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研究成果の概要（和文）：Waldo 法を用いて歯の移動を行った際の歯根膜に発現する血管関連
遺伝子の免疫組織化学および網羅的遺伝子解析の結果から、①血管関連遺伝子の発現比率が歯

の移動後６時間に目立って増加した、②変性組織が生じる歯の移動の方が生じない方よりも血

管関連遺伝子の発現比率が大きい傾向が認められた。これらの結果から、変性組織が形成され

る程度の強い矯正力は血管の新生を促し、効率的に歯の移動を生じさせる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In the immunohistochemical findings and comprehensive gene 
expression related in blood vessels of periodontal ligament (PDL) using experimental tooth 
movement by Waldo’s method, gene expression ratio increased notably at 6 hours after 
tooth movement in both experimental groups with and without degenerating tissue, and 
the former showed the higher ratio compared to the later. It was suggested that orthodontic 
force which is induced degenerating tissue promotes vascular formation, leading to an 
efficient tooth movement. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 矯正治療は歯根膜構造が生体の恒常性に
より維持されるのを利用して歯の移動を行

い、不正咬合の治療を行っている。歯科矯正

学では、Burstone が提唱した歯周組織への
損傷なく効率的に歯を移動することのでき

る「至適矯正力」の実現を目指し、歯の移動

法や矯正力の強さ等について臨床および基

礎研究の両面から数多く行われているが、未

だに正当な解決策を見いだせていないのが

実情である。他方、歯根吸収や歯肉退縮等の

病理的発現を必然的なリスクファクターと
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考え、それらを最小限に止めつつ効率的な歯

の移動を目指す「至適矯正力」の考え方もあ

る。これはニッケル-チタン合金線を主体とし
た超弾性素材を用いた歯の移動法であり、現

在の矯正臨床の主流となっている。この両者

の違いは圧迫歯根膜に変性組織が出現する

か否かの点である。Rygh らは変性組織の出
現・形成と歯根吸収との間には密接な関係が

あることを動物による歯の移動実験で示し

たが、その実験系は血液循環を阻害する強い

矯正力を用いたものであった。ことから、「至

適矯正力」を実現させるためには、圧迫歯根

膜領域の血液循環を可能な限り維持するこ

とができる歯の移動メカニズムを考案する

ことが必要であろうと思われる。 
 
(2) 我々の歯根膜の血管構造と矯正力の関係
について調査した過去の研究（基盤研究(B)
／研究課題番号：07457513／平成７~８年
度；基盤研究(C)／研究課題番号：17592154
／平成１７~１９年度）では次の結果を得

た：①持続的な矯正力は歯根膜の圧迫が継続

するため歯根膜の回復を遅らせる、②断続的

な矯正力は歯根膜の回復（再構築）が持続的

なものより早く生じる、③血流を阻害しない

断続的矯正力は変性組織を生じさせること

なくスムーズな歯の移動を行うことができ

る、④歯の移動量をコントロールすることに

より断続的矯正力を発揮することのできる

矯正装置（ラチェットブラケット装置）によ

り痛みの無い歯の移動を行うことができる。

特に、これら実験結果の中で特徴的であった

のが歯根膜組織再構築の際に認められた血

管網のダイナミックな変化であった。これら

の結果から、我々は血液循環の維持と合わせ

て、歯根膜における血管網再構築の様相が歯

の移動効率を左右する重要な要素であると

考え、歯根膜最大圧迫領域付近の血管新生に

関連した遺伝子の経時的発現様相を網羅的

遺伝子解析によって調査する必要があると

考えた。更に、歯の移動様相と血管新生関連

遺伝子発現の局在や分布の関係を調査する

ために、代表的な血管関連遺伝子を免疫組織

化学的に検出し、形態機能的観点から歯根膜

組織の経時的変化を知る必要があると考え

た。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、歯の移動の際に認めら
れる歯根膜再構築の先駆的役割を担う血管

