#8

コンポジット

レジン

LiCl

#10

図 2．Wnt/ β-catenin シグナル伝達経路の活性化による根尖病変形成への
影響についての in vivo実験のタイムスケジュール

下顎左側第一大臼歯を露髄し，根尖病変を形成した．露髄 4 週後に根管内に

LiClを貼薬し，貼薬後 4 週目にマイクロ CT 解析および組織学的検索を行った．



0

0.5

1

1.5

2

1w 2w 3w 4w

近
心
根
病
変
体
積

(m
m

3
) 

Vehicle IWR-1

＊
＊

図 3．マウス下顎第一大臼歯露髄後の近心根病変体積のマイクロ CT 解析

近心根の病変体積をマイクロ CT を用いて計測した (n=4)．グラフは各群の

体積の平均値と標準偏差を示す．
Student ’s t-test，*: P<0.05
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