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研究成果の概要（和文）：歯に矯正力をかけると痛みが生じる。これまで痛みのメカニズムの解
明へ向けた研究は、神経細胞にその焦点が置かれていた。本研究では新たに、神経細胞をとり
まくグリア細胞に着目し、歯の移動によって生じる痛みの発生にどのように関与するかを探索
した。本研究の結果、歯の移動時におけるグリア細胞の経時的発現が明らかとなっただけでな
く、痛み関連因子である CGRP 及び VR1 の関与も明らかにすることが出来た。 

 
研究成果の概要（英文）： Orthodontic tooth movement evokes a pain. As for the past research 
to the mechanism of the pain, the focus has been placed on neural cells. This research 
newly focused on glial cells surrounding neurons, and searched how glial cells involved 
in the development of the pain by orthodontic tooth movement. This research revealed not 
only temporal distribution of activated glial cells but also the involvement of CGRP and 
VR1 in central nervous system during orthodontic tooth movement. 
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１．研究開始当初の背景 

歯に矯正力をかけると痛みが生じる。しか

し、その発生と制御の機構は依然不明な点が

多い。これまでの痛みのメカニズム解明へ向

けた研究の殆どは，神経細胞にその焦点が置

かれていた。 

一方、グリア細胞は神経細胞の周囲をとり

まき数的には神経細胞の数倍にも及んでい

る。従来、グリア細胞は経細胞の維持やその

神経細胞の働きを補助する程度にしか考え

られてこなかったが、最近痛みの情報伝達に

重要な役割を示すことが明らかにされてい

る。 

我々の研究グループはこの痛みが発生す
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るメカニズムについて、侵害情報が中枢神経

系ならびに末梢神経系の神経細胞において

どのように伝達ならびに制御されるかを検

討してきた。しかし、いまだその機構は依然

不明な点が多く、臨床において痛みに対する

対策は十分であるとは言い難い。一方、これ

までニューロンの支持細胞としてあまり注

目がなされていなかったグリア細胞が、痛み

の発生に直接関与することが明らかになり

注目をあつめている。しかしながら、歯の矯

正によって生じる痛みの発生に、グリア細胞

がどのように関与しているのか国内外にお

いて未だ研究されていない。 

そこで、今回、歯の移動によって生じる痛

みの発生にグリア細胞が果たす役割を検討す

る。 

 

２．研究の目的 

我々の研究グループは歯の移動で生じる

痛みが一般的な急性痛とどのように異なる

のか検討を重ね、これまでの研究成果として、

歯の移動によって生じる痛みの情報が末梢

神経と中枢神経系において伝達ならびに制

御されるメカニズムを明らかにしてきた。一

方、歯の移動による痛みは通常では痛みとし

て感じない咬合力などの刺激を痛みとして

感じることが特徴で、このような痛覚過敏は

アロディニアと呼ばれる。このアロディニア

の形成にグリア細胞の活性化が関与するこ

とが最近の研究から示されている。これらの

ことから、我々は歯の移動によって生じる痛

みにグリア細胞が関与するという着想にい

たった。 

この様な着想のもと、本研究の前実験とし

て実験的歯の移動モデルで痛みが延髄後角

におけるグリア細胞の分布にもたらす影響

を検討したところ、マイクログリアとアスト

ロサイトの分布が著しく増加することを既

に研究成果として観察している。そこで、グ

リア細胞の役割をさらに検討するために延

髄後角でマイクログリアとアストロサイト

の果たす役割をさらに詳細に検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験的歯の移動時において、延髄後角よ

