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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯根膜細胞に恒常的に発現しているCD40と、そのリガンドであるセメン
ト芽細胞上のCD40L分子の相互作用が咬合力等のメカニカルストレス負荷時の歯周組織のリモデリングにどのよ
うな役割を担うのかを解明することを目的としました。
GFP-CD40L発現ベクターを導入したヒトセメント芽細胞あるいはコントロールベクターを導入したヒトセメント
芽細胞を、CD40陽性歯根膜細胞と共培養し検討しました。結果として、メカニカルストレス受容時の歯根膜にお
いて、CD40-CD40L相互作用は細胞の生存能・増殖能・分化能・細胞外基質産生能を向上させ、歯周組織の恒常性
維持に関与していることが明らかとなりました。

研究成果の概要（英文）：CD40 is constantly expressed on periodontal ligament cells, and its ligand, 
CD40L is expressed on cementoblasts. We investigated whether CD40-CD40L interaction played an 
important role in transducing mechanical stress between periodontal ligament cells and cementoblasts
 and remodeling the periodontal tissue for its homeostasis.
Human cementoblasts transfected with GFP-CD40L expression vector or control vector were co-cultured 
with CD40 positive periodontal ligament cells. The results showed that CD40-CD40L interaction 
enhances cell viability, proliferation, differentiation, and extracellular matrix production in the 
periodontal ligament during mechanical stress, and is involved in the maintenance of periodontal 
tissue homeostasis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究では、咬合力などのメカニカルストレスが歯周組織に負荷された際、どのような分子機構の働き
により歯周組織の恒常性が維持されているのかは十分に解明されていませんでした。
今回の研究においては、CD40-CD40Lの相互作用に着目し、模擬的にメカニカルストレスを付加した細胞を作成、
実験に使用することで、同相互作用がメカニカルストレス負荷時に歯周組織において果たす役割について、その
一端が明らかとなりました。

※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 
歯周組織は、セメント質、歯根膜、歯槽骨、歯肉からなり、歯を支える中心的な役割を担って

います。なかでも、歯と歯槽骨の間に存在する歯根膜は、生理的な状態では、咬合力などのメカ
ニカルストレスを緩衝し、損傷した歯周組織を修復することで、同組織の恒常性維持に寄与して
います。 
これまでに、歯周組織において、CD40 分子が歯根膜細胞に恒常的に発現しており、咬合力など
のメカニカルストレスが負荷された場合、その発現が上昇することが明らかになっています。し
かしながら、生理的なメカニカルストレスによって歯根膜細胞に誘導される CD40 と、CD40 の
リガンドであり、セメント芽細胞上に存在する CD40L が、どのような分子機構によりメカニカ
ルストレス受容システムとして機能し、歯周組織の恒常性が維持されているのかは十分に解明
されていませんでした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、歯根膜細胞とセメント芽細胞の共培養実験や、マウスの臼歯に矯正力を付与する

実験を行い、メカニカルストレスを受容して活性化される歯根膜細胞とセメント芽細胞間の
CD40-CD40L 相互作用が、歯周組織のリモデリングに及ぼす機能について解明することを目的
としました。 
 
３．研究の方法 
 歯根膜細胞とセメント芽細胞の共培養実験による CD40-CD40L 相互作用の役割の検討を行

うため、GFP-CD40L 発現ベクターをヒトセメント芽細胞に導入した GFP-CD40L-セメント芽

細胞（GFP-CD40L-HCEM）、あるいはコントロールベクターを導入した GFP-セメント芽細胞

（GFP-HCEM）を、異なる石灰化能を持つ CD40 陽性歯根膜細胞と共培養することにより、 
(1) 生存能 
(2) 増殖能 
(3) 分化能  
(4) 細胞外基質 (ECM) 産性能 
以上四つの点について、解析を行いました。 
 
４．研究成果 
(1)生存能 
歯根膜細胞は複数の種類の細胞からなるヘテロな組織であり、本研究では石灰化能の異なる

歯根膜細胞である歯根膜線維芽細胞（hPDF）および歯根膜幹細胞（hPDS）を実験に用いま
し。GFP-CD40L-HCEM と歯根膜細胞（hPDF または hPDS）を 10：1、2：1、1：1 の割合
で共培養することにより、CD40-CD40L の相互作用を誘導しました。また、対照群として、
GFP-HCEM とそれぞれの歯根膜細胞を共培養しました。48 時間後、PI 染色陽性の死細胞率
を、フローサイトメーターを用いて検討しました。フローサイトメトリー解析の結果、
hPDF：HCEM を 10：1、あるいは 2：1 の比率で共培養すると、対照群と比較して、GFP-
CD40L-HCEM と hPDF の共培養群において死細胞の割合が有意に低いことが明らかとなりま
した（図 1-A）。一方、hPDS と HCEM の共培養では、対照群と比較して、いずれの比率にお
いても、死細胞の割合に変化を認めませんでした（図 1-B）。 
以上の結果より、hPDF と HCEM 上の CD40-CD40L 相互作用は、メカニカルストレスに応

