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研究成果の概要（和文）：ラット臼歯発生過程において、同時期に開始される咬合が、発生過程

の歯根に影響を与えるか解析した。まずマイクロ CT を用いて咬頭の幅および歯根長を測定し

た。私たちは、実験群よりコントロール群で咬頭の幅が有意に広いことや歯根長が有意に短い

ことを示した。更に、免疫染色にてコントロール群の歯根根尖部の増殖細胞数が有意に少ない

ことを明らかにした。これらのデータをまとめた論文は、European Journal of Oral Sciences に受

理、発刊された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed whether occlusion is related to a tooth-root during root 

development in rat molars.  First, we measured the width of cusps and root length using μ-CT. We 

demonstrated that the width of cusps in normal groups is significantly wider than that of experimental 

groups and the root length in normal groups is shorter than that in experimental groups.  Furthermore, 

we elucidated that proliferating cells in root apex of normal groups is significantly less than that of 

experimental groups. These data have been accepted and published in European Journal of Oral 

Sciences. 
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１．研究開始当初の背景 

 歯根形成は歯冠形成に連続して上皮間

葉相互作用により生じる。歯冠形成後、内

外エナメル上皮はヘルトヴィッヒの上皮鞘

(HERS)という二層構造体を形成し、歯根形

成過程において歯乳頭に侵入し歯根形成に

関与する。HERS についてはまだ明らかに

なっていないことも多いが、最近の研究に

おいて、HERS 細胞の数、HERS の長さ、

HERS の運命などが明らかとなっている。

また歯根形成には bone morphogenetic 

protein (BMP)-4, sonic hedgehog (Shh), 

Nuclear factor I (NFI) -C, periostin, Msx2 の

ように様々な遺伝子の関与が報告されてい

る。このように、歯根形成は多くの遺伝子

によって制御されているが、歯根長や歯根

の幅といった歯根のサイズに影響を与える

遺伝子の報告は Shh や sulf1/sulf2 を除いて
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まだない。 

我々の過去の研究では、ラット臼歯発生

過程において増殖細胞分布を解析し、歯根

形成期に形成部位での細胞増殖活性が急激

に減少することを示した(Nakasone et al, 

2006)。この歯根形成期は咬合開始期でもあ

り、咬合が加わる方向が歯の萌出方向と逆

方向であるので、咬合が歯根形成部位の増

殖活性に影響を与えていることが推測され

た。 

 

２．研究の目的 

我々は“咬合を排除する”ことで咬合の

影響を解析する実験系を樹立した。したが

って、本研究では咬合の排除により歯根形

成部での増殖活性が維持され、それにより

歯根長が延長するかどうかを形態学的に解

析することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 対象 

・15日齢のWistar 系のラットを用いる。 

(2) 試料採取 

・実験群:8%抱水クロラールにて深麻酔後

に、萌出前の右側下顎第一臼歯を抜去す

る。 

・対照群:正常発生の未処置の上顎第一臼

歯を用いる。 

・10日(25週齢)、15日(30週齢)後にブロ

モデオキシウリジン(BrdU)を腹腔内に

投与することで増殖細胞をラベルし、2

時間後にアルデヒド系固定液にて固定

する。 

(3) μ-CT解析 

・μ-CT撮影後三次元構築し、得られた画

像から咬頭の状態を確認する。 

・その後矢状断にスライスした画像を用

いて近心根の歯根長を計測し、統計解

析まで行う。 

(4) 組織学的および免疫組織学的解析 

・μ-CT撮影後EDTAにて脱灰し、通法に

従ってパラフィン包埋する。ミクロト

ームにて5μmに薄切し、パラフィン切片

を作製する。 

・通法どおり脱パラフィン、脱水後にヘ

マトキシリン-エオジン(H-E)染色およ

びAzan染色を行う。 

・H-E染色、Azan染色した切片の連続切を

を用いて、cytokeratin 14およびBrdU抗

体による免疫染色を行う。 

  ・H-E染色、Azan染色および免疫組織所見

は同一部位を写真撮影し、特に形成中

の歯根尖部に焦点を当てる。 
 
４．研究成果 
（1）μ-CT による咬耗量と歯根長計測 
図 1:A,B,C は 25 週齢コントロール群(N25)、
D,E,F は 25 週齢実験群(E25)、G,H,I は 30 週齢
コントロール群(N30)、 J,K,L は 30 週齢実験
群(E30)を示す。 

