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研究成果の概要（和文）：　本研究では、歯科矯正学的メカニカルストレスによる歯周組織の細胞傷害と回復の分子調
節機構の解明、およびその制御法の開発、骨髄幹細胞の動態および機能の全貌を明らかにすることを目的とした。
　骨髄幹細胞移植を行なったマウスを用い、マウス臼歯に歯科矯正力を負荷して歯根膜組織とくに歯根膜線維芽細胞の
受ける細胞傷害の検討および周囲骨組織における骨髄幹細胞の関与について解明した。骨髄幹細胞は、歯周組織では主
にリモデリングの盛んな部位において生着することを示したが、この現象も神経系の細胞と密生に関連していることを
実験により示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed that the elucidation of the molecular regulation mechanism
 of recovery and cytotoxicity of periodontal tissue by orthodontic mechanical stress, and to clarify the d
evelopment of the control method, the full particulars of the function and dynamics of bone marrow-derived
 cell. 
Using the mouse that performed the bone marrow-derived cell transplantation, and were elucidated the invol
vement of bone marrow-derived cell in the surrounding bone and tissue study of cell injury to receive the 
periodontal ligament fibroblasts in particular periodontal ligament tissue loaded with orthodontic academi
c ability in mouse molars. Bone marrow stem cells were shown to engraft in a thriving site remodeling most
ly in periodontal tissue showed experimentally that this phenomenon is associated with the dense and cells
 of the nervous system.
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１．研究開始当初の背景 
 
歯科領域では、骨髄幹細胞を用いる再生医
療研究は骨組織の再建等極めて限られた領
域での報告があるのみであり、今後の発展が
見込まれる。歯科矯正学領域は、歯牙と骨組
織が密接に関連した組織を対象としており
特に期待される分野である。 
歯科矯正治療時には、牽引側表面に骨芽細
胞、圧迫側に破骨細胞が出現し、骨組織の添
加と吸収が起こる。その結果「歯の移動」が
起こる。この際の矯正的メカニカルストレス
の刺激を細胞傷害因子として取り扱った研
究はほとんどなされておらず、細胞傷害に対
する回復反応として「歯根膜の改造機転」を
捕らえると「細胞分化と増殖」についての研
究が必要である事が理解できる。 
近年、骨髄幹細胞の多分化能が明らかにな
り、さまざまな臓器において骨髄幹細胞の積
極的関与が報告されている。最近では、骨髄
幹細胞を用いた臨床応用研究が既に始まっ
ており、実際に骨髄幹細胞移植による各種病
変の治療等が開始されている。 
しかし口腔の、特に歯科矯正学的牽引時の歯
周組織の改造現象におけるこれらの骨髄幹
細胞の振る舞いを検討した報告は無く、骨髄
幹細胞の機能解明を行う生物学的意義は大
きい。また骨髄幹細胞の機能解明により、効
果的な新規歯科矯正学的治療法の開発に繋
がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、骨髄幹細胞を用いて歯科矯正
学的メカニカルストレスによる歯周組織の
細胞傷害と回復の分子調節機構の解明、およ
びその制御法の開発を目的とすると共に、骨
髄幹細胞の動態および機能の全貌を明らか
にすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
・GFPトランスジェニックマウスは組織を構
成する細胞の全てが GFP 蛋白を発現してい
る。移植した骨髄幹細胞がどのような細胞に
分化しても，GFP蛋白を有する為、分化した
細胞の追跡が可能である。 

 

