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研究成果の概要（和文）： 矯正的歯の移動時歯周組織の骨代謝は、歯根膜細胞により調節される。Osteoactivin（OA
）は、骨硬化症モデルラットからその原因遺伝子として同定され、その骨形成性の働きが牽引側の骨形成への関与の可
能性がある。また圧迫側の骨吸収は、骨吸収促進だけでなく骨形成抑制が働いている可能性がある。
 この研究では、矯正的歯の移動時の歯根膜細胞において、牽引側の骨形成にはADAM12、ADAM17によるシェディングを
介したOAの活性化が関与し、また圧迫側の骨吸収に至適矯正力でAsporin、弱い矯正力ではSOST/sclerostinのような骨
形成抑制因子の発現と放出が関与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：During orthodontic tooth movement, the bone metabolism of periodontal tissue is 
controlled by periodontal ligament cells. Osteoactivin (OA) was identified as the causative gene in an 
osteosclerosis rat model, and its osteogenetic role may enable bone formation of a periodontal ligament 
under tension. The inhibition of bone formation may cause bone resorption on the pressure side as well as 
the promotion of bone resorption.
In this study, we investigated the possibility that OA activation causes bone formation on the tension 
side through shedding of OA extracellular domain by ADAM12 and ADAM17. We also examined whether the 
expression and release of bone formation inhibitory factors as Asporin or SOST/sclerostin inhibited bone 
formation on the pressure side under either optimal or weak orthodontic forces
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１．研究開始当初の背景 
 歯に矯正力が伝わると、歯周組織にその力
は伝わり、歯槽骨では圧迫側に骨吸収、牽引
側では骨形成が行われ歯が移動する。この歯
の移動中の骨代謝をコントロールするのは、
歯と歯槽骨の間に存在する歯根膜である。こ
れまで、矯正的歯の移動時の骨代謝のメカニ
ズムについて調べられてきたが、詳細には解
明されていない。 
2001 年に骨硬化症のモデルラットから、そ
の原因遺伝子として分離同定された分子・
Osteoactivin（OA）は、当初骨芽細胞の骨形
成を促進する分子であると考えられていた
が、骨組織以外からもホモログ分子が見つか
っており、様々な働きを持つことが分かって
きた。OA の構造は、細胞内・外ドメイン、膜
貫通ドメインでからなり、レセプター、リガ
ンド、または酵素として働く。骨芽細胞の分
化および骨形成促進、破骨細胞の形成促進、
ガン細胞の転移抑制などの働きが報告され
ている。また、無重力状態ではその発現が大
きく上昇することが報告されており、無重力
環境下で骨形成が抑制されることから、骨芽
細胞に対する影響もメカニカルストレスの
環境で異なることが示唆されている。矯正的
歯の移動時の歯根膜（PDL）細胞も、メカニ
カルストレス環境下に存在するが、OA が発現
し矯正的歯の移動時の牽引側の骨形成に関
与しているかは不明である。 
また、矯正的歯の移動時の圧迫側における
骨吸収は骨吸収促進と同時に、骨形成抑制が
生じていると考えられる。その中でも、圧迫
側の PDL 細胞で、骨形成抑制因子が発現して
いることが予想される。Asporin(ASPN)は、
TGFβシグナル伝達を阻害することによって
骨 形 成 阻 害 作 用 を 示 し 、 さ ら に
SOST/sclerostin は、Wnt シグナル伝達を阻
害することによって骨形成阻害作用を示す
ことが報告されている。そこで、圧迫側の PDL
細胞において、ASPN および SOST/sclerostin
のような骨形成抑制因子が発現、放出し、矯
正的歯の移動時の圧迫側の骨吸収に関与し
ている可能性があると推測した。 

 
２．研究の目的 
 
この研究で以下の項目について検討を行
うことを目的とした。 

 
(1) 矯正的歯の移動時の牽引側の骨形成に、
骨形成性因子の OA が関与しているか？ 
① 歯周組織における OA の局在 
② 牽引力下の PDL 細胞において、OA が発現
もしくは放出しているか？ 
③ OAの細胞外ドメインのシェディングによ
る放出はどのように起きているか？ 
 
(2) 矯正的歯の移動時の圧迫側の骨吸収に、
骨 形 成 抑 制 因 子 の ASPN や
SOST/sclerostin が関与しているか？ 

① 歯周組織におけるASPNと sclerostin の
局在 
② 圧迫力下の PDL 細胞において、ASPN と
SOST/sclerostin が発現もしくは放出し
ているか？ 
③ 実際に放出された濃度の ASPN と
sclerostin タンパクは、骨芽細胞の骨形
成の抑制作用を示すか？ 

 
３．研究の方法 
 
(1) SD ラットへの矯正力の付与 
 
オスのラットの第一・第二上顎臼歯間に歯
間分離ゴムを挿入し（Waldo 法）矯正的歯の
移動を生じさせた。その後、安楽死させ、上
顎骨を採取し、固定後、急速に凍結させ、厚
さ６μmの凍結切片を作成した。 
 
