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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯根膜恒常性維持に重要な細胞内ロジスティクス機構であるオートファ
ジーが、歯根膜においてどのように誘導され、細胞死とどのように関連しているかについて調べた。まず、マウ
スの歯を矯正学的に移動させたところ、圧迫側歯根膜においてアポトーシスに先行してオートファジーが誘導さ
れた。また、その領域は歯の移動により低酸素状態になった領域と一致していた。さらに，培養歯根膜細胞にお
いて種々のオートファジー誘導因子を検索したところ、低酸素がその要因の1つであることが分かった。本研究
は生体において圧迫側歯根膜にオートファジーが誘導されることを初めて示した研究であり、その誘導因子の1
つを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined the autophagy inducible factors in periodontal 
ligament (PDL), and tried to clarify the relationship between autophagy and apoptotic cell death. 
First, we moved the maxillary first molar of GFP-LC3 transgenic mice, and examined the localization 
of autophagy marker, LC3 in the PDL. Autophagy (LC3) was induced in the compression side of PDL at 6
 hours after initiating the tooth movement. The autophagy was found in the hypoxic area induced by 
tooth movement. Furthermore, autophagy was induced prior to the PDL cell apoptosis. In order to 
clarify the autophagy inducible factors in the PDL cells, low oxygen partial pressure were loaded to
 a human PDL fibroblast cell line, and resulted in increased cellular LC3 protein levels. These 
results suggest that the orthodontic tooth movement induces autophagy on compression side of PDL, 
and hypoxia is one of the critical inducers of autophagy.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 
 歯が健全な咀嚼機能を維持するためには、
細胞増殖、タンパク合成、コラーゲンを含ん
だ組織吸収、歯槽骨のリモデリングなど、歯
根膜を主体とした歯周組織の恒常性が保た
れねばならない。しかし、歯周組織は、メカ
ニカルストレスや、ホルモン、成長因子刺激
の有無、歯周病原因菌感染など、外界との刺
激に常にさらされており、時に歯根膜線維芽
細胞は恒常性が維持できず細胞死に至るこ
ともある。 
 ところで、歯根膜線維芽細胞におけるメカ
ニカルストレスに対する反応として、オート
ファジー性細胞死が引き起こされるという
ことが、古くから組織学的、電子顕微鏡学的
に示唆されてきた(Scand J Dent Res 81:467
–480,1973, Angle Orthod 47:1–16,1977)。
しかし、近年の研究から、オートファジーは、
細胞の基礎代謝に必須の現象で、古くなって
不要となった細胞の構成要素を、一部の細胞
質と共に小胞様構造（オートファゴソーム）
によって包み込み、リソソームの酵素を受け
て分解する機構である細胞内代謝と恒常性
の維持に必要な「基礎的なオートファジー」
と、ストレスに反応して細胞内から栄養供給
を行うために急速に誘導される「反応性オー
トファジー」とに分類され、いずれも細胞の
生存のための恒常性維持機構と考えられる
ようになった(J Cell Biol 169:425-434, 
2005; Nature 441:880-884,2006)。 
 よって、歯周組織におけるオートファジー
は細胞の生存・恒常性維持のためにも引き起
こされていると考えられるが、現在までにそ
の存在と関与についての検討した報告は見
当たらない。また、メカニカルストレス下の
歯根膜組織にみられたオートファジー性細
胞死はこの恒常性維持機構の破綻した結末
像とも受け取れるが、どのように破綻まで辿
り着くかに関する研究は存在せず、生存か死
かを決定づける因子の存在は不明である。 
 
２．研究の目的 
 よって、本研究課題では、歯根膜線維芽細
胞において、細胞が飢餓に陥ったときや、虚
血などの病的状態によって誘導される恒常
性維持機構としてのオートファジーについ
て着目する。 
 とくに歯根膜繊維芽細胞内のロジスティ
クス(物流システム)の変化について、ストレ
ス下での細胞内物流の分子応答機構と恒常
性維持・細胞死との関連に着目し、歯根膜線
維芽細胞を用いたin vitro の オートファジ
ー誘導実験、歯根膜特異的オートファジー欠
損マウスを用いたin vivo 実験の両面から多
角的にそのメカニズムを解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 歯根膜繊維芽細胞内のロジスティクス(物
流システム)の変化におけるオートファジー

