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研究成果の概要（和文）：歯の移動初期の牽引側歯根膜における免疫系細胞の関与について形態学的、免疫組織化学的
検討した。歯の移動6時間で歯根膜腔は30%以上の拡大を示し、歯根膜線維も著しく牽引されていた。免疫系細胞ではED
1陽性細胞(単球、マクロファージ)の増加がみられた。MMP12の免疫組織科学所見ではED1陽性細胞ばかりでなく、多く
の線維芽細胞にも反応がみられ、牽引側歯根膜では骨形成に至る前に何らかの組織防御的な反応が生じていることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Tissue reaction of the tension zone of periodontal ligament ( PDL ) during orthodo
ntic tooth movement has been simplified as tugging of PDL fibers and bone formation. However, PDL fibers i
n the tension zone are forced to strong tugging, which causes involvement of defense system. We examined a
n involvement of immune system in the tension zone of PDL in early stage of tooth movement, using histolog
ical and immunohistochemical methods. Periodontal space was enlarged to more than 130 % and the PDL fibers
 showed a strong tugging aspect 6 hours after initiation of tooth movement. ED1 positive cells ( macrophag
e and monocyte ) were increased. However, fibroblasts also showed localization of IL-1B and MMP12. This in
dicats that fibroblasts involve in defense reaction of the PDL, prior to rearrangement of the PDL and bone
 formation on the alveolar bone in the very early stage of periodontal reaction in the tension zone. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 歯を移動した際の歯根膜の反応について

は、Sandstedt や Reitan 以来多くの研究が

なされてきた。これらの研究の示唆するとこ

ろは、圧迫側では歯根膜の変性壊死、炎症の

発生と破骨細胞による骨吸収、牽引側では歯

根膜線維の牽引と骨芽細胞の活性化による

骨形成という図式として描かれている。 

 われわれは、歯の移動初期の歯根膜をレー

ザーマイクロダイセクッション法により、圧

迫側歯根膜と、牽引側歯根膜をそれぞれ直接

採取し（Nakamura Y,Nomura Y et al. 

Biotech Histochem, 2007） 、それら採取さ

れた歯根膜内の細胞の発現遺伝子のマイク

ロアレイ解析結果から、歯の移動は、細胞レ

ベルでは非常に複雑な過程をたどることを

報告してきた。特に圧迫側歯根膜では、そこ

の部位の歯根膜線維芽細胞に今まで全く報

告されてこなかった遺伝子である熱ショッ

ク蛋白遺伝子（HSP）の発現がみられ、遺伝

子レベル（RT-PCR）とタンパクレベル（免

疫組織化学的所見）でその発現が確認された

ことから、HSP が圧迫側歯根膜で生じる細胞

死や引き続いて起こる組織変性や破骨細胞

の出現の Key 遺伝子になるのではないかと

いうことを学会や論文（Arai T, Nakamura Y 

et al. Histochemistry & Cell Biology, 2010）

で報告してきた。 

 一方、牽引側歯根膜についても、その遺伝

子発現においてその複雑性が指摘された．牽

引側歯根膜のマイクロアレイの結果では、牽

引側では歯の移動初期では骨芽細胞の分化

や成熟に関する遺伝子 Runx2 や Osterix 等

の遺伝子の発現はなく、免疫や炎症にかかわ

る Matrix metaroproteinase 12 (MMP12)と 

Fibrinogen-like protein 2 (FGL2)や炎症に

関わる Interleukin-1 beta (IL-1β)などの遺

伝子の発現がみられた。 

 