の新生・形成に密接な関わりがある遺伝因子

発現の特徴を網羅的遺伝子解析により明ら

かにすることである。 

 
(2) 更に、血管関連の代表的な遺伝子である
VEGF-A (vascular endotelial growth 
factor-A)、bFGF (basic fibroblast growth 
factor / FGF-2) 、 JNK/SAPK (c-Jun 
N-terminal kinase / stress activated 
protein kinase )、 ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecule-1/ CD54)について、免疫
組織化学的に歯の移動期間中の発現様相を

形態局在的に観察することにより、効率的な

歯の移動を考えることである。 
 
３．研究の方法 
(1)	 免疫組織化学：Wistar 系ラット（雄／10

週齢）の上顎左右第一、第二臼歯間にブラケ

ット結紮用エラス

ティックリング

（mini	 stick	 

ligature	 ties／

T.P.	 Japan）（図１）

を Waldo 法に準じ

て挿入し、歯の移

動を行った。実験

群はエラスティッ

ク挿入後 6時間

（6h）、12 時間

（12h）、1 日間（1d）、3 日間（3d）、7 日間（7d）、

10 日間（10d）、14 日間（14d）、21 日間（21d）

の８群、各群に４匹を割り当て、対照群と合

わせて合計３６匹の rat を実験に用いた。歯

の移動後、4%	 paraformaldehyde による灌流

固定を行い、同第一臼歯を含む周囲組織を摘

出した。実験群の 1d、3d、7d、14d、21d の

１匹（２資料）については micro	 CT を用い

て非脱灰で形態観察し、残りは 0.25M	 EDTA

（7%	 sucrose／pH	 7.4／4-8℃）で２週間脱

灰の後、形態観察と免疫組織化学のための

paraffin 包埋を行った。切片は咬合平面と平

行になるように厚さおよそ 5	 μmの横断切片

を作製した。検鏡部位は micro	 CT および

toluidine	 blue 染色切片による観察から、圧

迫歯根膜に変性組織が認められなかった第

一臼歯の舌側中央（LC）根および変性組織が

認められた舌側遠心（LD）根の最大圧迫領域

を観察部位とした。採取、切片化した資料は、

DAB 法を用いて免疫染色を行った後、

Carrazziのhematoxylinにて対比染色を行い、

免疫反応産物の局在および形態観察を行っ

た。	 

	 

(2)	 免疫組織化学の結果から、歯の移動時の

変化が特徴に認められた 6h、１d、3d、7d、

14d の実験群および対照群（合計１1領域／



各群にラット３匹を充当）の LC 根および LD

根の最大圧迫領域を Cryostat と Laser	 

Micro-	 dissection	 を用いて採取し、網羅的

遺伝子解析（Agilent	 Technologies	 DNA	 micro	 

array	 -	 whole	 rat	 /	 44k×4／解析依託：北

海道システムサイエンス）を行い、血管新生

に関係した遺伝子発現を中心に比較、検討し

た。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 micro	 CT による形態観察	 

	 エラスティックを上顎第一臼歯と第二臼

歯間に挿入した Waldo 法による歯の移動では、

両歯に傾斜移動が認められた。その際、LD 根

には強い矯正力の際に出現する歯根と骨が

著しく近接した歯根膜の圧迫様相が 1d およ

び 3d の近心歯槽頂付近に認められた。それ

に対し、舌側中央根 LM 根では同歯槽頂付近

に歯根膜腔の狭窄は認められるものの、遠心

根ほどの近接は同じ実験期間に認められな

かった。7d 以降では、両歯根ともその空隙に

差はあるものの著しい狭窄は認められなか

った。	 

	 

