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　 オ ッ セ オ イ ン テ グ レ
ー

シ ョ ン 成功 の た め に は チ タ ン 骨内 イ ン プ ラ ン ト上 の 骨芽細胞の 分化 が 必 須 で ，

そ れ は 種 々 の サ イ トカ イ ン に よ り制御 され て い る，最 近 の 研究で は，前 炎 症 性サ イ トカ イ ン の
一つ で あ

る IL−17Fが骨芽細胞分化の 初期段階で 作用す る こ とが示唆され て い る ，しか し．　 IL−17F お よ び IL−17F

とは 異なる IL−17 ス
ーパ ー

フ ァ ミ リ
ー

の
一

員で あ る 工L−17A の ，チ タ ン 表面上 で の 骨芽細胞分化過程へ の

作用は 依然明 らか で は ない ．本研究 で は，まず ラ ッ ト動物実験系 を 用い て 検討 した．す な わ ち，ラ ッ ト

の 上 顎両 側 第
一

臼 歯 を抜去 し，そ の
一

方の 抜歯窩 に チ タ ン 棒 （φ 1．Omrnx2 、4mm ）を±里入 した、埋 入 後

1か ら 7 日 目 に ラ ッ トを屠殺，両 抜歯窩お よ びそ の 修復組織を採取 し，工L−17F お よび 工L−17A の 動態 を

nested 　RT −PCR に より検索 した．次 に in　vitro 実験系 で，　 IL−17Fおよび IL−17A の ，チ タン disk上で 培

養 した MC3T3 −E1 細胞 の 骨芽細胞分化 マ
ー

カ
ー

の 発現 に 対
．
す る 直接 的 な 作用 を検討 した．丁n　viVQ 実 験

の 結果，チ タ ン 埋 入 に よ り処署後 3 日 目で 工L−17F の 産生 頻 度が 有意に 上 昇す る こ と，
一

方，工L−17A の 産

生 頻 度 は，チ タ ン 埋 入 の 有無 に関 わ らず，処置 後 3 目 目 まで 徐 々 に 上 昇す る こ とが 明 らか と な っ た．In

vitro 実験 の 結果からは．工L一ユ7F 添加 に よりチ タ ン disk上 で 培養 した MC3T3 −E1 細胞が刺激され、ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ お よ び 骨 シ ア ロ タ ン パ ク の 発現 が 増 強 され る こ とが 示 唆 され た、こ れ らの 結 果 か

ら，IL−17F は，骨芽細胞分化マ
ー

カ
ー

の 発現増強を介 して、チ タ ン 表面で の 骨芽細胞分化を促進す る こ

とが 示唆 され た．
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チタ ン表面で の 骨芽細胞分化 に対する 工L−17Fの促進作用

