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研究成果の概要（和文）：「三次元培養歯根膜由来EPCを利用した歯根膜線維産生法の確立とその歯科矯正治療
への応用」を実現するため、三次元培養歯根膜由来血管内皮前駆細胞（EPC）の牽引ならびに機械的刺激に伴い
発現が変化し、線維産生能力を変化させるキー遺伝子の同定を試みた。三次元培養法として、歯根膜由来EPC に
より細胞塊を形成し、細胞塊のcollagenゲルへの移植、包埋を行いI 型collagenゲルに牽引刺激を作用させる方
法を検討した。歯根膜由来EPCのI 型collagenゲル内での細胞塊形成とその三次元培養系への機械的刺激作用モ
デルは完成したが、ゲルからの細胞成分抽出が困難なため抽出方法の最適化を検討中である。

研究成果の概要（英文）：In order to develop the novel accelerated orthodontic therapy by controlling
 the orthodontic force-induced remodeling of fibrous tissue in the periodontal ligament (PDL), we 
tried to identify key genes which control the ability of PDL-derived endothelial progenitor cells 
(EPCs) to synthesize fibrous tissue in response to the mechanical stress: we constructed spheroidal 
aggregation with the PDL-derived EPCs, which was subsequently embedded in type I collagen gel. Then,
 the mechanical force was loaded to the PDL-derived EPCs in type I collagen gel. However, we 
unexpectedly found that it was very difficult to extract the protein and mRNA from the PDL-derived 
EPCs in type I collagen gel. Therefore, we are trying to establish suitable experimental method for 
effective extraction of protein and mRNA from these cells in the type I collagen gel.

研究分野：矯正歯科
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１．研究開始当初の背景 
 歯科矯正治療時の効率的な歯の移動のた
めには、牽引側歯周組織における骨形成と
圧迫側歯周組織における骨吸収がバランス
良く起こることに加え、歯根膜組織のリモ
デリングが適切に起こることが必要である。
近年、歯根膜組織中に間葉系幹細胞
mesenchymal stem cell（MSC）が存在し、こ
の細胞が骨やセメント質などの硬組織や靭
帯組織ならびに神経組織形成能力に加え、
脂肪組織や軟骨組織形成能力を持つことが
報告された（Seo et al., Lancet, 2004; Xu et al., 
Stem Cells Dev, 2009; Tomokiyo et al., J Cell 
Physiol, 2011）。一般的には、この MSC は
骨髄組織内で増殖し、血流を介して全身の
損傷組織やリモデリングが盛んな組織にホ
ーミングした後、増殖・分化して新たな組
織を形成するために働く（Ren et al., Stem 
Cells Transl Med, 2012）。歯の移動において
必要とされる効率的な歯周組織リモデリン
グのためにも、牽引側ならびに圧迫側歯周
組織の効率的な間葉系幹細胞などの組織形
成性細胞供給が重要なポイントになる。こ
れまでに我々の研究グループは、歯根膜よ
り血管内皮前駆細胞 endothelial progenitor 
cell (EPC)様の血管形成能力を有する未分
化間葉系細胞 SCDC2 を得て報告した
（Okubo et al., J Vasc Res, 2010）。加えて、
この歯根膜由来 EPC 様細胞が血管内皮細
胞 endothelial cell (EC)分化に加え、血管構
造を安定化させる働きを有する平滑筋細胞
smooth muscle cell (SMC)に分化する細胞内
シグナル伝達機構を明らかにしている
（Takahashi et al., Int J Mol Med, 2012; 
Yoshida et al., Int J Biol Sci, 2012）。またこ
の歯根膜由来 EPC 様細胞に対する牽引応
力や圧迫応力が、如何なる分子メカニズム
（細胞内シグナル伝達経路とそのターゲッ
ト遺伝子）を介してこの細胞の線維産生能
力に影響するかについて、本研究申請者ら
は、二次元培養における歯根膜由来 EPCへ
の牽引刺激を与える実験系での報告を行っ
ている。また上皮成長因子である EGFを作
用させるとこの細胞の増殖活性や遊走能に
影響することを併せて報告している
(Kimura et al., Cell Physiol Biochem , 2013) 
 
