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研究成果の概要（和文）：矯正治療による重度歯根吸収者由来 Tリンパ球の培養上清中の RANKL
と IL-17 の産生量を測定した結果、正常群に比べて、重度歯根吸収者群の RANKL と IL-17 の産
生量は有意に高かった。矯正力を加えた臼歯歯根吸収部に破骨（歯）細胞と RANK, RANKL, c-fms, 
M-CSF, IL-1 beta, IL-6, IL-17, IL-17R, CD4 抗体陽性細胞がみられ、hPDL cells は IL-17
刺激により、RANKL 産生量は経時的及び濃度依存的に増加したことから矯正学的歯の移動時の
歯根吸収の発生には IL-17/RANKL が深く関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The increase of RANKL and IL-17 were greater in the severe root 
resorption group than in the non-resorption group. Further, IL-17 stimulated RANKL 
production from human PDL cells in time- and dose dependent manner. Immunoreaction against 
osteoclastogenesis (RANK, RANKL, c-fms, M-CSF, IL-1 beta, IL-6, IL-17, IL-17R, CD4) 
became stronger in osteoblasts, osteoclasts, odontoclasts, and fibroblasts of the 
periodontal ligament in root resorption area from Day 7 onwards. The IL-17/RANKL system 
is responsible for transducing the heavy mechanical loading signals into an odontoclastic 
episode in root resorption. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、基礎医学分野で独立した分野として発
展してきた骨代謝学と免疫学を統合し、骨免
疫学という新しい学際分野を開拓された。一
方、矯正臨床において治療中後に発生する歯

根吸収は未だその発生のメカニズムは解明
されていない。同様の治療を施しても歯根吸
収の発生の程度は患者によって異なる。最近
の研究で日本人の重度歯根吸収者は喘息と
アレルギー患者に多いことが報告され、矯正
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治療中の歯根吸収の発生に免疫システムが
関与していることを示唆している。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本申請では矯正治療による重度歯根吸収者
より Tリンパ球を採取し、活性化 Tリンパ球
より産生されるインターロイキン１７
（IL-17）について検討する。さらに、活性
化 T リンパ球にインターロイキン１８
（IL-18）を作用させ、GM-CSF の産生量につ
いて検討する。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) ① 申請者は、矯正治療のため抜去され
た第一小臼歯から採取した歯根膜、歯髄、辺
縁歯肉をそれぞれ継代培養して得た歯周組
織細胞（歯根膜細胞；HPDL, 歯髄細胞；HDP, 
歯肉線維芽細胞；HGF）を約５０例保存して
おり、そのうち重度歯根吸収者由来の HPDL
（SRR-PDL cells）と HDP（SRR-DP cells）お
よび Tリンパ球を５例所有している。重度歯
根吸収を生じた同一患者から得られた歯周
組織細胞（SRR-PDL cells、SRR-DP cells）
は非常に貴重で矯正治療による重度歯根吸
収の発生メカニズムの解明の一助をなすも
のと考える。 
② 矯正治療による重度歯根吸収者由来 Tリ
ンパ球の破骨細胞活性因子の発現制御機構
について検討を行う。まず、培養上清を R＆D
社製 ELISA kit により IL-17 の産生量を測定
した。 
③ さらに、IL-17 産生量の変化が遺伝子発現
レベルによるものかを検討する目的で細胞
から Total RNA を回収し、リアルタイム-PCR
法にて IL-17 mRNA の発現量を検討した。細
胞から Acid Guanidium-Phenol-Chloroform 
(AGPC)法にて Total RNA を回収し、得られた
RNA を Perkin Elmer Cetus GeneAmpTMRNA PCR 
キットを用いて Reverse transcription 
(RT) stepを行い cDNAを得た。このcDNAを、
リアルタイム-PCR サーマルサイクラーにて
IL-17 mRNA の発現量を定量した。 
④ 次に、重度歯根吸収者由来 Tリンパ球に
IL-18 を添加して、その培養上清を R＆D社製
ELISA kit により GM-CSF の産生量を測定した。 
⑤ さらに、GM-CSF の産生量の変化が遺伝子
発現レベルによるものかを検討する目的で
細胞から Total RNA を回収し、リアルタイム
-PCR法にてGM-CSFの mRNAの発現量を検討し
た。 
 