言

　近年，歯牙欠損 に対す る補綴処置 としてチ タ

ン を原材料 とした人 工 歯根を顎骨に 埋 入 し，機

能性お よ び審美性 の 回復 を 目的 とする イ ン プ ラ

ン ト治療の 需要性が高 まっ て い る，イ ン プ ラ ン

ト体 はオ ッ セ オイ ン テ グ レーシ ョ ン に よ り歯槽

骨と強固 に結合 し
1）

，人工歯根 として 機能を果

たすこ とが 明らか に され て い るが ，こ の 過程の

中で ，まずイ ン プ ラ ン ト体の埋入 時の 外科処置

に よ り，埋 入 局所 で は
一

時的な 炎症応 答が 起 き

てお り
2｝

，炎症性サイ トカイ ン産生 が誘導され

る
3〕

．こ れらの 炎症性サ イ トカイ ン は局所の 細

胞増殖
41

，細胞分化
5・6）

に関わ り，創傷治癒過

程 に重要な役割を担 っ て い る こ とが明 らか に さ

れ て い る ，2005 年に Park ら
7 〕

に よ り炎症応答

の 制御に 関わる ヘ ル パ ー T 細胞 subset として

Thelper　17 （Th17 ）が 見い だ され，　 Th17 は感

染 防御 や組織修復 に作用す る こ とが複数の グ

ル ープか ら報告 され て い る
s・9 ／

． Th17 の 産生

す る lnterleukine−17 （IL−17）ス
ーパ ー

フ ァ ミ

リ
ーは こ れ まで の と こ ろ IL−17A か ら IL−17F

の 6 つ の サブ タ イプ に 分類 され て お り
1°）

，各サ

ブ タイ プ の 作 用 の 特長，異 同等に つ い て は現在

研 究が 進 め られ て い る
IL）

．こ の 中 で ，　 IL−17A

と IL−17F は ア ミノ 酸 レ ベ ル で の 相 同性が高 く

（50％）レ セ プ タ
ーも共有する

L：）
が，その 生理活

性は異なる こ と が最近の 研究か ら明らか に され

て きた．両者と も線維芽細胞，上 皮細胞，血管

内皮細 胞，マ ク ロ フ ァ
ー

ジ等に作用 して IL−1

β，IL−6 や TNF −or等 の 炎症性サ イ トカ イ ン，

matrix 　metalloproteinase や 抗 菌 ペ プチ ドの 発

現 を誘導 し，炎症誘導や細菌感染防御に 関与 し

て い る
］3’6〕

が，IL−17A は多発性硬化症
17’

，関節

リ ウ マ チ等 の 自己免疫疾患 の 発症
L8／

や ア レ ル

ギ
ー

応 答に中心的役割を果たすこ と
19｝

が示唆さ

れ て い る．一方，IL−17F は 自己免疫疾患や ア レ

ル ギ
ー
応答に 関与せ ず，骨芽細 胞分化能 を亢進

し，初期の骨修復に関与する 可能性が示唆され

て い る
2”z： ．その 他 の IL−17 サ ブ タ イ プ の 特徴

は 未だ明確 に は され て い な い もの の ，IL−17B，

15

IL−17C お よび IL−17D が単球 に作用 し，炎症性

サ イ トカ イ ン の 産生 に 関与す る こ と