２．研究の目的 
 歯科矯正治療時の歯の移動の際には、歯
周組織のダイナミックなリモデリングが起

きている。そのリモデリング速度を律する
働きのある歯根膜由来 EPC の線維産生能力
を制御するメカニズムを解明する。特に、
二次元培養での牽引刺激が線維形成性細胞
の分化に影響を与えるが、より生理的条件
に近い三次元培養下での牽引刺激が歯根膜
由来 EPC の線維形成性細胞の分化にどのよ
うに影響するかを調査する。また牽引刺激、
圧迫刺激それぞれ別々の分子メカニズムに
より、歯周組織での線維産生の誘導が起き
ることが予測されるので、持続的な牽引応
力の刺激がある場合と持続的な圧迫刺激の
ある場合に分けて調査を進める。そこで、
1) 我々が見いだした歯根膜由来 EPC 様細
胞 SCDC2 に三次元培養下で持続的な機械的
応力（牽引刺激と圧迫刺激）を加えた際に、
筋線維芽細胞マーカーであるα-SMA マー
カー遺伝子の発現を制御するために働く細
胞内シグナル伝達経路ならびにそのターゲ
ット遺伝子を捉える。2) その牽引刺激と
圧迫刺激それぞれのターゲット遺伝子の強
発現系あるいはノックダウン系ベクターを
作製し、マウスを利用した矯正力による歯
の移動モデルにおいて歯根膜組織に in 
vivo 遺伝子導入をすることにより、牽引側
と圧迫側それぞれの歯根膜組織に線維形成
が誘導されることを確認する。3) 加えて、
このような遺伝子操作により、マウスの矯
正治療による歯の移動に要する時間が短縮
されることを確認する。1)～3)により、歯
科矯正力作用時の歯根膜周囲の線維産生を
自在に制御可能とし、歯周組織のリモデリ
ングの回転速度を早めることより、歯の移
動時間の大幅な短縮化を実現する革新的技
術を確立する。 
 
３．研究の方法  
 歯根膜由来 EPC の三次元培養法の確立と
応力に応答する線維産生制御遺伝子の同定
1)歯根膜由来血管内皮前駆細胞（EPC）を用
いた三次元培養法の確立と牽引刺激に応答
する線維産生制御遺伝子の同定: 
① 二次元での歯根膜由来 EPC の牽引刺激
を与える細胞培養系は、I 型コラーゲン塗
布磁気マイクロビーズを用いた方法（Chan 
et al., J Biol Chem, 2010）を用いている。
この方法を用いて実験を開始しており、牽
引刺激がコラーゲンから細胞接着分子イン
テグリンを介して、細胞骨格系に予測通り
（ストレスファイバーの形成促進）に働く



ことを確認している。三次元培養法として、
歯根膜由来 EPC により Spheroid(細胞塊)を
形成し、形成した Spheroid(細胞塊 )の
collagen ゲルへの移築、包埋を行う。また
collagen ゲルに磁気マイクロビーズを作用
させ、牽引刺激を作用させる。この実験系
を用いて、歯根膜由来 EPCの牽引刺激時に
線維産生細胞マーカーの発現と共に変化す
る線維産生遺伝子を DNA アレイやプライ
マーアレイを利用してピックアップする。
また圧迫刺激も同様の実験系を用いて調査
する。 
② ①でピックアップした遺伝子が、EPC
の線維産生制御遺伝子であるかどうかを牽
引刺激下培養法を用いて評価する。モデル
遺伝子の強発現ベクターや siRNA あるい
は shRNA 発現ベクターを構築し、EPC に
導入後、牽引刺激後に誘導される線維構成
細胞（EC や SMC）の分化マーカーの発現
にどのように影響するかを確認し、線維産
生制御キー遺伝子を in vitro レベルで特定
する。 
③ ①で用いた三次元培養法では細胞表面
のインテグリンにビーズが直接接触しない
ことも考えられ、効率的な刺激が加わらな
いことも考えられる。ビーズのコラーゲン
ゲルへの撹拌方法を検討するとともに、右
図のように、チャンバーへコラーゲンゲル
と共に細胞を播種し、ゲルごと伸展させる
方法も併せて検討する。線維産生制御遺伝
子の発現変動が歯の移動に及ぼす影響の検
証を行う。 
2) in vivo遺伝子導入による線維産生制御遺
伝子の発現制御： 
①前年度に同定された制御遺伝子の強発現
ベクターならびに発現抑制（shRNA）ベク
ターを作製し、マウス歯根膜にエレクトロ
ポレーション法で導入する。トランスフェ
クション試薬の細胞毒性や in vivoにおける
影響を考慮し、プラスミドベクターの導入
はエレクトロポレーションを第一選択肢と
する。In vivoエレクトロポレーターは研究
室内の現有機器を使用し、電極のみを新規
購入する。この方法でうまくいかない場合
には脂質ベースのトランスフェクション試
薬を検討する。本研究では in vivoへの適応
を考慮し、ウィルスベクターは使用しない。
②組織切片作製後、in situハイブリダイゼ
ーション法で線維形成制御遺伝子の
mRNA発現を、特異的抗体を用いた免疫染