(2)	 光顕による形態観察	 

	 Toluidine	 blue 染色による観察では、実験

群 6h~3d の LD 根圧迫側歯根膜は狭窄し、最

大圧迫領域に変性組織が認められた。その後、

7dおよび10dの穿下性骨吸収領域に歯根膜の

拡大傾向が認められ、14d および 21d では血

管の拡張様相が認められた。他方、LM 根では

6h~7d にかけて歯根膜の圧迫や血管構造の

縮小などが認められたが、変性組織は認めら

れなかった。その後、7d 以降の圧迫歯根膜領

域では穿下性骨吸収や目立った骨吸収は認

められず、14d および 21d では圧迫側歯根膜

の血管に拡張傾向が認められた他、対照群と

比較して形態的有意差は認められなかった。	 

	 

(3)	 免疫組織化学	 

①	 VEGF-A（図２）:	 DAB－peroxidase 標識に

よる VEGF の局在について、実験群の LD 根で

は 6h~3d に発現した

変性組織には陽性反

応はほとんど認めら

れず、変性組織が消

失した 7d および 14d

の圧迫歯根膜領域で

は陽性単核細胞の増

加が認められた。21d

は対照群に類似した

染色性を示した。他方、変性組織の認められ

なかった LC 根では、6h~3d にかけて陽性単

核細胞の減少傾向が認められ、7d~10d にか

けて同細胞の増加傾向が認められた。21d で

は LD 根同様、対照群に類似した染色性を示

した。	 

	 VEGF は血管内皮細胞の新生・誘導や毛細血

管の透過性亢進などに関与する。特に、線維

芽細胞は低酸素状態で VEGF を産生すること

が知られている。歯の移動の際の圧迫された

歯根膜では血流停滞や停止によって低酸素

状態となり、同領域にある線維芽細胞から

VEGF の生産・分泌が促進されるものと推測さ

れる。本実験では、VEGF の免疫染色が実験群

および対照群供に歯根膜全体にびまん的に

認められ、両者の差をその染色性で評価する

ことは困難であった。過去の報告でも同様の

所見が報告されており、このような染色性が

歯根膜における VEGF の特徴であろうと思わ

れる。この染色性が非特異的である可能性は

否定できないが、骨および歯根には同様の染

色性が認められなかったことから、歯根膜に

は微量の VEGF が常時発現しているものと考

えられる。	 

	 他方、破骨細胞の他、肥満細胞に類似した

単核細胞に比較的強い免疫染色性が認めら

れた。この陽性細胞が VEGF の分泌に積極的

に関与しているものと思われるが、歯根膜の

中でどのような役割を担っているのかは不

明である。しかしながら、これら細胞が歯根

膜に満遍なく散在していることから、感圧セ

ンサー的な役割があるものと推測される。	 

	 

