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研究成果の概要（和文）：歯根膜線維芽細胞のコラーゲン線維束の線維形成の方向性について、Picrosirius 
red染色とFIB-SEMを組み合わせたCLEMを用い、培養液にギャップ結合阻害薬を添加した実験群と添加していない
対照群にわけ、Deep learningを駆使した解析を行った。実験群と対照群では形成された線維について、電子顕
微鏡による連続切削画像を3次元再構築し定量的に解析することで、線維形成の方向性について形態学的に有意
な差があることがわかった。これらにより歯根膜におけるコラーゲン線維束形成、とくにその線維の方向性決定
に関しては歯根膜線維芽細胞間のギャップ結合が関連している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The directionality of fiber formation of collagen fiber bundles in 
periodontal ligament fibroblasts was examined using CLEM combined with Picrosirius red staining and 
FIB-SEM. The experimental group was divided into two groups: one with gap junction inhibitor added 
to the culture medium and the other without, and analyzed using deep learning. The results showed 
that there was a significant morphological difference in the direction of fiber formation between 
the experimental and control groups, based on quantitative analysis of 3D reconstructions of serial 
electron microscopy images of fibers formed in the experimental and control groups. These results 
suggest that gap junctions between periodontal ligament fibroblasts may be involved in the formation
 of collagen fiber bundles in the periodontal ligament, especially in determining the directionality
 of these fibers.

研究分野： 口腔組織学

キーワード： 歯根膜　電子顕微鏡　FIB-SEM　線維芽細胞　超微形態解析　３次元解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯根膜線維は局所で一定の方向性を持つ。しかしながら、その決定方法や線維の合成・分解の方法については明
らかではない。当研究による結果は、歯根膜におけるコラーゲン線維束形成や方向性決定について、歯根膜線維
芽細胞間のギャップ結合が関連している可能性を示しており、今後コラーゲン線維束の形成方法の解明や新規治
療法の開発への基盤的知見となり得る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

線維芽細胞はコラーゲン線維や弾性・細網線維を産生・維持し、結合組織の形態形成に重要

な役割を果たす。皮膚真皮の交織性結合組織や靭帯・歯根膜では一定の方向性もつ秩序立っ

たコラーゲン線維束の配列がみられる。また近年、線維芽細胞は結合組織形成以外にも創傷

治癒、臓器の線維化病変、癌の浸潤・転移、免疫寛容、幹細胞維持のため微小環境形成と関

連し、ギャップ結合を介した cell-to-cell communication を行うことが報告されている（図

１）。コラーゲン線維形成ついては（１）細胞内でのプロコラーゲン分子の合成、（２）細胞

外での会合という流れで、コラーゲン線維分解については（３）線維芽細胞自身による細胞

内分解、（４）マトリックスメタロエンドプロテアーゼによる細胞外分解の２種類が報告さ

れている。しかしながら、細胞外でのプロコラーゲン分子の会合過程・線維束の形成過程と

cell-to-cell-communication との関連性や、規則性のあるコラーゲン線維束の配列はどの

ように形成されるのか、線維芽細胞が分解すべきコラーゲン線維または線維束の選択はい

かに行われるのかなど未だ不明な点が多い。従来、これらの現象を捉えることは技術的な問

題から困難であった。そこで、本研究の学術的「問い」（図２）は「線維芽細胞のコラーゲ

ン線維合成/分解はいかに調節されるのか？」、「コラーゲン線維合成/分解調節機構とギャ

ップ結合を介した cell-to-cell communication はいかに関連するのか？」「ギャップ結合

は線維化病変における新規治療法の標的となるか？」である。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、各種イメージング法により in vitro において線維芽細胞のコラーゲン線
維合成/分解過程・調節機構について、細胞小器官から細胞・細胞群全体像へのスケール、
さらには時間軸を加えた解析をし、機能形態学的・動態学的に明らかにするとともに、線維
化病変における新たな治療標的としてギャップ結合について検討することである。 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 



計画 1. in vitro における線維芽細胞のコラーゲン線維合成/分解過程の機能形態学的解析 

計画 2.線維化病変における新たな治療標的としてのコネキシン 43 の検討 

 1、2 の計画においては in vitro コラーゲン産生環境下 13に、性質が異なる（１）ヒト皮

膚線維芽細胞、（２）ヒト歯根膜線維芽細胞、（３）ヒト肺線維芽細胞、（４）ヒト肝星状細

胞（コラーゲン産生能をもつ）を培養し、各種細胞内-外におけるコラーゲン線維合成/分解

過程をマルチイメージングにより 3次元かつ４次元的に明らかにし、比較検討する。培養は

通常の平面培養（２次元培養）に加え、スキャホールドを用いた３次元培養も同時に行う。 
 
４．研究成果 

 
本研究ではまずピクロシリウスレッド染色と FIB-SEM 法を合わせた新規 CLEM 法を開発した。

（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
次にこの方法を応用し、培養歯根膜線維芽細胞における線維形成について、ギャップ結合阻害薬
がどのような影響を与えるかについて、下図の解析法フロー（a）を用いて検討した。 

 
 
 
 
 
 
その結果、FIB-SEM による連続切削画像を３次元再構築したところ、実験群と対照群の間で線維
に形態学的な変化が見られた。（下図） 



 

 
 
上記データを基に、線維の方向性について定量的に解析したところ、実験群と対照群の間で有意
な差が見られた（下図） 
 

 
これらの結果より、線維の方向性決定に関しては歯根膜線維芽細胞間のギャップ結合が関連し
ている可能性が考えられた。 
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