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研究成果の概要 :歯根膜を構成するヒ ト歯根膜出来細胞 (以下 hPDL細 胞)に 対 し、メカニカ

ル ス トレスを負荷、サイ トカイン産生を検討 した。hPDし細胞はメカニカルス トレスの強さと

時間の影響を受け、生理的または非生理的なメカニカルス トレスに対 し炎症性サイ トカイン産

生能を有 し、歯周病や外傷性咬合に代表される歯根膜の炎症に関与すると考えられた。さらに、

その局所炎症には病原性細菌の影響が強く、メカニカルス トレスはこれを助長する因子と考え

られた。

交付額

(金額単位 :円)

直接経費 間接経費 合  計

2 0 0 6年 度 800,000 0 800,000

2 0 0 7年 度 700,000 0 700,000

2 0 0 8年 度 700,000 210,000 910,000

年度

年度

総  計 2,200,000 210,000 2,410,000

研究分野 :医歯薬学

科研費の分科 ・細 目 :歯学 ・歯周治療系

キーワー ドiメカニカルストレス 歯 根膜由来細胞 免 疫学的検討

1.研 究開始当初の背景

近年、再生医学の分野において歯周組織

の再生には歯肉、歯槽骨、セ メン ト質 とと

もに歯周組織を構成 している歯根懐の再生

が不可欠であるとされてお り、その細胞 レ

ベルでの種々の研究が行われている。歯根

膜は、歯根を取 り囲む厚 さ約 200 μ mの 線維

性結合組織で、歯槽骨 とセメン ト質の間に

位置 し、歯槽骨内に歯牙を固定 している。

そして、咬合力や外力などの力学的負荷 (以

下メカニカル ス トレス)に 対 して、緩圧機

能を有するとともに、自身の恒常性 を維持

している。 この歯根膜を構成する歯根膜由



来細胞 (以下 hPDL細 胞)に対してメカニカ

ルス トレスは、局所の免疫応答を引き起こ

すとともに、炎症反応や骨吸収の
一因であ

ると考えられている。そ して近年、メカエ

カルス トレスを与えた際、hPDL細 胞が発現

する遺伝子に関する報告もみられる。 しか

しながら hPDL糸田胞は、異なる数種の細胞に

よつて構成される組織で、均一な細胞集団

を調整することが困難である。また、この

細胞を同定する特異的マーカーや歯根膜の

株細胞が存在 しないとされており、その機

能を細胞レベルで解析することは極めて難

しい組織である。

さらには、従来から hPDL細胞とメカニカ

ルストレスに関する報告は多く存在するが、

生体の咬合圧に近似 したメカニカルス トレ

スを負荷 した報告は見られないのが現状で

ある。また静水圧、圧迫力、張力などのメ

カニカルス トレスのうち静水圧は、海綿骨

の骨芽細胞や破骨細胞に影響を与えたり、

その負荷条件で hPDL細胞出来のプロスタグ

ランジン Eや サイクリックアデノシン 1ソ

ン酸産生を左右するとの報告がある。この

ため、静水圧に対する hPDL細胞由来のサイ

トカインに関して検討を加えることは、hPDL

細胞の機能を解析するだけではなく、歯根

膜と接 している歯槽骨への影響を検討する

うえで重要であると考える。これまでに我々

は、静水圧に対する軟骨細胞や骨芽細胞へ

の影響に関して、サイ トカイン発現を中心

に検討を加えている。

そこで、歯周組織を構成する歯根膜組織

である hPDL細 胞に対し、静水圧を用いたメ

カニカルス トレスを負荷する実験系を用い

て、hPDL細 胞のサイ トカイン産生に関して

免疫学的検討を加えた。

2.研 究の目的

メカニカルス トレスに対する hPDL細 抱の

サイ トカイン産生に関しての検討。

3.研 究の方法

hPDL細 胞は第 3大 日歯の歯根膜中央 1/3

付近から採取、10%FBSDhlEMで 37℃、5%C02

条件下に 34代 の初代培養を実施 した。そ

して hPDL細胞を 1×105 cellS/wellに調整、

コンフルエン トに達 したのち、静水圧負荷

装置を利用 して、以下の (1)～ (3)ヤこ示

す静水圧を負荷 した (図1)。

(1)静 水圧負荷 (lmlPa・lo分 間,lhlPa,60

分間,6h4Pa・60分 間)

(2)静 水圧負荷 (6MPa・10分 間,6MPa・ 60

分 問,10MPa・ 10分 問,10MPa・ 60分 問,

5011Pa。10分 問,50hlPa・60分 間)

(3)単 独群 :静水圧負荷 (lMPa・60分 間,

6MPa・60分 間,10MPa・ 60分 間)後 、24時

間培養。

複合群 :静水圧負荷 (lMPa・60分 間,6MPa・

60分 間,10MPa・ 60分 間)後 十歯周病原菌 ユ

g=ng=昭五s(1× 107 cFU/ml)の24時 間刺激。

(4)単 独群 :静水圧負荷 (lMPa・10分 間,

6MPa・10分 問)後 、24時 間培養。

複合群 :静水圧負荷 (lMPa・10分 問,6MPa・

10分 間)後十β
―クリプ トキサンチン (β cry:

1×107m01)の 24時 間刺激。

その後、炎症性サイ トカインである IL(イ

ンターロイキン)-lβ 、IL-6、IL 8、TllF(腫

瘍壊死因子)一αに関して定性分析の RT PCR



法と定量分析の ELISA法で検討を加えると

ともに、倒立位相差顕微鏡を用いて細胞形

態の観察を行つた。

4.研 究成果

(1) h P D L細 胞は、lMP a。10分 間でメカニ

カルス トレスを負荷後、IL- 6  m R N Aが発現、

さらに lMP a・60分 間と 6MP a・60分 間で負

荷後、 IL 6、Iい8、 TNF α mRNAが 発現誘導

され た。 炎症性 サイ トカイ ン産生 量 は、負

荷後に IL 6と TNF α産生 を認 めたが、 IL l

βと IL 8産生をほとんど認めなかった (図

2)。なお、メカニカルス トレス負荷後、hPD L

細胞は形態学的な変化をほとんど認めなか

った。
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図 2 生 理的なメカニカルス トレスに対す

る hPDL細胞の IL 6産生量

以上か ら、hPDL孫田胞は、メカニカルス ト

レスに対 しサイ トカイン産生能を有するこ

とが判明 した。そ して、メカニカルス トレ

スの強 さと時間の影響を受けると考えられ

た。 また、生理的環境に近似 したメカニカ

ルス トレス (6MPa)に おいても、歯周組織

である歯根膜では局所の免疫応答を引き起

し、炎症反応の
一
因となると考えられた。

( 2 ) h P D L細胞は、6M P a・10分聞負荷後、IL  6、

IL  8、T N F  a  m R N Aが発現、 さらに メカニカ

ルス トレスの強 さと時間を増す と、全ての

炎症性サイ トカイン mR N Aが発現誘導 された。

炎症性サイ トカイン産生量は、負荷後に IL

6、IL  8産 生を認 めたが、IL - lβ、TN F  α産

生 をほ とん ど認めなか つた。 なお図 3の よ

うに、サイ トカイン産生量はメカニカルス

トレスの強さの方が時間より影響を受けた。

MeanttS.E. ni6-8

図 3  メ カニカルス トレスの強 さと時間に

対すると6産 生量の変化

次に、メカニカルス トレスの 60分 間負荷

においてサイ トカイン産生量は、6MPa負 荷

後と比べ 10MPa負荷後に IL 6、IL 8産生量

の増加を示 し、特に IL 8は 有意な増加を認

めた。 さらに 50MPa負荷後には、6MPa負 荷

後と比べ IL 6、IL-8産 生量の減少を示 し、

特に IL 8は有意な減少を認めた (図4)。
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図 4 非 生理的メカニカルストレスに対す

る hPD L細胞の IL  6とIL - 8産生量

すなわち、hPD L細 胞は、生理的強度の約 2

倍 (10 M P a )のメカニカルス トレスで、生理

的負荷に比べ炎症性サイ トカイン産生が増

加 した。なお、非生理的負荷 (50 M P a )では、

逆にサイ トカイン産生が抑制された。また

hPD L細胞は、6・10M P a負荷後に形態学的変

化を認めず、50M P a負荷後ではほぼ紡鍾状の

形態を有 したが、
一
部細胞が培養皿か ら剥

離 した。

以上か ら、外傷性咬合に代表 され る歯周

組織への過大なメカニカルス トレスで生 じ

る局所炎症には、歯根膜由来の炎症性サイ

トカインが関与すると考えられた。

(3) 単 ぢ虫調伴は IL-6、 IL-8、 TNF―α mRNA が

発現、複合群はすべての炎症性サイ トカイ

ン mRNAを 発現誘導 した。炎症性サイ トカイ

ン産生量は、両群ともに IL 6と IL 8産 生

を認め、メカニカルス トレスの強 さが強 く

なるにつれ増加 したが、IL lβと TNF―α産

生を認めなかった。 また、複合群の方が単

独群に比べ、lL 6と IL 8産生量の著 しい増

加を認めた (図5)。 なお、両群 ともに hPDL

細胞は、形態学的な変化を認めなかった。
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図 5  メ カニカルス トレスとP gゴ,gゴra t t s

に対する hP D L細胞の IL  6と IL - 8産生量

以上か ら、hP D L細 胞の炎症性サイ トカイ

ン産生は、メカニカル ス トレスの強 さの影

響 を受 けるが、それ よ りも歯周病原菌 (P ,

gゴ,gゴyaプお )の 影響 を強 く受 けた。す なわ

ち、歯根膜の局所炎症 には病原性 因子であ

る歯周病原菌の影響が強 く、メカニカル ス

トレスはこれを助長する因子と考えられた。

(4 )両 群 ともに、IL  6、IL  8、T N F―α m R N A

が発現 した。炎症性 サイ トカイン産生量に

ついて、複合群は単独群 と比べて lL  8産 生

量の有意な減少を認めが (図6)、 IL lβと

TNF  α産生は認めなかつた。なお、両群 と

もに hPD L細胞は、形態学的な変化を認めな

かった。
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図 6 β  cryに 対する

hPDL細胞の IL 8産生量

以上か ら、抗がん作用を有 し温州 ミカン

に多く含まれるβ cryは 、hPDL糸田月包のメカ

ニカルス トレスに対するサイ トカイン産生

を抑制 し、抗炎症作用を有する可能性が考

えられた。

本研究か ら、歯根膜は生理的または非生

理的なメカニカルス トレスに対 してサイ ト

カイン産生能を有 し、局所炎症に関与する

ことが判明 した。そ こで今後は、同 じ歯周

組織を構成する歯槽骨に対するメカニカル

ス トレスの影響に関 して検討を加える予定

である。 これによ り、歯周病や外傷性咬合

をは じめとした日腔領域の炎症性疾患の病

態解明 (炎症 と骨吸収)と 治療法の確立が

可能となると考える。
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