23−25｝

，IL−

17E が Th2 か らの IL−4，　IL−5 お よび IL−13の 産

生 を介して ア レ ル ギ
ー

に関与する こ と
261／

が示唆

され て い る．しか し，こ れ まで の と こ ろ ，歯科

領域 特に イン プ ラ ン ト体埋入後 の 組織修復お

よ び オ ッ セ オ イ ン テ グ レ
ーシ ョ ン に 与 える

Th17 ／ IL−17の役割 に つ い て は明 らか に は さ

れ て い ない ，そこ で 本研究で は，オ ッ セ オイ ン

テ グ レーシ ョ ン に つ なが るチ タ ン 表面 で の 骨芽

細胞 の 細 胞増殖，細胞分化に対 する 工L −17 の役

割を明 らか にする 目的で ，動物実験系 を用 い て

抜歯窩お よ び そ の修復組織で の IL−17 （IL−17F

お よび IL−17A ）の 動態に つ い て 検索す る と と

もに，チ タ ン 埋入 に ともなう影響 につ い て検討

した．また株化骨芽細胞 （MC3T3 −E1）を用 い

て ，IL−17 に よ る 細胞増殖活性，チ タ ン 表面培

養 で の MC3T3 −E1 細胞 の 骨芽細 胞 分化 マ
ー

カ
ーの 変動 と IL−17の 作用 に つ い て も検 討 を

行 っ た．

材料お よび方法

1．抜歯 窩お よびチ タン棒埋入抜歯 窩か らの

　cDNA 精製

　8週齢 の 雄性 Wistar 系 ラ ッ ト （日本 ク レ ア ，

東京）の 上 顎両側第
一

臼歯を抜去 し，片側抜歯

窩 に滅菌 した円柱状 の チ タ ン 棒 （φ 1．0　rnm 　x 　2．

4mm ＞を埋入 した．チ タ ン 棒 は補綴 ・イ ン プ ラ

ン ト学講座准教授 武部 純 博 士 よ り恵与 を受

けた．抜歯窩を縫合 した後，埋入 1，3，5，7 日

目に吸入麻酔薬に よ り屠殺 し， トレ フ ィ ンバ ー

（φ 6．0　mm ，　 GC ，東京）を用 い て 抜歯窩組織 を

採取 した．採 取 した組織 か らの RNA 精 製 は

ISOGEN （ニ ッ ポ ン ジー
ン ，東京）を用 い て行 っ

た．既報
271

に従 い ，得 られ た RNA は 2．5 μM

OIigo　dT （lnvitrogen，　Carlsbad，　CA ，　USA ），10

mM 　 DTT 　（lnvitrogen）， 625μM 　 dNTP

（lnvitrogen），20　U　RNasin
’
“’ Plus （Promega ，

Madison，　 WI ，　 USA ），　 First　 Strand　 buffer

（lnvitrogen），100　U　Sし1perScript
’e’
　II　Reverse

Transcriptase（lnvitrogen）を用 い ，30℃ 10 分，

N 工工
一Electronlc 　 Llbrary 　
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55℃ 30 分，99℃ 5分の 条件下 で逆転写 を行 い