の役割を明らかにするため、まず歯根膜線維
芽細胞を用いた in vitro でのオートファジ
ーの実験系を確立し、その後、種々の刺激に
暴露した際の歯根膜線線維芽細胞のオート
ファジーの動態解析をおこなうこととした。 
 また、in vivo 解析を行うためのPostn-Cre 
TG 作成のためにプロモータークローニング
を行うこととした。クローニングした遺伝情
報を元に、Postn-Cre TG マウスを作成後、
オートファジーに必須な Atg5 を歯周組織特
異的に欠損させたマウスを用いて低酸素負
荷・歯の移動モデルを作製して解析し、歯の
移動時に生じる歯根膜線維芽細胞の死が、低
酸素ストレスにより過剰に誘導されるオー
トファジーによって引き起こされることを
実証することとした。 
 
４．研究成果 
(1) 歯根膜線維芽細胞を用いた in vitro で
のオートファジーの誘導実験系を確立 
 培養ヒト歯根膜線維芽細胞株 (HPdLF) に
対し、メカニカルストレス（種々の大きさの
持続的伸展・圧縮力）、低酸素ストレス (〜1 % 
pO2) の負荷を行う実験系を確立した。その
際、オートファジーマーカーである LC3 タン
パク誘導の有無を、免疫染色および Western 
blotting 法により検索することで、オートフ
ァジーの誘導の有無を確認した。その結果、
HPdLF において、種々の大きさ、種類のメカ
ニカルストレスによるLC3の変化は確認でき
なかったが、低酸素ストレスは LC3 を有意に
増加させることが判った。さらに、HPdLF に
HIF-1α阻害剤を添加して低酸素ストレス下
で培養したが、LC3 増加の抑制は見られなか
った。よって、低酸素条件下で見られたオー
トファジーは、HIF-1αと独立したシグナル
経路を経ていると考えられた。 
(2) Periostin プロモーターのクローニング
実験 
 in vivo 解析を行うための Postn-Cre TG 
作成のためにプロモータークローニングを
行ったが、歯根膜細胞内で特異的かつ効果的
に遺伝子発現を促進することができるプロ
モーターのクローニングは出来なかった。よ
って Postn-Cre TG マウス作成は行わなかっ
た。 
(3) in vivo において、矯正学的歯の移動が
歯根膜細胞へオートファジーを誘導するこ
とを確認 
 LC3 と緑色蛍光タンパク(GFP) の融合タ
ンパク(GFP-LC3) を全身に発現するトラン
スジェニックマウスを入手し、このマウス
における歯の移動実験を、低酸素プローブ
を腹腔内注射した後におこなった。組織学
的な解析の結果、歯の移動開始 3、6時間後
に歯根膜圧迫側は低酸素状態となっていた
ことが低酸素プローブの局在から明らかに
なった。 また、歯の移動開始 6時間後まで
に、歯根膜圧迫側において LC3 が顕著に誘
導されていたことが、GFP-LC3 の局在を免



疫染色によって観察することで明らかにな
った。さらに歯の移動開始 24 時間後には、
LC3 の局在が減少した一方で、アポトーシ
ス(TUNEL 陽性細胞)の存在が最も顕著とな
ることも判明した。加えて、歯根膜中のオ
ートファジーはアポトーシスに先行して誘
導される組織像を得ることができた。 
 
 以上の結果から、低酸素刺激が in vitro、 
in vivo ともに歯根膜においてオートファジ
ーを誘導する主要な因子であることが示唆
された。また、歯の移動時に生じる歯根膜線
維芽細胞のアポトーシス性細胞死は、低酸素
ストレスにより過剰に誘導されるオートフ
ァジーに引き続いて誘導される可能性が示
唆された。今後は、歯の恒常性維持に重要な
役割を果たしている可能性のあるオートフ
ァジーという現象が、いかにオートファジー
性細胞死、さらにはアポトーシスへと繋がる
のかを明らかにしていきたい。   
 以上、本研究課題から得られた結果は、将
来的に硝子化変性・歯根吸収や骨破壊のない
効率的で安全な歯の移動法開発につながる
基盤情報の端緒となると考えられた。 
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