また、A,D,G,J は三次元構築頬側面観、B,E,H,K

は三次元構築咬合面観、C,F,I,L は三次元構築
矢状断像を示す。B,E,H,K 中の赤色・青色・
緑色のバーは、咬頭の幅の計測ポイントであ
る。C,F,I,L 中の黄色の線は、計測した近心根
の歯根を、また赤色・黄色矢印は歯槽骨を示
す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1:咬頭の幅の計測 

 Mesial (μm) Middle (μm) Distal (μm) 

N25 529.3±13.6 525.9±9.5 389.5±6.3 

E25 496.8±9.2
**

 472.4±10.7
**

 376.6±4.3
*
 

N30 574.9±17.5
†
 565.8±10.9

†
 413.0±8.7

†
 

E30 499.7±9.5
†† 484.8±8.4

††
 379.6±4.8

††
 

 

*
 p＜0.05 versus N25, 

**
 p＜0.01 versus N25. 

†
 p＜0.01 versus N25. 

†† 
p＜0.01 versus N30; 

Student’s t-test. 
 
表 2:近心根歯根長の計測 

 Root length (μm) 

N25 1478.3±14.8 

E25 1515.3±15.5
*
 

N30 1725.7±19.3
†
 

E30    1898.7±24.7
**, ††

 

 



 

 

 

*
 p＜0.05 versus N25, 

**
 p＜0.01 versus N30. 

†
 p＜0.01 versus N25. 

†† 
p＜0.01 versus E25; 

Student’s t-test 
 
表 2より、コントロール群の方が実験群と比
較して有意に咬頭の幅が大きかった。つまり
コントロール群では咬耗量に有意な差があ
ったということができる。表 3より、歯根長
の計測においても、実験群の方がコントロー
群と比較して有意に歯根長が長いことが示
された。 
 
(2)組織学的解析 
図 2:25 週齢ラットの上顎第一臼歯における、
コントロール群(A)および実験群(E)の H-E 所
見を示す。 
B,F はそれぞれ A,E の近心根根尖部の強拡大
像、C,G はそれぞれ A,E の隣接切片における
Azan 染色像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この次期には既に咬合が開始され、咬耗が見
られる。E25 では歯冠部歯髄腔は広く、また
歯根の伸長に伴って、根部歯髄腔は狭くなっ
ている。実験群では未発達なシャーピー線維
が見られる。 
 
図 3:30 週齢ラットの上顎第一臼歯における、
コントロール群(A)および実験群(E)の H-E 所
見を示す。 
B,F はそれぞれ A,E の近心根根尖部の強拡大
像、C,G はそれぞれ A,E の隣接切片における
Azan 染色像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

このじきでは歯根の長軸方向の成長はほぼ
終了している。25 週齢と比較して、咬耗の程
度が大きくなっている。μ-CT での所見と同じ
く、実験群歯根において明らかな歯根伸長が
見られる。また、根尖部象牙質に一部形成異
常様の像が見られる(黄色矢印)。シャーピー
線維は 25 週齢持と同じく未発達な像を呈す
る(赤色矢頭)。 
 
 
(3)細胞増殖解析 
図 4: 25 週齢ラットの上顎第一臼歯における、
コントロール群(A)および実験群(C)の BrdU

免疫染色所見を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5: 30 週齢ラットの上顎第一臼歯における、
コントロール群(A)および実験群(C)の BrdU

免疫染色所見を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 3:歯根根尖部における増殖細胞数の計測 

 Number of 

labeled 

cells/sections 

Number of 

labeled cells/10
5 

μm
2
 

N25 56.0±8.4 9.1±1.1 

E25 64.0±9.3 13.4±1.3
*
 

N30 20.8±3.6
*
 4.2±0.6

*
 

E30 77.3±10.2
**

 21.4±2.6
**, †

 

 
*
 p＜0.01 versus N25, 

**
 p＜0.01 versus N30. 

 

 

 

 



 

 

†
 p＜0.01 versus E25; Student’s t-test. 

 
実験群の増殖細胞数はコントロール群に比
較して、有意に多いことが示された。 
 
〈まとめ〉 
以上の結果より、ラット臼歯発生過程におい
て、咬合を排除することにより、歯根根尖部
での増殖細胞数は維持され、そのことが歯根
伸長に重要であることが示唆された。 
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