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研究成果の概要（和文）：矯正学的歯の移動に伴う歯槽骨の改造は、骨芽細胞と破骨細胞によるメカニカルスト
レス由来の骨代謝調節で制御されていると考えられてきた。本研究は、矯正学的歯の移動で起こる歯槽骨改造に
おいて歯根膜と骨細胞が及ぼす影響をSOST/Sclerostinに着目し、その制御に関与する調節機構を検討した。そ
の結果、歯根膜由来のSclerostinが骨細胞のSclerostinに作用することで骨代謝を調節することを見出し、細胞
内カルシウムの変動が上記の調節を司る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Orthodontic tooth movement (OTM) is achieved by the remodeling of the 
periodontal ligament (PDL) and alveolar bone in response to balanced mechanical loading. We 
investigated the regulatory dynamics of the SOST/Scl expression generated by orthodontic tooth 
movement (OTM) in vivo and in vitro. Our results provide evidence to support that factors secreted 
by the PDL, including SOST/Sclerostin, control alveolar bone remodeling through osteocytic 
SOST/Sclerostin in OTM. In addition, our findings suggest that augmented mechanical stress-mediated 
Ca2+ oscillations in PDL enhance the production and release of bone regulatory signals.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯の移動　骨細胞　歯根膜

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により骨細胞及び歯根膜細胞が歯の移動に伴う歯槽骨代謝に果たす役割とその分子制御機構の一端を示し
た。さらに、歯根膜の細胞内カルシウムが矯正力を生物学的応答（骨細胞を介した歯槽骨のリモデリング）に変
換するという重要な役割を有する可能性を見出した。本研究において，歯根膜に対する局所的圧迫力は骨細胞の
RANKLおよびOPG遺伝子発現に影響しないことも見出したが，それは歯根膜がRANKL/OPGシグナルを通して直接的
に破骨細胞形成を調節している可能性を示唆するものである。本研究成果は、矯正歯科治療期間短縮への臨床展
開への足がかりとなる知見となる可能性を秘めていると考える。

※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、研究者個人に帰属します。



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

歯科矯正治療は「歯に矯正力を加えると歯は歯槽骨内を移動する」という事実を基礎として成
りたつ。矯正的歯の移動は，圧迫力と牽引力というバランスのとれた 2 つのタイプのメカニカルストレスに
対する歯根膜の応答と歯槽骨のリモデリングによってなされており，圧迫側においては骨吸収が，また
牽引側においては骨形成が生じる。歯根膜細胞は，メカニカルストレスに起因してサイトカイン，ケモカ
イン, 酵素などの炎症性物質の増加や破骨細胞形成を促進させる事が知られており，矯正的歯の移動
において必要不可欠な歯根膜周囲の破骨細胞および骨芽細胞前駆細胞の活性化に関わると考えられ
ている。 

一方で、骨細胞が骨代謝調節を司るという近年の報告以降、歯槽骨改造の標的細胞として
骨細胞に注目が集まっている。中でも、骨細胞自身が破骨細胞の様に骨基質を溶解し生体にミネラル
を供給するという骨細胞性骨溶解の概念は、骨代謝学領域で注目されている事項である。骨細胞はメ
カニカルセンサーとしての中心的役割が提起されてきた細胞であり, 基質中の骨小腔と骨細管の空隙
に細胞突起を伸ばして分布している。細胞周囲を硬い骨基質に覆われている骨細胞の特性上，実際の
骨組織により近い状況で営まれるリアルタイムな細胞応答を検討する実験系の構築は困難と考えられて
きた.  

矯正的歯の移動で生じる歯槽骨リモデリングにおいて, 近年スクレロスチン(Scl)の役割に関し
た報告が散見され，矯正的歯の移動に際しての骨リモデリングを調節する因子である可能性が示唆さ
れている。Scl は、骨細胞が自己分泌する Wnt シグナルのアンタゴニストであり、その中和抗体は骨粗鬆
症治療の強力な手段として臨床応用に至っている。しかしながら，骨および歯根膜における Scl とコード
する SOST 遺伝子発現の制御機構に関する詳細は未だ不明な点が多く，メカニカルストレスが SOST 遺
伝子発現ならびに Scl 産生をどれほど正確に調節しているのかは依然として分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、矯正学的歯の移動で起こる骨改造において歯根膜と骨細胞が及ぼす影響を、歯槽骨に存
在する骨細胞が分泌する Scl に着目し、イメージングの手法を用いて検討する。さらに歯牙移動制御に
関与する調節機構を明らかにすると共に骨細胞性骨溶解との関わりを検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 実験動物 
 岡山大学動物実験委員会の承認のもと，すべての動物実験を行った。実験には 8 週齢の雄性 ICR マ
ウス 20 匹を用いた。実験の間，室温を 21 から 24℃の間に保ち，粉餌と水道水を自由に摂取できる状
態とした。 
 
