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研究成果の概要（和文）：関節軟骨は膝関節において体重を支持するなど圧縮力負荷に抵抗しやすいことが知ら
れているが、いっぽう下顎頭軟骨は矯正歯科治療においてチンキャップなどの外力を負荷することでその成長を
制御し顎変形の修正を行えるなどメカニカルストレス抵抗性が低い軟骨組織であることが知られている。
本研究課題ではNrf2を介した抗酸化能がエピジェネティックに制御を受けて抗酸化ストレス耐性が低いと仮説を
立て、その検証を遂行した。

研究成果の概要（英文）：Articular cartilage is thought to exhibit tolerance against mechanical 
compression such as body weight loading on knee joint. On the other hand, mandibular condylar 
cartilage is sensitive to the mechanical loading. Orthodontic treatment uses this characteristics to
 modulate the growth at the mandibular condylar cartilage.
In this research project, we hypothesized that epigenetic control of the anti-oxidative stress 
tolerance via the transcription factor, Nrf2, in the specificity of the condylar cartilage. To 
clarify the issue, we utilized in vivo and in vitro experiment, and revealed the possible epigenetic
 control of the anti-oxidative stress tolerance in the specificity of the condylar cartilage.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： Nrf2　エピゲノム　軟骨　抗酸化酵素　酸化ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膝関節軟骨と下顎頭軟骨を比較することで、両者のメカニカルストレス耐性にエピジェネティックな抗酸化スト
レス耐性制御が関連していることが明らかとなった。
これは疾患耐性にエピゲノムが関連していることを示しており、学術的に大きな意義がある研究と思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

関節疾患は関節が運動において重要な役割を果たしていることから QOL への負のインパク

トが大きく、超高齢社会の日本において、その予防・治療についての早急な研究対策が望まれて

いる。顎顔面頭蓋領域においても顎関節疾患に伴い、開口障害・咀嚼障害・発音障害・不定愁訴

などさまざまな心身症状を発症し QOL低下が惹起される。 

顎関節症は、顎関節の疼痛・顎運動異常などを徴候とする疾患であり、そのうち特に重篤なⅣ

型（変形性顎関節症）では下顎頭軟骨の破壊・吸収・変性がみられる(顎関節症の症型分類 日本

顎関節学 2001 年改定版)。一般的に顎関節症は若年者で好発するが、高齢者では若年者に比較

して重症化しやすいことも知られている(慈恵医大誌 2012;127:41-8)。この高齢者での変形性顎

関節症好発の原因として、大臼歯喪失による歯での咬合力支持が失われ顎関節への咬合力負荷

が増大することが原因とする報告 (日本骨形態計測学会雑誌，2006;16(3):21−9)や、逆に機能低

下が関連しているという報告(Arch Oral Biol. 2014;59(12):1368-1376)があり不明な点がまだ多

いのが現状である。 

関節軟骨は膝関節において体重を支持するなど圧縮力負荷に抵抗しやすいことが知られてい

るが、いっぽう下顎頭軟骨は矯正歯科治療において外力を負荷することでその成長を制御し顎

変形の修正を行えるなどメカニカルストレス抵抗性が低い軟骨組織であることが知られている

(Am J Orthod Dentofacial Orthop. 1986;90(1):19-28, Semin Orthod. 1997;3(4):232-43,44-54)。

また膝軟骨に過大なメカニカルストレスを負荷した場合、軟骨細胞において酸化ストレスが増

加することで細胞障害が生じ軟骨破壊の病因となりうることが報告されている(Biorheology. 

2004;41(3-4):479-91, Biorheology. 2006;43(3-4):517-21, Curr Drug Targets. 2007;8(2):347-57)。

したがってメカニカルストレス耐性が低い下顎頭軟骨では酸化ストレスによる細胞動態の改変

が生じ、いっぽう圧縮力負荷に抵抗しやすい膝軟骨はその酸化ストレスへの耐性が高いことが

示唆される。この膝関節と下顎頭軟骨のストレス抵抗性の相違を明らかにすることは、高齢者に

おいて好発する重篤な変形性顎関節症の病態を解明することにもつながり、高齢者の医療福祉、

ならびに QOL向上に大きく貢献するものと思われる。酸化ストレスは生体・細胞にとって障害

因子として働くため、細胞は酸化ストレスへの防御機構として転写因子Nrf2を介した抗酸化ス

トレス酵素群発現誘導とそれらによる ROS 消去システムを兼ねそろえている(Annu Rev 

Pharmacol Toxicol. 2007;47:89-116.)。 

この問題を解決すべく、研究代表者らは顎関節・膝関節部の非脱灰組織切片からLaser capture 

microdissection (LCM)法を用いて関節軟骨各層の RNA を抽出し遺伝子発現を解析する手法を

確立し、学会発表を何度か行ってきた。 

研究代表者らは、下顎頭軟骨においてNrf2がエピジェネティックな発現抑制を受けておりそ

れにより抗酸化ストレス酵素群が総じて低下し抗酸化ストレス耐性が下顎頭軟骨では低くなっ

ているために下顎頭軟骨においてメカニカルストレス誘導性変形性関節症が発症するという研

究仮説をたて、本研究課題ではその検証を動物実験・器官培養実験を用いて行うことを研究目的

として研究を遂行した。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では仮説として「下顎頭軟骨においてNrf2がエピジェネティックな発現抑制を受