MMP12 は歯の移動６時間でコントロール

（歯の移動していない歯根膜）と比較して

8.49 倍、歯の移動５日で 134 倍の強発現を示

した。MMP12 はマクロファージなどの免疫

系細胞から分泌される酵素であり、エラスチ

ンや細胞外マトリックスの分解に関与して

いると言われている。IL-1βは歯の移動６時

間でコントロール（歯の移動していない歯根

膜）と比較して 7.61 倍、歯の移動５日で 56.9

倍の強発現を示した。IL-1βは interleukin 1 

cytokine family に属し、炎症反応の重要な

mediator であるばかりでなく、細胞の増殖、

分化やアポトーシスに関連している。FGL2

は歯の移動６時間でコントロール（歯の移動

していない歯根膜）と比較して 17.9 倍、歯の

移動５日で 10.4 倍の強発現を示した。FGL2

は多面発現作用を持ち、先天性と後天性免疫

の重要な制御因子であり、マクロファージ表

面に観察される蛋白である。 

 これらの事実は、歯の移動の牽引側歯根膜

では免疫系関連因子が歯の移動初期の牽引

側の組織反応に何らかの重要な役割を演じ

ていることを示唆するものであり、これらの

関連因子が働くことにより牽引側の歯槽骨

を含めた歯根膜の改造が歯根吸収などを生

ずることなくスムーズに進むものと考えら

れる。すなわち、牽引側歯根膜では単に歯根

膜線維が「牽引された」や「骨芽細胞が活性

化され、骨の添加を生じた」という表現以上

の複雑な要因により制御されていることが

示唆される。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では牽引側歯根膜の以上で述べた
所見に着目し、牽引側の歯槽骨を含めた歯根
膜の改造のメカニズムを分子生物学的の明
らかにする目的で、以下の研究を行う。歯の
移動初期に発現した免疫系関連因子である
MMP12, FGL2、Il1b の中で MMP12 と
IL-1B に着目し、さらに骨芽細胞の分化に関
係する Osterix について形態学的、免疫組織
化学的、分子生物学的に解析し、これらの遺
伝子が、牽引側歯根膜の改造と骨形成にいか
なる役割を果たしているのかを明確にし、歯
の移動のメカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、歯の移動を行ったラット（6 時

間、12 時間、24 時間、２日間，５日間）を

実験群として、移動を行っていない群を対照

群として、以下の検索を行う。実験群として

使用するラットの歯の移動方法は、申請者ら

が過去に報告した方法（図３）に準じて行う

（Nakamura Y et al. Eur J Orthod 2008）。 



 
 

  （ラット臼歯の移動装置） 

 

(1)形態学的研究 

 歯の移動後、麻酔科にて上顎第一臼歯部を

マイクロ CT で撮影する。  

 その後、各群のラットをグルタールアルデ

ハイド固定液で還流固定を施し、EDTA 脱灰

し、パラフィン包埋とエポン包埋する。 

①光学顕微鏡的観察 （歯科矯正学講座） 

②電子顕微鏡的観察 （鶴見大学歯学部電子

顕微鏡室） 

歯の移動時の牽引側歯根膜の変化を組織レ

ベルから細胞の微細構造レベルにわたって

明らかにしていく。 

(2)酵素組織化学的研究 

 各群のラットをグルタールアルデハイド

固定液で還流固定を施し、EDTA 脱灰した後、

アルカリホスファターゼの活性と、酸性ホス

ファターゼの活性局在について検討する。 

①光顕酵素化学的観察 （歯科矯正学講座） 

②電顕細胞酵素組織学的観察 （鶴見大学歯

学部電子顕微鏡的観察） 

牽引側歯根膜の細胞について酵素組織化学

的にその性質を明らかにしていく。 

(3)免疫組織化学的観察 

 歯を移動した際のラットを 1.0％パラホル

ム固定液で還流固定を施し、EDTA 脱灰、パ

ラフィン包埋し切片を作製した。 

 また、非脱灰切片の観察も行った。すなわ

ち、各群のラットを液体窒素下で冷却したイ

ソペンタン中で上顎第一臼歯部を凍結固定

し、クリオスタット（歯科矯正学講座）内で

無固定非脱灰凍結切片を作製し（Nakamura  
Y et al, Biotech Histochemistry 2000）、免疫

関連因子と Runx2,Osterix について免疫 

組織化学的にその局在を明らかにしていく。 

 