り上位の中枢神経系におけるマイクログリ

アやアストロサイトの蛍光免疫染色を行う。

各組織に対し、時間経過ごとに画像解析ソフ

トを用いて定量化し、比較検討する。 

①実験的歯の移動モデルおよび切片作成。６

週齢雄性Wister系ラットをネンブタール全

身麻酔下で、左側上顎第一、第二臼歯間に矯

正用ゴムを挿入し実験的歯の移動を行う。実

験開始１２時間、２４時間、３日、５日、７

日、１４日、２８日後に、ジエチルエーテル

全身麻酔下で4％パラホルムアルデヒド

(PFA)を用いてそれぞれ灌流固定を行う。そ

の後、通法に従い、凍結包埋する。延髄後角

や、さらに上位の中枢神経系に関してミクロ

トーム(Leica, Germany)を用い、それぞれ

の時間経過ごとに厚さ20μmの連続切片を

作成する。 

②実験的歯の移動時におけるアストロサイ

トおよびマイクログリアの検索。作成したそ

れぞれの連続凍結切片を用いて、各組織お

よび実験的歯の移動時間経過ごとにおける

アストロサイトおよびマイクログリアの活

性化および分布を、アストロサイトおよび

マイクログリアそれぞれの特異抗体を用い

た蛍光免疫染色により検索する。 

③アストロサイトおよびマイクログリア活

性化の三次元構築ならびに組織学的定量化。

蛍光免疫染色をおこなった組織切片それぞ

れを共焦点レーザー顕微鏡にて観察を行う。

これを、画像解析ソフト（Win-Roof）を用

いて、アストロサイトおよびマイクログリ



 

 

ア分布領域の広さ、染色濃度そして量的変

化を二値化し、定量解析を行う。 

(2)P2X4受容体のmRNAの発現動態およびタ

ンパクの動態について、in situ ハイブリダ

イゼーション法および免疫染色を用いて観

察し、定性的解析を行う。 

①実験的歯の移動モデルおよび切片作成。６

週齢雄性Wister系ラットをネンブタール全

身麻酔下で、左側上顎第一、第二臼歯間に

矯正用ゴムを挿入し実験的歯の移動を行う。

実験開始１２時間、２４時間、３日、５日、

７日、１４日、２８日後に、ジエチルエー

テル全身麻酔下で4％パラホルムアルデヒ

ド(PFA)を用いてそれぞれ灌流固定を行う。

その後、通法に従い、パラフィン包埋する。

ミクロトーム(Leica, Germany)を用い、厚

さ7μmの連続切片を作成する。 

②実験的歯の移動時における P2X4mRNA およ

びタンパク発現の定性的解析。延髄およびよ

りの中枢神経系における P2X4 遺伝子の発現

および分布を、連続切片を用いて in situ ハ

イブリダイゼーション法により検索する。プ

ローブは Digoxigenin で標識し、ハイブリダ

イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 反 応 物 の 可 視 化 は

NBT/BCIP により行う。それぞれの遺伝子発現

パターンおよびそれらの分布の違いを経時

的に比較検討し、実験的歯の移動時の痛み刺

激における P2X4 遺伝子の役割を検討する。

P2X4 タンパクに対しては免疫染色を行い、同

様に観察する。 

(3)中枢神経系において、各実験的歯の移動

時における歯の痛みに関連する領域の組織

から回収・抽出したP2X4 受容体のmRNAおよ

びタンパクの時間経過における変化量を、定

量PCR法およびWestern blot法を用いて定量

的に解析する。 

①実験的歯の移動時に、レーザーマイクロダ

イゼクションを用いて、中枢神経系における

歯の痛みに関連する領域の組織を特異的に

回収する。対照群として、その周囲に存在す

る歯の痛み刺激に関連のない組織領域を用

いる。その後、各組織から抽出した mRNA を

用いて Reverse Transcription を行い、Real 

Time PCR法にてその発現量を詳細に比較検討

し、実験的歯の移動時の経時的変化に伴う

P2X4 遺伝子の発現動態を明らかにする。さら

に、アストロサイトおよび P2X4 遺伝子を発

現するマイクログリアの活性化に対する影

響も検索する。P2X4 タンパクに対しては、

Western blot 法を用いて、同様にその経時的

変化を詳細に比較検討する。 

②本研究の成果を国際学会、歯科基礎学会、

日本矯正歯科学会などの国内学会において

発表し、それらをふまえた上で学術雑誌に投

稿する予定である。 

 