けておりそれにより抗酸化ストレス酵素群発現が総じて低下し抗酸化ストレス耐性が下顎頭軟

骨では低くなっている」を想定し、次の３つを具体的な研究目標として設定し、その検証を動物

実験・器官培養実験を用いて遂行した。 



1) 下顎頭軟骨と他の軟骨での Nrf2 メチル化の比較 

2) 上記メチル化・発現と関節破壊病態との関連解明。 

3) 加齢下顎頭軟骨における Nrf2活性化によるメカニカルストレス耐性向上の可否解明。 

 

３．研究の方法 

1) 下顎頭軟骨と他の軟骨での Nrf2 メチル化の比較 

 はじめに下顎頭軟骨、脛骨関節軟骨、脛骨成長軟骨間のゲノム DNA メチル化について比較を行

った。20 週齢の ICR 系雄性マウスについて下顎頭および脛骨の非脱灰凍結連続切片を作製し LCM

法を用いて各サンプルからゲノム DNA を採取し、Nrf2 プロモーター領域のうちメチル化の可能

性が高い領域（CpG アイランド）についてパイロシークエンス法によってメチル化の程度を測定

した。また同領域に対して、バイサルファイト処理有無での high resolution melt (HRM)法を

用いてメチル化の程度についてパイロシークエンス法の数値を確認した。すなわち、Nrf2 プロ

モーター領域のうちメチル化の可能性が高い領域（CpG アイランド）の上流と下流にプライマー

を設定し、リアルタイム PCR 後の解離曲線採得について温度変化を通常よりも高分解で取得し、

GC,AT の解離温の違いからメチル化の有無をメチル化 100%と 0%の標準試料を各割合で混合した

ものの解離曲線と比較することでサンプルのメチル化程度を調べる解析を遂行した。 

 

2) 上記メチル化・発現と関節破壊病態との関連解明。 

 下顎頭軟骨、脛骨関節軟骨における遺伝子発現の相違を抗酸化酵素に着目して比較を行った。

はじめに網羅的遺伝子発現解析を行った。すなわち ICR 系雄性マウスについて下顎頭および脛

骨の非脱灰凍結連続切片を作製し LCM 法を用いて各サンプルから RNA を抽出し、マイクロアレ

イ解析を行った。つぎに発現に相違が見られた遺伝子について、リアルタイム RT-PCR を行い、

発現の相違について確認を行った。解析遺伝子としては抗酸化ストレス酵素群発現制御マスタ

ーレギュレーターである Nrf2 ならびにその阻害因子である Keap1, Bach1, Bach2, そして Nrf2

によって転写制御を受けていることが知られている抗酸化ストレス酵素群（HO1, GCS, G6PD, 

NQO）について解析を行った。 

 つぎに抗酸化酵素のタンパクレベルでの発現相違について、下顎頭軟骨、脛骨関節軟骨の組織

切片を使用し、特異抗体を用いた免疫組織染色法にて解析を行った。 

 さらにこれら抗酸化酵素発現の相違が、各組織の酸化ストレスマーカー強度に違いを与える

かどうかについて、酸化ストレスマーカーである 8-OHdG を特異的に検出できる抗体を用いた免

疫組織染色法にて解析を行った。 

 

3) 加齢下顎頭軟骨における Nrf2 活性化によるメカニカルストレス耐性向上の可否解明。 

 介入試験として、抗酸化ストレス酵素群のマスターレギュレーターである Nrf2 を下顎頭軟骨

において特異的に活性化し、抗酸化ストレス酵素群発現を増強することで下顎頭軟骨のメカニ

カルストレス耐性を向上させられるかどうかを動物実験にて検証した。具体的にはマウス顎関

節腔へ Nrf2 活性化材である dimethyl fumarate を局所注射し、変形性関節症の病態観察を行っ

た。 

 