 形態を中心とした観察と、各種の遺伝子の

タンパクの局在について時系列に整理し、 

①歯根膜の組織レベルと細胞レベルの形態

変化とアルカリホスファターゼ、酸性ホスフ

ァターゼ活性の局在、ならびに免疫関連因子

MMP12, IL-1βの免疫組織学的局在につい

て、それらの関連性について検討する、 

②これらの形態学的所見と MMP12, IL-1β、

および Osterix の mRNA 量の発現量を統計

学的に処理し、両者の関連性について検討を

加える、３）免疫系関連因子 MMP12, IL-1

βの mRNA 量とと Osterix の mRNA 量との

相関関係を調べ、これらの因子が骨芽細胞の

分化成熟といかなる関係があるかを解析す

る。 
 
４．研究成果 
 歯を移動した際の歯根膜の形態的な所見
では、歯の移動６時間で牽引側歯根膜はコン
トロール（歯を移動していない歯根膜）と比
較して、その歯根膜腔の明らかな拡大がみら
れ、歯根膜組織が拡張されていることがわか
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

（歯の移動６時間の歯根膜：マイクロ CT 像） 
 
 
 歯の移動２４時間後では牽引側では更な
る歯根膜腔の拡大を示し、圧迫側では既に変
性組織が出現し、歯の移動が一時的にほぼ停
止したことを示していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（歯の移動24時間の歯根膜：マイクロCT像） 
 
 組織所見では牽引側では歯の移動６時間
で明らかに歯根膜線維の牽引された様相が



みられ、２４時間後でもその状況は変わらな
い。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（歯の移動 24 時間の牽引側歯根膜：HE染色） 
 
  電子顕微鏡所見においても引き延ばされ
たcollagen fiber bundlesの様相がみられ、
その bundle 間に扁平にのばされたような線
維芽細胞細胞が介在していた。 
 
 酵素組織学的所見ではアルカリフォスフ
ァターゼの活性が歯根膜全体にみられ、コン
トロール所見と比較して、その局在に大きな
変化は認められなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
（歯の移動６時間の牽引側歯根膜における
アルカリフォスファターゼ活性の局在） 
 
 免疫組織学的所見においても脱灰切片で
は歯根膜は牽引された様相を示し、ED1 陽性
細胞は歯根膜の血管周囲や、歯根膜線維間に
観察された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（牽引側歯根膜におけ ED1 陽性細胞の局在） 
 
 IL-1B の免疫染色による観察では、やはり
血管周囲や歯根膜線維間の線維芽細胞細胞
にも観察され、コントロールとは異なってい
た。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（牽引側歯根膜における IL-1βの局在） 

 
 また、MMP12 の免疫染色による観察でも、
やはり血管周囲の細胞ばかりでなく、多くの
線維芽細胞に局在がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（牽引側歯根膜における MMP12 の局在） 

 
 一方、骨芽細胞の分化マーカーである
Osterix の局在は、骨表面の骨芽細胞ばかり
でなく、セメント質表面のセメント芽細胞に
みられた。また、歯根膜の線維芽細胞細胞に
もその局在が散見された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（牽引側歯根膜における Osterix の局在） 

 
 無固定非脱灰による観察では、明確な局在
性が認められなかった。今後、免疫染色にお
ける方法論の確立が必要と思われる。 
 

 以上から、歯の移動初期の牽引側歯根膜で

は免疫系のED1陽性細胞である単球やマクロ

ファージ出現による炎症系因子 MMP12 や

IL-1beta の分泌ばかりでなく、多くの線維芽

細胞にも上記の両因子の局在が認められた。



従って歯の移動した際の歯根膜牽引側の初

期反応は歯根膜線維の牽引と骨芽細胞の活

性化により骨形成という単純な図式ではな

く、炎症系因子の関与はもちろんのこと、線

維芽細胞などの合成系の細胞の機能変化を

含めた複雑な経過を辿ることが明らかとな

った。 
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