cDNA と した，なお 本研究は ，岩手医科大学動

物実験委員会 の 承認 を得て 行 っ た （承認番号

24−019）．

2 ．抜歯窩お よび その 修復組織での IL17 の

　動態

　抜歯窩局所 の IL−17F お よ び IL−17A の 産生 は

nested 　RT −PCR 法に よ り検 討 した
2δ，

．Nested

RT −PCR 法の 第
一

段階の PCR は市販の 工L−17F

の プ ラ イ マ
ー

（タカ ラ バ イオ，大津），お よ び

IL−17A （NM ＿001106897） の 塩基 配列 を基 に 設

計，作製 した プラ イマ
ーを，第二 段 階 では IL−

17F （NM −001015Q11） の 塩基 配列 を基に 設計，

作 製 した プ ラ イマ
ー

お よび市 販 の ラ ッ ト エL−

17A の プ ライ マ
ー （タ カ ラ バ イオ） を用 い て

行 っ た （表 1）．得 られた cDNA をテ ン プ レー

トと して ，1st　PCR 反応は ラ ッ ト IL−17F 特異的

プ ラ イマ
ーある い は ラ ッ ト IL−17A 特異 的 プ ラ

イ マ ー O．15 μM ，1x　 AmpliTaq 　 Gold”’t　 360

Master　Mix （Applied　Biosystems，　Foster　City，

CA ，　USA ）を 94℃ 15秒 T
　 58℃ 15秒，72℃ 15秒

を 1サ イ ク ル として 40 サ イク ル 行 っ た．増幅

され た PCR 産物 を NucleoSpin母 Gel　and 　PCR

CIean−up （タ カ ラ バ イオ）を用 い て 精製 濃縮

を行 っ た．2nd　PCR は精製 され た PCR 産物 を

テ ン プ レ ー トと して ．ラ ッ ト IL−17F特 異 的

nested プ ラ イ マ
ー

お よび ラ ッ トIL−17A 特異的

nested プ ラ イ マ
ー 0、15 μM ，1x　 AmpliTaq

Gold’g’　360　Master　Mix を 94℃ 15 秒，56℃ 15秒，

72℃ 15秒 を 1サ イク ル として 40サ イ クル 行 っ

た．PCR 反応終了後，3％ ア ガ ロ ース ゲ ル 電気

泳動 （0．1 μg／ml エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド，44．5

mM 　Tris−borate，1mM 　EDTA ，　pH 　8．0）を行 い

検出 した ．

3 ．チタン表面での MC3T3 −El 細胞 の増殖

　お よび IL−17 添加に よる作用

　本研 究で は t 医 療工 学講 座 准 教 授 平 雅 之

博士 よ り恵与 を受け た 表面処理 を行 っ て い な い

滑沢なチ タ ン disk（φ 20，0　mm 　x 　1，0　mm ）を供

試 した．IL−17F お よび IL−17A の 細 胞増殖活性

は マ ウ ス 株化骨芽細胞株 （MC3T3 −E1 細胞）を

用 い て Nam ら
L’2；

の 方法 に準 じて 行 っ た．すな

わち，血清 を含 まな い aMEM （工nvitrogeD ）に

100U ／ml 　 penici！lin お よ び 100 μg／ml

streptomycin を添加 した 培地 に，　 MC3T3 −E1 細

胞を 1xIOs 　celLs／5　ml 〆well の審度で チ タ ン 表

面 上 ま た は 培 養 プ レ
ー

ト （N　 unc ，　 Roskilde，

Denmark ）に 播種 し た ，細胞を リ コ ン ビ ナ ン ト

マ ウ ス IL−17F （rmlL −17F）〔フ ナ コ シ，東京）ま

たは リ コ ン ビ ナ ン トマ ウ ス IL−17A （rmlL −17A ）

（フ ナ コ シ）を用 い て 20ng／lnl で 刺激 し，37℃，

5％ CO2 −95％ Air の 条件下 で 培 養 した ．細胞増

殖活性 は刺 激後 1，3，5 日 目の付着細胞数か ら

検討 した ，

4 ．チ タン表面での骨芽細胞 の骨芽細胞分化に

　対する IL−17 の役割

　 IL−17F お よび IL−17A に よ る骨芽細胞分化誘

導能 の 検討 は，Yokota ら
291

に 準 じて 行 っ た．

すなわ ち，骨芽細胞分化 マ
ーカ ー

の うち，1型

コ ラ
ー

ゲ ン （CollA）（NM ＿007742），ア ル カ リ

フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ （ALPL ）（NM ＿007431），骨

シ ア ロ タ ン パ ク （IBSP）（NM ＿008318），お よ び

オ ス テ オ カ ル シ ン （BGLAP ）（NM ＿031368）の

発現量 を real −time　RT −PCR 法に よ り測定 した．

す な わ ち 無 血 清 α MEM 培 地 （100　U／ml

penicillinお よび 100　ug／ml 　streptomycin 含有）

に 懸 濁 し た MC3T3 −E1 細 胞 1x105 　 ce ！ls／

5ml ／well を、培養 プレ ー
ト上 また はチ タ ン 表

面上 に播種 し，rmlL −17F また は rmlL −17A （20

表 1Nested 　RT −PCR に 使用 した プ ラ イマ ー

遺伝子 酉己尹亅　（5
’
匸031 ｝ reference

ラ ッ 1・GAPDH 　 　 GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG

ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA

ラ ッ ト IL−］7F （ISt）　 CAAGTCTTGG ¢ AAGGGTGACTTA

CTGCTCCCGAGCTGATGATG

ラ ッ 1・TL−17A 〔Tst）　 CTGATCAGGACGAGOGACCA

GGAGAAAGTTATTGGCCTCqG

ラ ：ン ト IL−17F 〔2nd）　 GACCCGGAGACCMC 工CAGAA

CTTCATGCTGGATTCCCCGA

ラ ッ トIL−］7A （2nd）　CTGATCAGGACGAGCGACCA

ACTGTAGCCTCCAGGTTCAGTAGeA

Takarabln

Takara　bie．

Int］lis　Study

】nthisstUd ｝
「

Taka］1a　bio．
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結 果
表 2　Real−time 　PCR に 使用 したプラ イマ