②	 bFGF（図３）:実験群の LD 根では変性組

織は無構造的で低い免疫染色性を示した。1d

では変性組織周囲の圧迫歯根膜全体にびま

ん的な染色性の増加が認められたが、その他

は全体として対照群と同様の染色性を示し

た。一方で 7d~14d では強い染色性を示す細

胞が血管周囲付近に多数認められ、特に 10d

および 14d では血管と離れた場所にある複数

の細胞に同様の強い染色性が認められた。

21d は対照群に類似した構造および染色性を

示した。他方、LC 根では 12h と 1d の圧迫側

歯根膜全体に染色性の増加が認められた。LD

根で認められた染色性の強い特徴的な細胞

は 14d に認められた。21d では LD 根同様、対

照群に類似した染色性を示した。	 



	 bFGF は多種の細胞に分布・発現し、特にマ

クロファージを中心とした炎症系細胞にヘ

パラン硫酸と結合（ヘパラン硫酸プリテオグ

リカン）した状態で細胞内外に存在する。そ

の機能は VEGF ファミリー等血管新生因子の

発現・誘導の制御や血管内皮細胞の増殖促進

および血管形成の促進であることから、DAB

染色性の増加は歯根膜の回復過程における

血管新生を反映しているものと考えられる。

LC 根の 12h、1d および LD 根の 1d に認められ

た bFGF の圧迫歯根膜全体のびまん的染色性

の増加については、免疫組織化学的所見とし

て歯の移動後 12~24 時間に bFGF の発現が増

加したとものと解釈できるが、その染色性と

実際の遺伝子発現との間にタイムラグがあ

ることも考慮する必要がある。	 

	 一方、血管周囲に発現した強い染色性を示

す細胞は形態的な特徴からマクロファージ

であろうと考えられ、血管の分岐的血管形成

（angiogenesis）がその細胞周囲にある血管

で生じるものと推察される。今回の実験結果

において LC 根よりも LD 根に同様の細胞が多

く認められたことは、矯正力によって大きな

ダメージを受けた歯根膜の方によりダイナ

ミックな angiogenesis が生じるものと推測

される。他方、血管と離れ強い染色性を示す

細胞について、その発現が回復過程の拡大し

た歯根膜中に認められたことから、腫瘍形成

で認められる angiogenesis とは異なる、創

傷治癒過程で認められる非分岐的血管新生

vasculogenesis の可能性が考えられる。また、

LD根が10dおよび14dに同細胞が認められた

のに対し、LC根では、14d のみに認められた。

この差について、変性組織が生じる歯の移動

の方が生じない方よりもダイナミックな歯

根膜の再構築がより早く、長時間に渡って生

じることを示唆しているのであろう。	 

	 

③	 JNK/SAPK（図４）:実験群の LD 根では、

6hおよび12hの変性組織およびその付近に陽

性細胞が

集中して

認められ

た。その

他 の LD

根および

LC根では、

21d を除

き、免疫

染色性のばらつきが大きく、対照群との有意

な差は認められなかった。21d では LD 根、LC

根とも対照群に類似した染色性を示した。	 

	 JNK/SAPK は MAPK ファミリーに属し、多様

な刺激、炎症性サイトカイン、成長因子等に

より細胞内で活性化され、GCK ファミリーの

メンバーにより更に活性化された後、核へ移

行し、様々な転写因子の活性を制御する。	 

実験群および対照群に認められた JNK/SAPK

陽性細胞の形態や分布が VEGF 陽性細胞と類

似していたことから、歯根膜が機械的刺激を

受けた際に同様の発現メカニズムが起動す

るものと推測される。実験群 LD 根の 6h およ

び 12h の変性組織およびその付近に陽性細胞

が集中して認められた点については、変性組

織形成初期の様相を反映しているものと推

察される。	 

	 

④	 ICAM-1（図５）：免疫染色所見では、対照

群の歯根膜、歯髄、harversian 管内の血管内

皮細胞に強い免

疫染色性が認め

られ、血管組織

の区別、形態、

分布、量等を観

察することがで

きた。合わせて、

LC 根の 10d およ

び LD 根の 7d および 10d に血管組織とは異な

った DAB 染色性を示す細胞が最大圧迫部付近

に認められた。	 

	 インテグリンリガンドである ICAM-1 は膜

貫通型の細胞接着分子で免疫グロブリンス

ーパーファミリーに属する。血管内皮細胞に

常時発現するため、歯根膜血管ネットワーク

の評価に有用なマーカーである。変性組織の

認められた実験群の LD 根と認められなかっ

た LC 根の間の染色性の違いは圧迫様相およ

び歯根膜再構築時期の違いを反映したもの

であり、特に LD 根の特徴は変性組織の発現・

消失とその傾向が一致する。LC 根では歯の移

動後 12h から 7d の間に染色性の減少が認め

られたのに対し、LD 根では 7d の染色性に増

加が認められた。この結果は、変性組織が生

じない圧迫環境では断続的な矯正力であっ

ても長い時間その影響が残るものと考えら

れる。ICAM-1 の発現について無酸素／再酸素

化により増加するといった報告がある。LC 根

の 10d と 14d、LD 根の 7d と 10d に認められ

た染色性の増加については血管内皮細胞の

増加に加えて LD 根の方が前者より血管の再

構築が早く生じる可能性を示唆しているの

であろうと思われる。他方、血管内皮細胞と

は異なった強い染色性を示す細胞が LC 根の

10d および LD 根の 7d と 10d の最大圧迫領域

に認められた。これは、創傷治癒過程で認め

られる血管新生の様相（vasculogenesis）に



類似しており、LD、LC 両根の 10d 以降に認め

られる血管新生による血管拡張との関連性

を裏付けるものと考えられる。	 

	 