 
・GFPマウス由来骨髄細胞の調製と骨髄細胞
移植：GFPトランスジェニック動物をエーテ
ル麻酔下にて屠殺し大腿骨を摘出する。抗生
剤を含む RPMI 1640培地で骨髄細胞を洗浄
後、HBBS に置換、GFP マウスと同系の 6
週齢（雌）に X線照射（10 Gray）を行った
後、尾静脈から 1×107個の細胞を移植する。 
・歯科矯正学的牽引には GFP 骨髄細胞移植
を行ったマウスを用いる。歯牙牽引の初期組
織変化、長期組織変化を観察するのに最適な
モデル動物の作成を行う。 
・歯科矯正学的牽引モデル動物の組織学的解
析には歯牙構成細胞に分化した骨髄由来
GFP陽性細胞の同定を行う為、HE染色、免
疫組織化学的染色、蛍光免疫二重染色を行う。 
免疫組織化学的染色：歯科矯正学的牽引後に
経時的にマウスを屠殺し、下顎部組織を摘出、
4%paraformaldehydeにて固定する。固定後
EDTAにて脱灰、定法にてパラフィンブロッ
クを作成する。パラフィンブロックは薄切後、
抗 Runx2抗体、抗Msx2、抗HSP、Collagen
抗体等の骨、歯牙および歯周組織の関連抗体
と抗 GFP 抗体を用いた蛍光免疫二重染色を
行う。 
・歯根膜組織中に存在する移植骨髄細胞由来
GFP陽性細胞の同定解析を行う為、モデル動
物から歯根膜構成細胞の初代培養を行う。 
・歯根膜組織からの初代培養：下顎部を無菌
的に摘出、滅菌 PBS で洗浄し歯根膜組織を
回収する。歯根膜組織は回収細切後
Collagenase Dyspase 溶液にて処理を行う。
その後培地に懸濁 37℃二酸化炭素濃度５％
で培養する。必要に応じて細胞のクローン化
に FACS Cellsorter等を用いる。 
・骨髄幹細胞の歯根膜線維芽細胞への分化機
構解析の為、遺伝子発現、産生蛋白質に関す
る解析を行い、分化関連遺伝子を同定する。 
・マイクロアレイ解析：骨髄幹細胞および歯
根膜線維芽細胞のマイクロアレイを行い、遺
伝子発現について分析する。データは解析専
用ソフトを用いて解析する。 
・Western Blotting ：マイクロアレイによっ
て発現量に変化の確認されたた遺伝子につ
いて、蛋白質産生レベルについて確認する。 
・歯科矯正学的牽引時メカニカルストレスの
付与は、歯根膜線維芽細胞は骨髄幹細胞の骨
芽細胞もしくは破骨細胞への分化に干渉し
ていると考えられる。本現象を培養条件下で
立証するため、共生培養による実験を行う。 
・共生培養：インターセル等共生培養用シャ
ーレを用い、上層で歯根膜線維芽細胞、下層
で骨髄幹細胞の培養を行い、歯根膜線維芽細
胞が骨髄幹細胞の骨芽細胞もしくは破骨細
胞への分化誘導にどのような影響を及ぼす
かを検討する。 
 
４．研究成果 
 
現在までに歯科矯正学的牽引時における



歯周組織の早期変化ならびに骨髄幹細胞の
歯の関連細胞への分化（多分化能）に関する
研究を行ってきた。歯科矯正治療時に起こる
組織学的変化としての骨の改造に直接関与
するサイトカインの動態、また歯根膜構成細
胞の変化を矯正学的メカニカルストレスが
引き起こす歯周組織改造現象として捉え、そ
の起因因子として細胞傷害因子と考えて取
り扱った本研究において、顎骨・歯周組織の
形態形成とリモデリングに密接に関与して
いるいくつかの転写調節因子とそのリガン
ド、すなわち Runx2、Mxs2、Notch、Jagged、
HSPs 等の因子が骨、軟骨の発生や形成に密
接に関与していることを明らかにした。歯科
矯正学的牽引時にける歯周組織の変化では、
牽引 1時間以内で牽引側において、歯根膜線
維芽細胞および骨芽細胞に Runx2、Msx2、
ALP 蛋白の局在と強いシグナルを確認して
いる。 
 

 
また、矯正的メカニカルストレスによりマ
ウス歯根膜に発現するHSPsは歯根膜の恒常
性維持、骨添加傾向への分子シャペロンとし
て機能する可能性が強いということを示し
た。 
骨髄幹細胞の歯牙構成細胞への分化能に関
する研究では GFP マウス骨髄細胞移植実験
系において、骨髄幹細胞が、破骨細胞、歯根
膜線維芽細胞、および歯髄細胞に分化するこ
とを確認している。骨髄幹細胞が歯牙組織お
よび歯周組織を形成する多くの細胞への分
化能を有していることは、骨髄幹細胞を用い
た歯科矯正学的治療応用への可能性を示し
ている。以上の研究成果から、歯科矯正学的
牽引時の歯根膜組織に対するメカニカルス
トレス負荷の結果、骨髄幹細胞が破骨細胞に 
分化誘導され、また歯根膜のリモデリングに
も同幹細胞が強く関わっているとの発想に
至った。これら一連の歯の牽引時における骨
髄幹細胞の機能解明を行い、積極的にリモデ
リングの盛んな部位に骨髄幹細胞を供給す
ることができれば、効率的な「歯の移動」が
可能になると考えられる。 
そしてこれらの研究データは各種学会に
おいても高く評価され、第 20、 22回硬組織
再生生物学会総会、第 71 回日本矯正歯科学
会大会にて研究発表を行った際に優秀発表
賞を受賞した。 
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