ー

遣伝 子 襾己歹U　〔51 匸03F ） reference

マ ウ ス 　GAPDH 　　　　 TGTGTceGMCGTGGATCTGA

マ ウス CollA

マ ウス ALPL

マウス IBSP

TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

GACTAGTTCAGCTTTGTGGA ¢ ⊂ TC

GGGACCCTTAGGCCTAAGTGTA

GCAGTATG 且ATTGAATCGGAACAAC

ATGGCCTGGTCCATCTCCAC

GGCTATTGATCAAGCAGCACACA

CGCAGTTAGCAILTAGCACAAACAC

マ ウス BGLAP 　　　　 CGG ¢ CCTGAGTCTGACIMA

TCTGTAGGCGGTCTTTAAGCCATA

Takara　b 【o、

Takara　bio、

Takara　bio．

Takarablo，

Takara　bio

ng ／m ！）で 刺激 し，37℃ ，5％ COe −95％ Air の 条

件下 で培養 した，刺激後 工，3，5 日 目に付着細

胞 を回収 した．RNA の 精製 は RNeasy［¢ Mini

Kit （Qiagen，　DUsseldori，　Germany） を 用 い ，

PrimeScripte　RT 　Master　Mix （タ カ ラ バ イオ）

に よ り逆転 写 を行 っ た．得 られ た cDNA 　lOO

ng を テ ン プ レ
ー

トと し て 1x　SYBRg 　Premix

Ex　Taqll （タ カ ラバ イ オ ），0．4 μM プ ラ イ マ ー

（表 2），95℃ 5 秒，60℃ 30秒 を 1サ イクル と し

て 40サ イ ク ル 行 っ た．蛍光 検 出は Thermal

Cycler　Dicea
’
　Real　Time　System　Single（タ カ ラ

バ イオ）を用 い て 行 っ た．

5 ．統計解析

　動物 実験 系で の IL−17F お よ び IL−17A の 検

出率 に つ い て の 統計解析 は Fisherの 正 確確率

検定で 行 っ た．MC3T3 −E1 細 胞 を用 い た in

vitro 実験系で は Studenfs−‘検定に よ り解析 し

た．す べ て の 結果 にお い て 有意水準 は O．05未

満と した ，

1．抜歯窩およびチ タン棒埋入抜歯窩での IL−

　 17 の発現

　抜歯窩修復組織 で の IL−17F お よび IL−17A の

発現 に つ い て は，当初，rea1 −time 　RT −PCR に よ

る 定量的測定 を試みた．しか し，そ の 絶対量は

極め て少 なく，多 くは検出限界付近 の 値を示 し

た ため dnested 　RT −PCR に よる定性的測定を用

い て ，発現が認め られた サ ン プル の 割合 （検出

率）で IL−17F お よ び IL−17A の 発現 を検討 し

た ．IL−17Fお よび IL−17A の 発現 は個体に よ り

発現 パ ターン は異な っ て お り，IL−17Fある い は

IL−17A の い ずれか が認め られ た 群 の 中で は IL−

17A の み 陽性 の 群が 最 も多 く，つ い で IL−17F

お よ び IL−17A が と も に 陽性 の 群 が 多 く，IL−

17F の み陽性の 群 が最 も少なか っ た （それ ぞれ

55．8％，33．7％お よ び 10，5％）．図 IA に は 3 つ

の 発現パ ター
ン の

一例 を示 した．

　抜歯直後と比較 して抜歯後 1 日 目の 組織サ ン

プ ル で は，IL−17F お よ び IL−17A の い ずれ の 検

出率 も上昇する傾向を示 し，抜歯後 7 日目に は

低下 した （図 1B，　 C ）．チ タ ン 棒 を埋 入 した群

で も，抜歯の み の 群 と同様の傾 向を示 したが，

埋 入 後 3 日 目で IL−17F の 検 出率が チ タ ン 棒埋

入群で 有意に 高か っ た （p ＜ OD5）（図 1B，　 C）．

2 ．チ タン表面で の MC3T3 −E1 細胞の増殖

　および IL−17 添加による作用

　 IL−17Fお よび IL−17A の 骨芽細胞に対す る細

胞増殖活性に つ い て検討 した結果，培養 プレ ー

トに播種 した MC3T3 −E1 細胞は培養 5 日目 ま

で 細胞増殖 は起 こ らず，さ らに，い ずれ の IL−

17 を添加 して も MC3T3 −E1 細胞 の 増殖 は認め

られ なか っ た．また ，チ タ ン表面 で 培養 した

MC3T3 −E1 細胞 に つ い て も，　 IL−17 の 添加，非

添加に関 わ らず，培養 5 日目まで 有意な細胞増

殖は観察 され なか っ た （図 2）、
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　 0 　 　 　 1
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　 3 　 　 5 　 　 7

（n ＝15）　　（n ＝15）　　（n ＝ 9）

日数

100

　 80
§

再 60

≡ 40

　 20

　 　 　 　 　 　 0
　 　 　 　 　 　 　 0 　 　 1 　 　 3

　　　　　　 （n ＝ 16）　　（n ； 14）　　（ll＝ 15）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 日数
図 1 ： 抜歯窩 お よ びそ の 修復組織で の IL．17 の 動態

　 5 　 　 7

（n ＝ 15）　　（n ＝ 9）

A トチ ダ ン 埋 入抜 菌 窩 修 復組 織 〔＃ 1、2） お よ び 抜歯窩修復希【1織 1：＃ 31iの IL−17F，工L−17AmRNA 発現 を示 す．
B 、C 丿 抜歯窩．チ タ ン 犀 入 抜 歯 窩 の 修 復 組 織 で の IL−17F 〔B ｝，工L−17A ，1c ：1 の 発 現 導；の 変動 を示す．図 1「iの 〔△ ｝

は チ タ ン 埋 入抜 歯窩修復親織、〔 」 は抜 歯窩修復組織 で の IL−17Fあ るい は IL−17A の 発 現 を示す．〔＊ 》 は 有意

な 発現 率 の 差 ［p く D．〔，5：： を示 す．
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図 2 ：MC3T3 −El 細胞に対する IL−17F お よ び 工L−17A の 増殖活性