(4)	 網羅的遺伝子解析	 

①解析遺伝子数（44256）の中で対照群に対

し実験群が２倍以上の遺伝子発現比率数（図

６）：	 

	 実験群の対照群に対する発現比率が２倍

以上の遺伝子数は6h/C根:1829、6h/D根:2532、

1d/C 根:1746、1d/D 根:2154、3d/C 根:1921、

3d/D 根:3116、7d/C 根:894、7d/D 根:1378、

14d/C 根:751、14d/D 根:1068 であった。この

結果は、全ての実験群において強い力により

変性組織が発現した方が変性組織の発現し

なかったものよりも多くの遺伝子が高い発

現比率を示しており、圧迫歯根膜において前

者の方が後者よりダイナミックな再構築が

生じていることを示唆している。また、遺伝

子発現ピークが両実験群の 3d に認められた

ことについては、3d に多数の破骨細胞による

骨吸収様相が認められたことから、その旺盛

な歯根膜再構築を遺伝子発現が反映してい

るものと推測される。	 

	 

②	 VEGF-A（図７）：	 

	 実験群では、LC 根および LD 根の 6h および

１d に遺伝子発現比率の増加が認められ、特

に LD 根の 1d において発現比率が LC 根のお

よそ２倍であった。他方、その特徴に一致し

た免疫染色性の増加は認められなかった。こ

の遺伝子発現の特徴と免疫染色性との違い

については、凍結未固定資料の使用も含め再

検討の必要があると思われる。他方、強い断

続的な矯正力を発揮する Waldo 法を用いた今

回の実験では、移動後１日目の LD 根に穿下

性骨吸収や血管の新生・拡張が認められたこ

とから、この遺伝子発現が形態変化に反映さ

れるのに少なくとも１８時間程度の時間が

必要であったものと思われる。	 

	 

③	 bFGF（図８）：	 

	 実験群では、LC 根および LD 根の 6h に遺伝

子発現比率のピークが認められ、その比率は

LD 根が LC 根を大きく上回った。その後の LD

根、LC 根とも対照群に近い比率に減少し、両

者間にほとんど差は認められなかった。免疫

染色との比較では、VEGF-A と同様に 6h に一

致したの染色性の増加は認められなかった。

染色陽性を示したマクロファージ様細胞に

ついては、単なるマーカー染色性と考えられ、

圧迫歯根膜領域の遺伝子発現比率を左右す

るようなものではないと考えられる。合わせ

て、歯の移動後６時間に発現のピークが認め

られた結果は、歯根膜の圧迫により炎症系細

胞が惹起されるといった従来の考え方を支

持するものである。	 

	 

④	 ICAM-1（図９）：	 

実験群では、LC 根および LD 根の 6h に遺伝子

発現比率のピークが認められ、その比率は LD

根が LC 根をわずかに上回った。その後の LD

根、LC 根とも対照群に比較的近い比率に減少

し、両者間にほとんど差は認められなかった。

他方、6h の免疫染色所見では、歯根膜の圧迫

によりにより血管の減少が生じ、結果として

染色性が低下した。無酸素状態で ICAM-1 の

発現が増加するといった報告があることか

ら、歯根膜の圧迫により無酸素に近い環境が



出現し、実験群では発現比率が増加した可能

性が考えられる。合わせて、LC 根と LD 根の

遺伝子発現比率の差は圧迫の強さを反映し

ているものと推察される。	 
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