2. 実験的歯の移動方法 
 上顎右側第一臼歯と切歯の間にニッケルチタンコイルスプリングを装着した。装置の装着は，マウスの
腹腔内にイソフルランを投与した後，仰臥位に固定して行った。装着に際し，臼歯および切歯に対して
それぞれステンレス線で結紮し，コイルスプリングの固定を行った。コイルスプリングは 10 g の力で矯正
力が負荷されるよう活性化した。 
 
3. 試料作製および組織染色 
 歯の移動開始後それぞれ 1，5，10 日目に 4 ％パラホルムアルデヒド固定液（PFA）を用いて灌流固定
を行った。コイルスプリングを装着していない群を対照群（0 日目）として灌流固定を行った。灌流固定後
に上顎骨を採取し，後固定、脱灰を行った。脱灰組織は脱水処理後，パラフィン包埋を施し連続切片を
作製した。歯の移動により臼歯は近心方向へ移動するため，歯根の近心側を圧迫側、遠心側を牽引側
と定義した。得られた H-E 染色像を用いて，歯の移動における力の方向に沿って縦 310 ピクセルの領
域を規定し，歯根膜の面積を計測した。 
  
4. ヒト歯根膜線維芽細胞の単離・培養  
 本研究に用いたヒト歯根膜は，岡山大学研究倫理審査専門委員会の承認の元で使用された。岡山大
学病院にて矯正治療に伴う小臼歯の抜歯治療を受けた 15 歳から 30 歳の健康な患者から，歯根膜組
織を採取した。ドナーには，細胞の提供を受ける前に使用目的を十分に説明して同意を得た。ヒト歯根
膜線維芽細胞（hPDL cells）は過去の報告に従い単離を行った。抜去歯は生理食塩水にて 2 回洗浄し
た後，歯根表面から hPDL cells を採取し，37 ℃，5 ％CO2，100 ％湿度下で細胞培養を行った。トリミ
ングされたヒト歯根膜組織もしくは単離歯根膜細胞を蛍光カルシウムインディケーターFluo8-AM (10uM)
にて蛍光染色し、光学的に可視化させた。 
 
5. 骨細胞様株 MLO-Y4 の 2 次元および 3 次元培養 
 マウス大腿骨由来骨細胞様細胞株である MLO-Y4 を使用した。MLO-Y4 はコラーゲン被覆プレート
上で培養した。in vivo の環境を模倣するため，過去の報告に従い MLO-Y4 の 3 次元培養を行った。3
次元培養は，Cellmatrix type I-A とα-MEM の等量混合物中に MLO-Y4 を懸濁した後，6 穴プレート
上に播種し，37 ℃，5 ％CO2，100 ％湿度下で培養した。液体培地は 2〜3 日毎に交換し，14 日間培
養の後，実験に使用した。 
 



6. 免疫蛍光染色 
 培養細胞は 4 ％PFA にて固定後，saponin に浸透させた。切片および培養細胞に対する蛍光免疫染
色のための抗体として，1 次抗体はヤギ抗マウス Scl 抗体を用い，4 ℃で 12 時間反応させた。2 次抗体
には Alexa Fluor 488 ウサギ抗ヤギ IgG 抗体を用いた。核染色は DAPI を用いた。観察は共焦点レーザ
ー顕微鏡および光学顕微鏡を用いて行った。 
 
7. 観察部位の選択および定量  
 得られた画像は ImageJ software を用いて解析を行った。実験的歯の移動における力の方向に沿って，
縦 310 ピクセルおよび横 200 ピクセルの領域（ROI）を選択し，定量を行った。圧迫側および牽引側の 2
つの ROI における蛍光輝度の測定および Scl 陽性細胞割合の測定を用いた。蛍光輝度の測定は過去
の報告に従い，プロファイル内の各点において，矯正力の方向に対して垂直方向の蛍光輝度のピクセ
ル数を計測し，平均化した値を示した。Scl 陽性細胞割合の測定は，得られた画像内のリファレンス部分
で得られるグレー値を基準とし，グレー値よりも 3 倍以上高い蛍光輝度を有する細胞を Scl 陽性細胞と
定義した。 
 
8. 培養細胞に対する圧迫力の負荷  
 hPDL cells および MLO-Y4 は過去の報告に従い，均一な圧迫力を負荷した。圧迫力は異なる重さの
ガラスシリンダーを用いて，それぞれ 24 時間および 48 時間の連続的な圧迫力を負荷した。 
 