　培養 プ レートお よ び チ タ ン 表面培養時の Mc3T3 −E1 細胞 に 対す る rL−17F お よび 工L−17A の 細胞増殖活性 （口 ；

　プ レート培養群，圃 ；プ レート培養 ＋ IL・17F刺激群，國 ；プ レ
ー

ト培養 ＋ IL−17A 刺激群，■ ；チタ ン表面培養

　群，圃 ；チ タ ン表面培養 ＋ IL−17F 刺激群，圜 ；チ タ ン 表面培養 ＋ IL−17A 刺 激 群 ） を示 す．

3 ．チ タン表面培養での MC3T3 ・El 細胞の

　骨芽細胞分化マ
ー

カ
ー

の 変動および IL・17

　の作用

　MC3T3 −E1 細胞 の 細胞 増殖 に対 して は チ タ

ン 表面培養お よび 工L−17 添加の 影響が観察 され

なか っ た こ とか ら，次に ，骨芽細胞分化に対す

る作用 に つ い て ，骨芽細胞分化 マ
ーカ ー

の 動態

か ら検討 した．その 結果，MC3T3 −E1 細胞 の チ

タ ン表面培養で は，通常の 培養 プ レ
ー

トを用 い

た場合 と比 較 して ，CollA，　 IBSP につ い て は著

明な差 は 観察 され な か っ た （図 3A ，　 C ）が ，

ALPL に つ い て は培養 3 日目お よび 5 日目に発

現 が 増 強 す る 傾 向 が 観 察 さ れ た （図 3B）．

BGLAP に つ い て は チ タ ン表面培養 3 口目お よ

び 5 日 目で 発 現が 有意 に増 強 され て い た （p く

0．05）（図 3D）．

　チ タ ン 表面培養 で の MC3T3 −E1 細胞 の 骨芽

細胞分化 マ
ー

カ
ー

発現に 対する IL−17 の 作用 に

つ い て も CollA発現 に つ い て は い ずれ の IL一

17の 添加 に よ っ て も対照 群 との 間 に有意な差

は認め られ なか っ た （図 3A）が，　 ALPL に つ い

て は IL−17F 添加 に よ りチ タ ン表面培養 3 日 目

で そ の 発現 が 有意に 増強さ れ （p 〈 OD5），培養

5 日目に お い て も発現増強作用が 持続する傾 向

が観察 され た （図 3B）．逆 に，　 IBSP発現 に つ い

て は IL−17F 添加 に よ りチ タ ン 表面培養 1 日 目

に発現増強傾向が認め られ ，培養 3 日 目で有意

な 発現増強作用 が 観察 され た （p 〈 O．05）（図

3C）．　 BGLAP に つ い て は，培 養 3 日 目で IL−

17A 添加に よ り，培養 5 日 目 で IL−17F 添加 に

よ り発現増強傾 向が認め られ たが ，い ずれ も有

意な差は観察 され なか っ た （図 3D＞．

考 察

　IL−17ス
ーパ ー

フ ァ ミ リ
ー

の うち，　 IL−17F は

骨折部位の 修復過程の 初期に誘導され骨芽細胞

分 化を亢進 し，初期の 骨修復に 関与する可 能性

が示唆 されて い る
22）
．一方，IL−17A は，　 IL−17F
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図 3 ；チ タ ン 表面 培養 の MC3T3 −El 細胞 の 骨芽細胞分 化 マ ーカー発現 に対す る IL−17 の 作用

　MC3T3 −E1 細胞をチ タ ン 表面培養 し，　 IL−17F，　IL−17A 刺激 した 際の 骨芽細胞分化 マ
ー

カ
ー

（A ；coi1A ，B ；ALPL ，

C ；IBSP お よ び D ；BGLAP ）の mRNA 発現量 を示す （口 ；プ レ
ート培養 ■ ；チ タ ン 表 面 培養 圏 ；IL−17F刺

　激群 wa；IL−17A 刺激群，　ND ；検出されず）．チ タ ン 表面培養 と比 較 して （＊ ）は有意 な mRNA 発現 増 強，（＃）

　は 有意な mRNA 発現 の 低下 （p 〈 O．05） を示す．
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とア ミ ノ酸 レベ ル で の 相同性が高 くレ セ プタ
ー