色でタンパク質発現の増減を確認する。 
3) 線維産生制御遺伝子の発現差異が矯正
力に与える影響の評価: 
①線維産生制御遺伝子の強発現ベクターな
らびに shRNA ベクターが導入されたマウ
スに、Waldo法（Waldo, J Dent Res, 1953）
にてそれぞれ擬似矯正を施す。 
②連続組織切片を作製後、H-E 染色で線維
産生誘導能を形態学的に評価する。標本に
おいて圧迫側における骨吸収、牽引側にお
ける骨添加について評価する。さらにレー
ザーマイクロダイセクションで切り出して
RNA を抽出し、リアルタイム PCR で血管
内皮、骨芽細胞、破骨細胞のマーカー遺伝
子の mRNA発現量を解析する。 
③マイクロフォーカス CT で歯周組織の撮
影を行い、線維産生制御遺伝子の発現差異
による歯の移動距離への影響を比較、検討
する。レーザーマイクロダイセクション、
ならびにマイクロフォーカス CT は現有の
学内共同利用機器を使用する。 
 

４．研究成果 

1)二次元における歯根膜由来 EPC への牽引
刺激を与える細胞培養系 
歯根膜由来 EPC への牽引刺激はコラーゲン
やインテグリンを介して細胞骨格系に働い
て、ストレスファイバーの形成を促進させ
るとともに筋線維芽細胞マーカーの発現を
誘導するが、EGF がこの筋線維芽細胞マー
カーの発現誘導を ERK 依存的に抑制するこ
とは以前に報告した通りである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今回我々は、図１のようにEGFがF-actin
の形成に関与しないことを明確にした。ま
た図 2、図 3 より、牽引力による cofilin
のリン酸化（不活性化）誘導が EGF で抑制
されることを明確にした。 
 以上のことより、EGF は cofilin の活性
を変化させるにも関わらず、F-actin の形 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
成を抑制しないことから、EGF は cofilin
以外のアクチン重合に関わる分子には影響
しないことがより明確とされた。これらの
結果から、EGF はアクチン重合には大きな
影響を与えないので転写因子 MRTF の核内
移行を抑制するようには働かず、その他の
分子メカニズム（核内での筋線維芽細胞分
化マーカー遺伝子の転写活性そのものを
ERK 依存的に抑制するなど）により、歯根
膜由来 EPC の筋線維芽細胞分化を抑制する
ことが示唆された。 
2) 三次元培養法における牽引刺激 
EPC の三次元培養下で確認される牽引刺激
あるいは圧迫刺激に伴う線維産生能を調節
するキー遺伝子を同定するため、歯根膜由
来 EPC により Spheroid(細胞塊)を形成し、
これを collagen ゲルへ移植・包埋した後、
collagen ゲルに圧迫・牽引刺激を作用させ
る方法を検討した。 
 これまでに、EPC による Spheroid(細胞
塊)形成を確認しており、また、その細胞塊
を TypeⅠ コラーゲンゲルへと移植し、三
次元培養が適切に実施できることを確認し
ている。しかし、ゲルに包埋された状態か
らの RNA やタンパク質の抽出効率が予測に
反して低いことが原因し、これまでに二次
元培養にて判明した牽引力によるこの細胞
の線維産生能力の向上効果は、残念ながら

三次元培養ではまだ確認できていない。 
 以上のごとく、現在までに遺伝子レベル
での解析のための三次元培養技術を利用す
る研究基盤は整えられているが、サンプル
の抽出方法を適正化する必要があり、今後
も継続してこのサンプル調製方法について
工夫を重ねて行く予定である。 
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