(2) In vivo study 
① 実験動物および実験的歯の移動 
Wistar 系雄性ラット： 6 週齢（三協ラボサ
ービス株式会社）各群 25 匹。切歯を固定源
とし、coil spring にて第一臼歯を近心に移
動する装置を考案した。（Fujitara et al: 
Figs. 1 and 2)。この移動装置により実験期
間中、上顎第一臼歯を近心側へ 10 および 50g
の力で連続的に 7日間牽引した。 
② Immunohistochemistry 
  RANKL , RANK, Osteoprotegerin  (OPG) , 
Macrophage colony-stimulating factor 
(M-CSF), Colony-stimulating factor 
receptor (c-fms) , IL-1beta, IL-6, CD4,  
IL-17, IL-17R の各抗体は Santa Curz 社製 
polyclonal を使用した。 
 
(3) In vitro study 
① ヒト歯根膜由来線維芽細胞 
  Human periodontal ligament cell(hPDL) 
Somermanらの方法によりout growthさせ10% 
FCS 添加のα-MEM 培養液にて継代培養して
得た歯根膜培養細胞を用いた。 
② sRANKL, OPG 産生量 
  細胞が confluent になった後、IL-17（R＆
D社）を(0-100ng/ml)の濃度にて 24 時間添加
する。培養上清を Quantikine 社製 sRANKL 
assay kit にて sRANKL と OPG 産生量を測定し
た。さらに、 Real-time -PCR にて RANKL と
OPG mRNA の発現量を検討した。  
③ Real-time reverse 
transcription-polymerase chain reaction 
(real-time PCR) 
RNeasy Mini Kit で total RNA を抽出し、
PrimerScript RT reagent Kit にて RT-PCR 法
を行い、SYBER Green I を用いたインターカ
レーター法にて RANKL, IL-17 の遺伝子発現
の検討を行った。 
④ 統計解析 
 結果は平均値と標準偏差で示した。検定に
は、one-way ANOVA を用い、実験群間におい
ては多重比較検定（Tukey test）を用いた。  
 
 
 
 
４．研究成果 
Fig.1 sRANK and IL-17 release from human 
T cells obtained from the patients with 
root resorption. 
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Fig.2 The gene expression of RANK and 
IL-17 from human T cells obtained from the 
patients with root resorption. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Fig.3 Effects of IL-17 on the expression 
of RANK and OPG mRNA from hPDL cells. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Fig.4 Effects of IL-17 on sRANK and OPG 
production from hPDL cells. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5 Immunosaining for RANK 、RANKL、
M-CSF, M-CSF receptor (c-fms),IL-1, IL-6, 

IL-17, IL-17R, and CD4 on day 7. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【結果のまとめ】 
矯正治療による重度歯根吸収者由来 Tリンパ
球の培養上清中の RANKL と IL-17 の産生量を
測定した結果、正常群に比べて、重度歯根吸
収者群の RANKL と IL-17 の産生量は有意に高
かった（Fig. 1 and 2 ）。 
hPDL cells は IL-17 刺激により、対照群と比
較して RANKL産生量は経時的及び濃度依存的
に増加した（Fig. 3 and 4 ）。 
移動 7 日目において、10g と 50g の矯正力を
加えた臼歯の圧迫側歯槽骨辺縁と歯根吸収
部に破骨（歯）細胞と RANK, RANKL, c-fms, 
M-CSF, IL-1 beta, IL-6, IL-17, IL-17R, CD4
抗体陽性細胞がみられ、50g 群においてそれ
らの染色性は増強された（Fig. 5）。 
【結論】矯正学的歯の移動時の歯根吸収の発
生には IL-17/RANKLが深く関与していること
が示唆された。 
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