４．研究成果 

1) 下顎頭軟骨と他の軟骨での Nrf2 メチル化の比較 

①パイロシークエンス法によるメチル化解析 



マウス Nrf2 ゲノム転写開始領

域における、GC%および CpG 存在

位置についてバイオインフォマ

ティクス解析を行った。 

右図のように、転写開始点から約 1kb 上流に CpG アイランドが存在するため、ここについてメ

チル化の程度を解析することと

した。 

 PCR プライマーをこの領域をは

さむように設定し、CpGアイランド

5 箇所のメチル化程度についてパ

イロシークエンス解析を行った。

各 CpG でメチル化の程度が異なっ

ていること、同じ CpG 配列でも頚

骨関節軟骨と下顎頭軟骨の間でメ

チル化の程度が異なること、下顎

頭軟骨の方がよりメチル化されて

いることが明らかとなった。 

②HRM 解析法によるメチル化解析 

 つぎに HRM 解析法を用いて、上記５箇所の CpG アイランドを含む塩基配列に対して、メチル化

100%と 0%の標準試料を各割合で混合したものの解離曲線と比較し、頚骨関節軟骨および下顎頭

軟骨のメチル化の程度を解析した。 

メチル化の程度は、頚骨関節軟骨で 10％、

下顎頭軟骨で 24％であり、下顎頭軟骨の方

がよりメチル化されていた。 

 以上①と②の結果から、Nrf2 プロモータ

ー領域は、頚骨関節軟骨と下顎頭軟骨でメ

チル化の程度に差が見られること、下顎頭

軟骨の方がよりメチル化されていることが

明らかとなった。 

 

2) 上記メチル化・発現と関節破壊病態との関連解明。 

 はじめに頚骨関節軟骨と下顎頭軟骨の網羅的遺伝子発現解析を行った。頚骨関節軟骨と下顎

頭軟骨では多くの遺伝子に発現相違が見られた。その中でも、Nrf2・抗酸化酵素系に着目し、発

現比較を行った。 

抗酸化酵素発現のマスターレギュレ

ーターである Nrf2 の遺伝子発現は、

頚骨関節軟骨と下顎頭軟骨で約10倍

発現量に差が見られ、頚骨関節軟骨

での発現が高かった。Nrf2 で転写制

御されていることが知られている抗

酸化酵素、HMOX-1、NQO、GCS、などの

遺伝子発現も予想通り頚骨関節軟骨での発現が高かった。 

図 1 Nrf2ゲノムプロモーター領域の CpGアイランド 

頚骨関節軟骨(TAC) 下顎頭軟骨(MCC) 

図 2 パイロシークエンス法による Nrf2メチル化解析 

図 3 HRM法による Nrf2メチル化解析 

頚骨関節軟骨 下顎頭軟骨
Nrf2 8657.7 810.8 10.7

HMOX-1 1106.7 495.4 2.2
NQO1 5180.5 268.6 19.3
NQO2 6053.6 2526.6 2.4
GCS 3405.0 181.2 18.8
Microsomal glutathione S-transferase 1 6691.8 18.1 370.0
Glutathione S-transferase kappa 1 13314.3 5970.0 2.2
Glucose-6-phosphate dehydrogenase X-linked 11940.4 5037.7 2.4
Peroxiredoxin 3 13491.1 2793.1 4.8
Peroxiredoxin 4 110.5 21.0 5.3
Peroxiredoxin 6 306.8 47.7 6.4

遺伝子名
発現強度 下顎頭軟骨に対する

発現レシオ

表 1 マイクロアレイ遺伝子発現解析 



 次にマイクロアレイで得られた遺伝子発現の相違を確認すべく、リアルタイム RT-PCR を行い、

発現の相違について確認を行った。Nrf2 については頚骨関節軟骨での発現が下顎頭軟骨の約 6

倍、NQO1 については約 2倍の発現差が見られる結果であった。 

これらのことから、遺伝子レベルで、Nrf2 とその制御を受ける抗酸化酵素の発現が、頚骨関節

軟骨に比較して下顎頭軟骨では低いことが明らかとなった。 

 さらにタンパクレベルでの発現相違について解析を行うべく、頚骨関節軟骨と下顎頭軟骨の

組織切片を現在薄切中である。非脱灰凍結切片を粘着フィルム法で薄切しているため進行に遅

れが見られるが、特異抗体を用いた免疫組織染色のプロトコールは確立しており、切片が出来次

第解析を進める。 

 また、これら抗酸化酵素発現の相違が、各組織の酸化ストレスマーカー強度に違いを与えるか

どうかについて、酸化ストレスマーカーである 8-OHdG を特異的に検出できる抗体を用いた免疫

組織染色法にて解析を行う計画であるが、こちらに関しても組織切片の薄切が終了次第免疫染

色・解析を進める。 

 

3) 加齢下顎頭軟骨における Nrf2 活性化によるメカニカルストレス耐性向上の可否解明。 

 介入試験として、抗酸化ストレス酵素群のマスターレギュレーターである Nrf2 を下顎頭軟骨

において特異的に活性化し、抗酸化ストレス酵素群発現を増強することで下顎頭軟骨のメカニ

カルストレス耐性を向上させられるかどうかを調べるべく、動物実験を遂行した。すなわちマウ

ス顎関節腔へ Nrf2 活性化材である dimethyl fumarate を局所注射し、変形性関節症の病態を組

織学的に検索する動物実験系である。 

 現在組織切片薄切中であり、薄切終了後に破骨細胞数、軟骨の厚み、軟骨下骨露出度、などを

計測する予定である。 
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