４．研究成果 

本研究の目的は、実験的歯の移動時におけ

るアストロサイトおよびマイクログリアの

痛み刺激に関する役割を解明し、グリア細胞

と歯の移動による痛みの発生との関連を示

すことであった。 

 

(1)矯正治療に伴う痛みの発現機序を明らか

にすることを目的として、実験的歯の移動に

よる神経の活性化とグリア細胞の動態の関

連性を調べるため、延髄におけるマイクログ

リアマーカーならびにアストロサイトマー

カーと神経活性化マーカー(抗 c-Fos抗体)の

蛍光二重染色を行った。得られた共焦点顕微

鏡像により、3 次元立体構築を行い、形態計

測用ソフトを用いてマイクログリアならび

にアストロサイトと c-Fosとの共存関係を調

べた。その結果、Waldo 側では Control 側と

比較しc-Fosの増加がみられた。さらにWaldo

側では c-Fos陽性の神経線維周囲にマイクロ



 

 

グリア、アストロサイトの集積が認められた。

実験的歯の移動により発現した c-Fos陽性細

胞の周囲に、グリア細胞の集積が認められた

ことにより、グリア細胞が疼痛の伝達に関係

している可能性が示された。 

 

 

 

図 1  マイクログリアおよびアストロサイト

の c-Fos 陽性領域における経時的発現動態 

 

(2)一方、実験的歯の移動時における痛みの

発生機序に関する他の因子の関係性につい

ても明らかにすることを目的に、痛み刺激の

神経伝達への関与が示唆されている受容体

である VR1 および神経ペプチドである CGRP

の三叉神経節における活性化についても検

討した。その結果、VR1 陽性三叉神経節ニュ

ーロンはその大きさに変化を認めた。正常ラ

ットでは 400μ㎡未満の小型のニューロンが

75.7±5.6%を占め、400μ㎡以上のものは

24.3±5.6%であった。しかしながら、歯の移

動 5, 7 日後では、400μ㎡以上の VR1 陽性ニ

ューロンの割合が増加し、400μ㎡未満の

VR-1陽性ニューロンの割合が減少した（図 2）。

三叉神経節での大型細胞に VR1の発現が増加

したことは、神経の知覚過敏が、VR1 を介す

る神経の活性化に関連して引き起こされて

いる可能性が示唆された。 

 

図 2  VR1 陽性細胞体の大きさの経時的変化 

 

(3)さらに、CGRP 陽性細胞との二重染色から、

歯の移動後に出現した多くの VR1陽性ニュー

ロンにおいて CGRP が発現していた。正常ラ

ットの三叉神経節尾側 1/3 における VR1 陽性

ニューロン中の CGRP 陽性ニューロンの割合

は 73.9±7.9%であった。この値は実験的歯の

移動を行っても、大きな変化を示さなかった。 

つまり、CGRP についても VR1 同様の増減傾向

を示したが、有意差は認められなかった。こ

のことから、VR1 および CGRP が実験的歯の移

動に伴う侵害刺激の受容および侵害情報の

伝達に関与している可能性が示唆された。 

  

図 3 大型細胞の VR1 陽性細胞中における

CGRP 陽性細胞の割合 



 

 

 当初予定していた研究方針から修正はあ

ったが、本研究により、中枢神経系における

マイクログリアならびにアストロサイトの、

歯の移動における痛みの伝達における経時

的な役割を探索することができた。さらに、

関連因子として CGRP および VR1 の歯の移動

における痛みの関係性を明らかにできたこ

とは、同分野における研究をさらに推進させ

るためにも非常に有用であったと考えられ

た。 
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