9. 定量 RT-PCR 法 
 Total RNA の抽出は ISOGEN をプロトコルに従って使用し，逆転写反応は ReverTra Ace qPCR RT 
Kit を用いた。得られた cDNA は遺伝子特異的プライマーと SYBR Green を用いて増幅させ，
LightCycler System にて定量解析を行った。各 mRNA は glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
（GAPDH）mRNA 量を用いて標準化した。 
 
10. MLO-Y4 とヒト歯根膜線維芽細胞の間接的共培養  
 MLO-Y4 および hPDL cells が直接接触することなく培地
を共有できるように，トランスウェル内に播種した hPDL cells
を 3 次元培養した MLO-Y4 層の上に置き，実験を行った。 
 
11. 抗 Scl 中和抗体 
 細胞に対して実験群に抗 Scl モノクローナル中和抗体，対
照群にマウス IgG を添加した上で実験を行った。 
 
12. 細胞内カルシウム解析 
 共焦点レーザー顕微鏡から得られた連続画像から全細胞
中におけるカルシウム応答を示した細胞の割合、その応答
の強さ、頻度という時空間的特性を解析した。 
 
13. 細胞間伝達因子との関連性の検討 
細胞間情報伝達の調節因子であるギャップ結合(GJ)に着目し、阻害剤を前投与し、細胞応答の比較検
討を行った。 
 
14. 統計解析 
 正規分布による 2 群間の比較は，Student’s t-test を用いた。圧迫側と牽引側の差異に関する比較
は，対応のある t-test を用いた。4 群間比較は，フィッシャーの最小有意差（LSD）検定を用いて各時点
間の一元配置分散分析（ANOVA）を実地した。すべての検定は GraphPad Prism 6 を用いた。 



 
４．研究成果 
 
1. 矯正的歯の移動による組織学的変化 
矯正的歯の移動及び切片の作製には，マウス上顎骨の第
一臼歯遠心根を用いた。H-E 染色を行った冠状断切片に
おいて，圧迫側歯根膜の圧縮および牽引側歯根膜の伸展
が確認できた。歯根膜面積の変化を比較したところ，圧迫
側の 1 日目では，0 日目および牽引側の 1 日目と比較して
有意に減少した。1 日目から 10 日目までの時間の経過とと
もに，圧迫側と牽引側との差は減少を示した。 
矯正的歯の移動 0 日目の矢状断面において，上顎臼歯の
近遠心根周囲に存在する歯槽骨中の骨細胞に Scl の産生
を認めた。臼歯の冠状断切片においては，圧迫側 5 日目
の歯槽骨中の骨細胞に強い Scl 産生を認め，牽引側の 1
日目においては Scl 産生の減少を示した。次に歯の移動
方向に沿った ROI を定義し，蛍光輝度を測定した。圧迫側
における Scl 産生の蛍光輝度は 0 日目から 1 日目にかけ
てはわずかに減少したが，1 日目から 5 日目にかけては顕
著に増加した。この Scl 産生亢進の程度は，歯根膜からの
距離に応じて距離依存的に小さくなった。歯の移動開始
10 日目における歯根膜と歯槽骨の境界部周囲では，0 日目と同様のレベルにまで戻った。対照的に，
牽引側における Scl 産生の蛍光輝度は 1 日目の歯根膜と歯槽骨の境界部から 100 ピクセルの距離に
おいてのみ有意に減少し，5 日目と 10 日目では 0 日目と同様のレベルにまで戻った。以上のような Scl
産生の時空間的差異は，メカニカルストレスにより歯根膜と歯槽骨の境界部周囲から伝達される生化学
的シグナル伝達が，その反応拡散機構により歯槽骨へ直接的に関与している可能性が示唆された。 
 
2. Sclerostin 陽性細胞の時空間的解析 
Scl 陽性細胞割合についての分析では，圧迫側歯槽骨における Scl 陽性骨細胞についてその割合の
増加を認めた。圧迫側における Scl 陽性細胞割合は 4 つの全ての時間軸において牽引側より高く，特
に 0 日目と 5 日目において有意な差を示した。さらに，5 日目の圧迫側における Scl 陽性細胞割合は，
0 日目よりも有意に高かった。 
 
3. ヒト歯根膜線維芽細胞に対する持続的圧迫力による SOST と RANKL 遺伝子発現の二相性制御 
歯根膜細胞(hPDL)の初代培養系に連続的圧迫力
を負荷し，定量RT-PCRを行った。2.4 g/cm2 の重
い圧迫力は，SOST および RANKL 遺伝子発現を
有意に増加させた。また OPG 遺伝子発現は有意
に減少し，RANKL/OPG比の圧迫力依存的な増加
を認めた。対照的に 24 時間，0.24 g/cm2 の軽度
の圧迫力は SOST および RANKL 遺伝子発現を有
意に減少させた。さらに，免疫蛍光染色を用いて
48 時間，2.4 g/cm2 の圧迫力が hPDL における Scl
の免疫反応性を顕著に増加させることを確認した。
以上より，hPDL に対する圧迫力の負荷による
SOST および RANKL 遺伝子発現は，圧迫力依存
的な二相性の調節を受け，結果的に hPDL 中の Scl を活性化することを確認した。 
 