も共有する
L2〕

に もか かわ らず，自己免疫疾患 の

発症や ア レ ル ギ
ー応答 に中心的役割 を果たすこ

とが 示 唆 され て い る
］s・19）

．他 の IL−17 ス ーパ
ー

フ ァ ミ リーの サ ブ タイプを含め，こ れ まで に報

告され た IL−17の 生理活性 の 多彩 さは各サブタ

イプが 異なっ た生理活性を発揮する こ とに よ る

の か も知れ ない ．本研究で は，イン プラ ン トの

オ ッ セ オ イ ン テ グ レーシ ョ ン に 関連する チ タ ン

表面で の 骨芽細胞の細胞増殖，細胞分化 （骨芽

細 胞分化）に対する IL−17の役割 を明 らかにす

る 目的で t 工L−17F お よび IL−17F と最 も相同性

が高 い IL−17A を タ
ー

ゲ ッ トに
，

ラ ッ ト動物実

．験系 を用い て抜歯窩お よびそ の 修復組織で の 動

態ならび に チ タ ン 埋入 に と もな う影響に つ い て

検討 した，そ の 結果 ，い ずれ の IL−17 に つ い て

も real −time 　RT −PCR に よ る定量的測定 の 検 出

限界付近で あ っ た こ とか らその絶対量は極め て

少ない こ とが示唆 された，そこ で ，nested 　RT −

PCR に よる定性 的測定に よ り検 出率 と して 検

討した結果，抜歯直後 の 組織サ ンプル および抜

歯窩の 修復組織 で IL−17F お よび IL−17A の 検

出率が上昇 して い た，さ らに，抜歯窩の修復が

進んだ抜歯後 7 日目で は い ずれ も低下する 傾向

が観察 された （図 IB．　 C） こ とか ら，抜歯後の

歯槽骨の修復過程の 初期段階で IL−17が 関与す

る こ とが示唆された，

　つ ぎに本研 究で は，抜歯窩 へ の チ タ ン 棒埋 入

に ともなう影響 に つ い て検討 した，チ タ ン は組

織修復 の 足場
3G3L）

とな る だけで な く，そ の 表面

形状 ・性状に もよ るが，骨芽細胞分化誘導能を

有する こ とが示唆 され て い る
32｝．そこ で ，チ タ

ン棒埋 入 群で の IL−17F お よび IL−17A の 検 出

率をチ タ ン 棒非埋入群 （抜歯 の み の 対照群） の

それ と比較検討 した．そ の結果，埋 入後 3 日 目

で IL−17F の 検出率が チ タ ン 棒埋 入群 で有意に

高か っ た （図 IB）こ と か ら，チ タ ン イ ン プ ラ ン

トの オ ッ セ オイ ン テ グ レ ーシ ョ ン に 関連するチ

タ ン 表面で の 骨芽細胞の細胞増殖／分化 に IL−

17Fが 関与する可能性が示唆された．

　骨芽細胞の 増殖と分化は骨組織の 修復に 必須

21

の 過程
33〕

で ある こ とか ら，つ ぎに IL−17F お よ

び IL−17A の 骨芽細胞 の細胞増殖，細胞分化に

対する作用 につ い て ，MC3T3 −E1 細胞 を用 い た

in　vitro 実験系 で検討 した．細 胞増殖 に つ い て

は ，通常の 培養 プ レー トで の MC3T3 −El 細胞

数の 変動お よび IL−17F／ IL−17A 添加 の 影響，

な ら び に チ タ ン diskを用 い た チ タ ン 表面培養

で の MC3T3 −E1 細胞数の 変動お よび IL−17F／

IL−17A 添加 の 影響 につ い て 検討 した． しか し，

い ずれ の培養法 を用い た場合に も，また，い ず

れの IL−17 サ ブ タ イ プ を添 加 した 場合 に も，

MC3T3 −E1 細胞数 の 有意な変動 は観察され な

か っ た （図 2）．こ の 成績 は IL−17 （IL−17A）が

平滑筋細胞 に対 して 細胞増殖活性を有する との

Chang らの 報告
M ＞

とは異なるが，対象 とする細

胞 に よ りIL−17 の 作用が 異な る こ と に よる の か

も知れ な い ．さらに，本研究結果か らは，チ タ

ン 表面培養の 骨芽細胞の細胞増殖に対する影響

も少な い ことが示唆された．但 し，チ タ ン はそ

の 表面形状 ・性状 に よ り骨芽細胞 の 骨分化誘導

能が大 きく変 わる との 報告
32・35，36）

や sub 一
μ チ タ

ン 粒子は単独 で マ ク ロ フ ァ
ー

ジ活性化作用 を有

する との Tairaらの 報告
37〕

か らすれば，チ タ ン

表面培養単独 で 骨芽細胞の 細胞増殖 に働 く可 能

性 は残 され て い る．

　骨芽細胞 分化過 程で は CollA，　ALPL ，　IBSP，

BGLAP な どの 骨芽細胞分化マ
ーカ ーの 発現が

誘導 され る
3S−41） ．そこ で 本研究で はチ タ ン表面

培養 で の MC3T3 −El 細 胞 の 骨芽 細 胞分 化 マ
ー

カ ー
の 変動と 工L−17 の 作用 に つ い て 検討 を行 っ

た．その結果，チ タ ン 表面培養で は，通常の培

養 プ レ
ー

トを用 い た場合と比較 して，Col1Aで

は著 明な差 は観察 され な か っ た （図 3A）が，

ALPL で は培養 3 日 目お よ び 5 日 目に 発現が 増

強す る傾 向が 観察され （図 3B），　 BGLAP に つ

い て は チ タ ン 表面培養 3 口 目お よび 5 日 目で そ

の 発現 が 有意 に 増強さ れ て い た （図 3D ）こ と

か ら，チ タ ン 表面培養単独で 骨芽細胞分化に働

くこ とが 示 唆 さ れ た．チ タ ン 表面 培養 で の

