
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(C)

2013～2011

矯正治療に伴う歯根吸収部の破歯細胞形成を誘導するセメント細胞アポトーシスの関与

Involvement of apoptosis of cementoblast in orthodontic root resorption

３０１６９３９６研究者番号：

葛西　一貴（KASAI, KAZUTAKA）

日本大学・松戸歯学部・教授

研究期間：

２３５９３０４４

平成 年 月 日現在２６   ６ １０

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：In vivoにおいて、圧迫側歯根膜組織にTNF-α陽性細胞の発現が認められた。また、caspase
 8陽性細胞およびTUNEL陽性細胞の増加を認めた。In vitroにおいては、compression force群の歯根膜細胞の細胞内に
ROS発現が認められた。またフローサイトメトリーにおいて、細胞周期のG1アレスト、アポトーシス細胞の増加が認め
られた。
以上の結果から、歯根膜組織は至適矯正力によりTNF-α、caspase 8の発現と、ROS産生、細胞周期のG１アレストを通
じアポトーシス細胞が発現することにより、矯正学的歯の移動時において、歯根膜組織の恒常性の維持に関与する可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The effect of compression force on periodontal ligament (PDL) plays a critical rol
e in orthodontic tooth movement. However, little is known about this effect on apoptosis and the underlyin
g reactive mechanisms in PDL cells. This study focuses on the application of compression force associated 
with reactive oxygen
species (ROS)-induced apoptosis in PDL cells.The cell cycle and apoptosis were
assessed in compression force-treated PDL cells using flow cytometry. In vivo study revealed an increased 
number of terminal transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) and caspase 8-positive cells in the
 orthodontic force group. In our in vitro study model, the compression force increased the G1 phase and ap
optotic cells. A large increase in the intracellular ROS levels in human (h) PDL cells was observed in the
 compression force group. These results provide new information on compression force-induced G1 arrestand 
apoptosis in hPDL cells.
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１．研究開始当初の背景 
歯科矯正学的歯の移動中における歯根吸収
は偶発症のひとつで、平均 1.5mm の歯根吸
収もしくは上顎 4前歯以上の歯根吸収が研究
対象患者の 4.1％、2㎜以上の歯根吸収もしく
は上顎 4前歯に 1本以上の歯根吸収が 15.5%
の頻度で発生する。歯根吸収は矯正力におけ
る炎症プロセスに基づき、矯正力により骨吸
収性サイトカインの産生が増大し、破歯細胞
が誘導されることが歯根吸収の原因の１つ
であることが示唆されている。当講座では、
歯根吸収発生のメカニズムの解明をメイン
テーマとして研究してきており、今までに以
下のことを報告した。 
(1) ヒト歯根膜線維芽細胞（HPDL 
cells）に持続的圧迫力（compression force）
を与えるとRANKL産生が増加することを明
らかにした。Nishijima Y. Orthod Craniofac 
Res, 2006. 
(2) 重度歯根吸収患者由来の HPDL 
cells に compression force を負荷したとき
RANKLが多量に増加することを明らかにし
た。Yamaguchi M. J Dent Res, 2006. 
(3) ラットに過度の矯正力を加えて歯
根吸収を惹起させた時に、破骨細胞，破歯細
胞、歯根膜線維芽細胞に RANKLの発現を認
ることを明らかにした。Nakano Y. Eur J 
Orthod, in press. 
(4) HPDL cells に compression force
を与えると IL-8, MIP-1産生が増加すること,
およびラットに過度の矯正力を加えて歯根
吸収を惹起させた時に、破骨細胞，破歯細胞、
歯根膜線維芽細胞に CINK, MIP-1の発現を
認めることを明らかにした。Asano M. Oral 
Diseases, in press. 
以上のことから歯根吸収の発症に、過大な矯
正力によって歯根膜(細胞)から産生された
RANKL, IL-8, MIP-1が関与することを明ら
かにした。 
２．研究の目的 
本研究の目的は矯正治療時の歯根吸収発生
メカニズムの解明の一環として、破歯細胞形
成・誘導にセメント細胞のアポトーシスが関
与しているという仮説を基に、ラットを用い
た実験的歯根吸収モデルにて、破歯細胞形成
部にセメント細胞のアポトーシスが起こっ
ているか観察する。さらに、破歯細胞形成と
セメント細胞アポトーシスの関係を解明す
るために in vitro で三次元歯根膜線維芽細
胞・骨髄細胞･骨細胞共培養系に対する加圧
刺激によるアポトーシスが破歯(骨)細胞形成
を促進するかを検討する。 
３．研究の方法 
平成 23年度：①in vivoではラットを用い
た実験的歯根吸収モデルにて、免疫組織化
学染色法で CICEB, PYCARD, BAK-1, 
TNFRSF, BCL-2の発現を検討し、さらに
骨細胞選択的除去マウスを用いた実験的歯
根吸収モデルにてこれらの因子が歯根吸収
の発生に関与しているか、検討を行う。 