答して細胞の生存能を向上させることが明らかとなりました。 



 
図 1 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞毒性に及ぼす影響 
（A） hPDF と HCEM を共培養した際の PI 陽性細胞の割合 

青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM   
n= 3±標準偏差 ＊p <0.05  
 

（B） hPDS と HCEM を共培養した際の PI 陽性細胞の割合 
青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM   
n= 3±標準偏差、NS=not significant 

 
(2)増殖能 
次に、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞増殖能に及ぼす

影響について検討するために、歯根膜細胞（hPDF または hPDS）と、GFP-CD40L-HCEM を
2：1 の割合で共培養し、48 時間後に BrdU アッセイを行いました。対照群には、hPDF また
は hPDS と、GFP-HCEM を共培養した細胞を実験に用いました。BrdU アッセイの結果、対
照群と比較して、GFP-CD40L-HCEM と hPDF を共培養すると、有意に細胞の増殖率が上昇
することが明らかとなりました（図 2-A）。一方、hPDS と HCEM を共培養した際の細胞増殖
率については、両群で差を認めませんでした（図 2-B）。 
これらの結果より、hPDF と HCEM 上の CD40-CD40L の相互作用は、メカニカルストレス

に応答して細胞の増殖能を向上させることが明らかとなりました。 

 
図 2 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞増殖に与える影響 
（A） hPDF と HCEM を共培養した際の細胞増殖能 

青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM  
n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 

（B） hPDS と HCEM を共培養した際の細胞増殖能 
青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM   
n= 3±標準偏差 NS=not significant 
 

(3)分化能 
次に、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が硬組織形成細胞への

分化能に及ぼす影響を明らかにするために、歯根膜細胞と GFP-CD40L-HCEM を 1：1、2：
1、5：1、あるいは 10：1 の割合で共培養することにより、CD40-CD40L の相互作用を誘導し
ました。また、対照群として、GFP-HCEM と歯根膜細胞を共培養しました。共培養 72 時間
後、石灰化関連遺伝子 (RUNX2、ALP ) の mRNA 発現を、Real-Time PCR 法を用いて検討し
ました。 



Real-Time PCR 解析の結果、分化能を持たない hPDF と GFP-CD40L-HCEM を共培養した
場合は、いずれの割合で共培養しても、対照群と比較して、石灰化関連遺伝子である
RUNX2、ALP mRNA 発現に変化を認めませんでした（図 3-A）。一方、対照群と比較して、
hPDS と GFP-CD40L-HCEM を 2：1、5：1、あるいは 10：1 の割合で共培養した場合に、
RUNX2 および ALP の mRNA 発現が有意に上昇することが明らかとなりました。（図 3-B） 

 
図 3 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が硬組織形成細胞への分化

能に与える影響 
（A） hPDF と HCEM を 1：1、2：1、5：1、あるいは 10：1 の比率で共培養した際の

RUNX2、ALP の mRNA 発現を示す。青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM 
n= 3±標準偏差 

（B） hPDS と HCEM を 1：1、2：1、5：1、あるいは 10：1 の比率で共培養した際の
RUNX2、ALP の mRNA 発現を示す。青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM   
n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊p <0.01 

 
(4)細胞外基質（ECM）産生能 

次に、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が ECM 産生能に及ぼ
す影響について検討しました。まず、歯根膜細胞とセメント芽細胞を 10：1 の割合で共培養
し、72 時間後の ECM 関連遺伝子 (COL1A1、DCN、PLAP-1、BGN ) の mRNA 発現変化を
Real-Time PCR 法を用いて解析しました。Real-Time PCR 解析の結果、hPDF と GFP-



CD40L-HCEM の共培養においては、対照群と比較して、ECM 関連遺伝子の mRNA 発現に変
化を認めませんでした (図 4-A)。一方、hPDS と HCEM の共培養においては、対照群と比較
して、GFP-CD40L-HCEM との共培養群において、COL1A1、DCN、PLAP-1 及び BGN 
mRNA 発現の有意な上昇を認めました。（図 4-B）。 
図 4 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が 

ECM 産生能に与える影響 
（A） hPDF と HCEM を 10：1 の割合で共培養した際の ECM 関連遺伝子の mRNA 発現 

青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM  
n= 3±標準偏差 NS=not significant 

（B） hPDS と HCEM を 10：1 の比率で共培養した際の ECM 関連遺伝子の mRNA 発現 
青：GFP-HCEM、橙：GFP-CD40L-HCEM  
n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 

 
 以上の結果から、歯周組織において、咬合力のようなメカニカルストレスが負荷された場
合、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L の相互作用が誘導され、細胞の生存、増
殖、及び硬組織形成細胞への分化を促進することにより歯周組織のリモデリングを促進するこ
とが示唆されました。 
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