MC3T3 −E1 細胞の 骨芽細 胞分化 マ ーカ ー発現

に対する IL−17 の 作用 に つ い て は，　 IL−17F 添加
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郎，木村　重 信

に よ りチ タ ン 表面 培養 3 日 目で MC3T3 −Eユ細

胞 の ALPL お よ び IBSP の 発現 が有意に増強 さ

れ た （図 3B，　 C）．本研究結果 と，通常培養 の

MC3T3 −El 細 胞 に 対 して IL−17F は CollA，

IBSP お よ び BGLAP の 発現 増 強 に働 くと の

Nam ら
221／

の 報告 を勘案す る と，　 IL−17F は 骨芽

細胞分化 マ
ーカ ー

の 発現 増 強作用 を介 して ，骨

芽細胞分化に作用 して い る こ とが示 唆された．

　本研究の 結果， 1 ）抜歯後の 歯槽骨 の 修復過

程 の 初期段階 では，その 絶対量は極め て 少ない

もの の ，IL−17が 関与する こ と，2 ）チ タ ン表面

で は骨芽細胞分化が促 進 される こ と． 3） さら

に そ の 骨芽細胞分化は IL−17F に よ り増強 され

る こ と，が示唆された．今後，チ タ ン の 表面形

状 ・性状の 違 い に よる骨 芽細胞の 細胞増殖 ・細

胞分化へ の 影響 を含め，オ ッ セ オイ ン テ グ レー

シ ョ ン に つ なが るチ タ ン 表面で の 骨芽細胞分 化

過程に 関わ る IL−17 の 役割に つ い て さ ら に詳細

に検討する予定で ある ．
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 Abstract  : The  osteoblast  diiferentiation on  the  endosseous  titanium (Ti) implants is required  for

successfu1  osseointegration,  which  could  be promoted  by various  cytokines.  Recent  studies  suggested  a

pro-infiammatory cytokine,  IL-17F, could  be a candidate  cytokine  for inducing the ce!lular  response  in the

early  phase of osteogenesis.  However, the role of IL-17F as well  as another  member  of  the IL-17

superfamily,  IL-17A, in regtilating  the  osteoblast  differentiation on  Ti surfaces  remains  unclear.  In this

study  using  a  rat  model,  the first molars  in both maxillary  quadrants  were  extractecl  and  a  Ti bar ( di 1,O x

2.4 mm)  was  topically applied  to one  extraction  socket.  One to 7 days after application, the animals  were

sacrificed,  and  the  tissue samples  from  both extraction  seckets  were  collected,  IL-17F and  IL-17A in the

tissue specimens  were  detected by nested  RT-PCR. Furthermore, the direct effect  of  IL-17s on  the

cultured  preosteoblast MC3T3-El  cells on  Ti disks was  examined.  In vivo  studies  indicated the frequency

of IL-17F-positive samples  from the Ti-applied sockets  increased significantly on  day 3, whereas  the

frequency of  IL-17A-positive samples  gradually increased up  to day  3 regardless  of  Ti application.  In vitro

studies  suggested  that IL-l7F could  stimulate  the MC3T3-El  cells  on  Ti disks to increase the expressions

of alkaline phosphatase and  bone sialoprotein. Thus, IL-17F could  enhance  the  osteoblast  diiferentiation

on  Ti surfaces  via  the upregulation  of  osteoblast  differentiation markers,

Key  Words  : IL-17 (IL-17A and  IL-17F>, osteoblast  differentiation, titanium surfaces