平成 24 年度以降：①三次元培養系を用い
た 骨 髄 細 胞 ・ 骨 細 胞 共 培 養 系 に
compression forceを加え、RANKLとケモ
カイン（IL-8, MIP-1, MCP-1）の産生量と
遺伝子発現量を検討する。 
②さらに、骨細胞に紫外線照射を行い人為
的にアポトーシスを起こし、破骨細胞形成
について検討する。次に、 CICEB, 
PYCARD, BAK-1, TNFRSF, BCL-2およ
び caspase 3の発現を検討する。 
③アポトーシス阻害剤であるカスパーゼ
3(caspase3)阻害剤を上記の培養系に添加
し、骨細胞のアポトーシスと骨吸収が抑制
されるかを検討する。 
④骨髄細胞上に歯根膜線維芽細胞を培養し、
過度の compression forceを加え、セメン
ト細胞にアポトーシスが起きるか、検討す
る。さらに、CICEB, PYCARD, BAK-1, 
TNFRSF, BCL-2,caspase 3の発現を検討
する。 
 
４．研究成果 
In vivo において、圧迫側歯根膜組織に炎症
性サイトカインである TNF-α陽性細胞の発
現が認められた。また、caspase 8 陽性細胞
および TUNEL 陽性細胞の増加を認めた。In 
vitro においては、compression force 群の
歯根膜細胞の細胞内にROS発現が認められた。
またフローサイトメトリーにおいて、細胞周
期の G1 アレスト、アポトーシス細胞の増加
が認められた。ヘキスト 33258 染色では核の
断片化などの形態変化が認められた。以上の
結果から、歯根膜組織は至適矯正力により
TNF-α、caspase 8 の発現と、ROS 産生、細
胞周期の G１アレストを通じアポトーシス細
胞が発現することにより、矯正学的歯の移動
時において、歯根膜組織の恒常性の維持に関
与する可能性が示唆された。次に、歯根吸収 
では vivo において, 矯正力を加えたマウス
の圧迫側歯根表面には吸収窩が認められ, 
その周囲にTNF-αおよびRANKL陽性細胞の増
加を認めた。さらに, in vitro において, CF
を負荷したhPDL cellsのTNF-αおよびRANKL
の発現が有意に増加し, 破骨細胞培養系に
おいても CF 群および TNF-α, RANKL が存在
する群で TRAP 陽性細胞が増加した。この事
から TNF-αは破骨細胞の分化を増強する効
果があることが明らかとなった。さらに, 興
味深いことに, RANKL 非存在下において TNF-
α単独でも破骨細胞分化は微弱に起こった。
しかしその効果は, RANKL のみの破骨細胞発
現と比較し, ５分の１程と非常に弱いもの
であった。一方, TNF-αと RANKL の共存下で
は RANKL のみの場合と比較すると約２．１倍
となり, RANKL 依存性破骨細胞発現は TNF-α
の共存により著明に増加することが明らか
となった。このことから, TNF-αは単独では
破骨細胞分化の能力は弱いが, RANKL の存在
下では破骨細胞分化を促す効果は非常に強



いことが明らかとなった。加えて, 破骨細胞
の吸収能を検討するために行った pit 
formation assay においても TRAP染色の結果
と同様に, TNF-αは RANKL 依存性の破骨細胞
の活性化を著明に促した。しかし TNF-α単独
での吸収活性は全く見られなかった。TNF-α
単独の作用については, 弱い分化能を示す
が, 吸収能においては単独では活性化に至
らないことが明らかとなった。 
 以上のことから, TNF-αは単独では矯正治
療中の歯根吸収を惹起する可能性は低いが, 
RANKL との共存により歯根吸収が発症する。
そしてその作用はRANKL単独の際よりも劇的
であることが示唆された。 
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