(2) 免疫組織化学染色 
 
用いた抗体は以下の通り。 
・ヤギ抗osteoactivinポリクローナル抗体 
・ウサギ抗 asporin ポリクローナル抗体 
・ウサギ抗 sclerostin ポリクローナル抗体 
ラット臼歯に矯正力を付与した時、歯周組
織における OA、ASPN、 sclerostin の局在に
ついて調べた。 
 
(3) ヒト歯根膜細胞（hPDL）細胞の培養、牽
引力の付与、および遠心力の付与 
  
矯正歯科治療を理由に抜歯した小臼歯か
ら、歯根膜組織を剥離し、hPDL 細胞を分離、
培養、継代し、３～８代の細胞を用いた。 
牽引力は、伸展装置を用い、5 サイクル/24
時間付与した。圧迫力は、遠心機を用い遠心
力(40/90/135/160xg)を、24 時間付与した。 
 
(4) RT-RCR 法、Real-time PCR 法 
 
 hPDL 細胞から RNA を回収し、OA、ASPN、
SOST/sclerostin の遺伝子発現について
RT-PCR 法および Real-time PCR 法にて調べ
た。また、OAのシェディングを生じさせる酵
素の候補として、ADAM12、ADAM17 発現を調べ
た。 
 
(5) ELISA 法 
 
 培養液中に放出される OA、 ASPN 、
SOST/sclerostin の量を測定するため、培養
液を対象として、それぞれの特異抗体を用い
て ELISA 法を行った。 
 
(6) western blotting 法 
 
OA のシェディングを生じさせる酵素の候
補として ADAM12、ADAM17 のタンパク産生量
について、伸展刺激を付与した hPDL 細胞か



らタンパクを回収し western blotting 法を
用いて調べた。 
 
(7) ADAM 阻害薬添加実験 
 
ADAM 阻害薬 CB-12181 を培養液に添加し、
伸展刺激によって増加した培養液中への OA
の細胞外ドメインの放出量の変化について
ELISA 法を用い調べた。 
 
(8) 骨形成アッセイ 
 
ヒト歯槽骨由来骨芽細胞を培養し、圧迫
力を付与した時に放出された濃度の ASPN、
SOST/sclerostin タンパクを添加し、骨芽細
胞により形成される石灰化組織の面積の変
化を von Kossa 染色を用いて評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 矯正的歯の移動時の牽引側の骨形成へ
の骨形成性因子 OA への関与について 

 
① 矯正力を付与した時、ラット歯周組織に
おいて、牽引側の歯根膜腔で、OA 免疫陽
性反応が認められ、PDL 細胞、骨芽細胞、
セメント芽細胞で、強い免疫陽性反応が
認められた。 

 

② OA遺伝子は、hPDL細胞で発現しており、
伸展刺激を付与した時、OA 発現量は変化
しなかった。一方で、培養液中への OA
細胞外ドメインの放出量は、伸展群でコ
ントロール群よりも有意に増加した。 

③ 伸展刺激によって、OA 細胞外ドメインの
シェディングの酵素の候補である ADAM 
12, ADAM17 mRNA レベルおよびタンパク
産生量の有意な増加が認められた。 

 
④ ADAM 阻害薬である、CB-12181 を培養液
に添加したところ、伸展刺激によって増
加した培養液中への OA の細胞外ドメイ
ンの放出量は、コントロールレベルまで
に減少した。 

 

 
⑤ 以上の所見から、矯正的歯の移動時の、
牽引側の骨形成に、PDL 細胞において
ADAM12、ADAM17 による OA の細胞外ドメ
インのシェディングを介した OA の放出
による活性化が関与している可能性が
示された。 
 
 

(2) 矯正的歯の移動時の牽引側の骨形成へ
の 骨 形 成 抑 制 因 子 ASPN と
SOST/sclerostin の関与について 

 
① 矯正力を付与した時、ラット歯周組織に
おいて、牽引側やコントロールと比較し、
圧迫側、特に PDL 細胞と破骨細胞におい
て、強い ASPN 免疫陽性反応が認められた。
牽引側の歯根膜において、sclerostin 免
疫陽性反応はほとんど認められなかった
が、 コントロールと圧迫側において、弱



い免疫陽性反応が認められた。 

 
② ASPN、SOST 遺伝子発現は、圧迫力により
増加し、それぞれ 40×g、90×gの時、そ
の発現は最大となった。また、ASPN、
sclerostin タンパクの放出量は、圧迫力
（それぞれ 40×g、90×g）で有意に増加
した。 

 
③ ヒト歯槽骨由来骨芽細胞を培養し、ASPN 
3.9ng/ml、sclerostin 2.3ng/ml 添加時
に、コントロール（ASPN 2.8ng/ml、
sclerostin 1.3ng/ml 添加）と比較し、
それぞれ石灰化面積の有意な減少が認め
られた。 

 
④ 以上のことから、矯正的歯の移動時の圧
迫側の骨吸収には、至適矯正力でAsporin、
弱い矯正力では SOST/sclerostin の発現
と放出が関与している可能性を示した。 
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