4. 歯根膜細胞と骨細胞の間接的な共培養による骨代謝関連遺伝子への影響  
 過去の報告から骨細胞に対してのメカニカルストレスは骨細胞における SOST 遺伝子発現ならびに
Scl 産生の低下を引き起こすことが分かっている。しかしながら，本研究における in vivo の結果では，歯
の移動開始 5 日目の圧迫側における Scl 産生に顕著な増加を
認めた。この矯正的歯の移動に伴う Scl 産生増加の作用機構を
解明するため，矯正的歯の移動における圧迫側を模倣した実
験系として，3 次元培養した MLO-Y4 と hPDL との間接的な共
培養モデルを構築した。hPDL に対して用いた圧迫力と同じ圧
迫力を 3 次元培養した MLO-Y4 に作用させた場合， Sost およ
び Opg の発現を抑制し，Rankl の発現を増加させた結果，
Rankl/Opg 比の増加を示した。しかしながら，hPDL に対する圧
迫力を MLO-Y4 との共培養モデル環境下で加えた場合，
MLO-Y4 における Sost 発現は約 3 倍に増加したが，Rankl また
は Opg 発現は変化しなかった。この in vitro における結果は，
圧迫力に対する Sost/Scl 発現亢進に歯根膜と骨細胞の間接的



相互作用が重要な役割を果たすことを示唆している。また，上記で示した 3 つの異なる培養条件で得ら
れた結果を比較することで，Rankl/Opg シグナル伝達による骨吸収経路は骨細胞依存的ではなく，歯
根膜依存的に作用している可能性が強く示唆された。 
 
5. 共培養モデルに対する抗 Sclerostin 中和抗体の影響  
同様の共培養モデルにおいて，hPDL および 3 次元培養
した MLO-Y4 の培養溶液中に Scl 中和抗体を添加し，こ
れまでと同様の圧迫力を負荷した。その結果，hPDL への
圧迫力によって誘発される SOST 発現亢進は，hPDL およ
び MLO-Y4 の両方において有意に抑制された。これらの
結果は，長時間の重い圧迫力による hPDL cells の SOST
遺伝子ならびに Scl 産生レベルの増加が，MLO-Y4 にお
ける Sost 発現の増加に寄与しているという本研究での仮
説に対しての証左となる。この結果はまた，MLO-Y4 にお
いてのみ Opg 発現の増加をもたらした結果，Rankl/Opg
比が減少するこという結果も示した。 
 
6. 歯根膜の細胞内カルシウムが矯正的歯の移動で生じる歯槽骨代謝を司る 
ヒト歯根膜組織をカルシウムインディケーターで蛍光染色後メカニカルストレ
スを与えた結果、負荷直後から組織中の歯根膜細胞で細胞内カルシウムの
上昇を認めた。これを in vitro にて検討した結果、細胞内カルシウムの上昇と
相関し、Rankl, SOST の上昇を来した。この結果はメカニカルストレスにより歯
根膜と歯槽骨の境界部周囲から伝達される生化学的シグナル伝達物質とし
ての細胞内カルシウムの役割を示唆している。 
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ligament cells

Investigate the mechanotransduction of osteocytes: start with bioinformatics
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Spatio-temporal regulation of sclerostin expression and dynamics in alveolar bone during orthodontic tooth movement

Fast fourier transform analysis showed morphological change of bone structure and change of periodicity of sclerostin
expression during orthodontic tooth movement

矯正的歯牙移動は圧迫側と牽引側の歯槽骨中においてスクレロスチンの発現を対比的に制御する

骨組織中骨細胞へ負荷されたメカニカルストレス由来のカルシウム応答はコネキシン43ヘミチャネルによって制御される
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骨細胞が産生するCathepsin Kは骨代謝の加齢性変化と骨細胞性骨溶解を直接制御する

ギャップ結合とConnexin43ヘミチャネルは骨細胞へのメカニカルストレスに由来したカルシウム応答を制御する

Sclerostinは矯正的歯牙移動時の圧迫側および牽引側で生じる対比的骨代謝調節の制御因子である

Evidence for the bone structure change and osteocytes' biorhythm during orthodontic tooth movement
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矯正的歯牙移動によるsclerostin発現の変化は歯槽骨改造を調節する

Detection of the bone structure change and periodic osteocytes' expression of sclerostin during orthodontic tooth movement

The osteocyte as a therapeutic target in the treatment of osteoporosis

Sclerostinは矯正学的歯の移動の制御因子である
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