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研究成果の概要（和文）：本研究では機械的刺激が、歯根膜におけるコラーゲン・クロスリンクの生成に及ぼす影響に
ついて解析を行った。機械的刺激によりヒト歯根膜由来細胞において、クロスリンクの生成に重要なLysyl Hydroxylas
e2 (LH2)遺伝子の発現と、クロスリンクの生成を示すコラーゲンβ鎖の増加が認められた。ラットを用いた過剰咬合モ
デルでは、LH2陽性細胞数の増加のみならず、Picrosirius染色によりコラーゲン繊維の増加と成熟を示す所見が得られ
た。以上の結果より、歯根膜において機械的刺激はコラーゲンの翻訳後修飾を介して組織の維持、安定化に寄与してい
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the effects of excessive mechanical l
oading on the expression of collagen-modifying enzymes and subsequent crosslinking in PDL. Upon mechanical
 loading, gene expression of LH2, a collagen telopeptide specific Lysyl hydroxylase, was significantly upr
egulated, while that of COL1A2, encoding type I collagen was not affected. The expression of LH2 in PDL ce
lls was also confirmed on an excessive occlusal loading rat model and expression was limited on the alveol
ar bone side of PDL in vivo. These results indicate that mechanical loading induces expression of collagen
-modifying enzyme and controls subsequent collagen cross-linking, which are important for achieving long-t
erm tissue maintenance and stability of PDL.
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１．研究開始当初の背景 
 

線維性結合組織である歯根膜は、歯槽
骨とセメント質との結合・固定を行うば
かりでなく、強大な咬合力への緩衝能な
らびに機械的刺激の受容器としての役割
を果たしている。歯根膜組織の維持に機
械的刺激が影響を及ぼしていることは幾
多の臨床的知見からも明らかであるが、
未だその制御機構については不明な点が
多い。 
歯根膜を構成する細胞外基質の主成分

は I 型コラーゲンであり、組織特異的な機
械的特性に大きく寄与している。I 型コラ
ーゲンの生合成は細胞内外にわたる一連
の翻訳後修飾により制御され、コラーゲ
ン分子間の架橋結合(クロスリンク)を形
成することにより、組織のテンプレート
としての 3 次元咬合の構築を可能として
いる。I 型コラーゲンが多くの結合性組織
における主たる基質成分であるにも関わ
らず、その機械的特性が異なるのは、組
織特異的なコラーゲン修飾酵素の発現に
より、クロスリンクの構成比が異なるた
めである事が報告されている。 
コラーゲン修飾酵素の中でもリシン水

酸化酵素(Lysyl Hydroxylase; LH)のアイソ
フォームをコードする LH 遺伝子はコラ
ーゲン生合成の極初期にコラーゲン分子
のテロペプチドに存在する特異的なリシ
ン残基を水酸化する。この反応はクロス
リンクの生成経路を軟組織系から硬組織
系へ変化させ、組織の機械的性質に影響
を及ぼす事が報告されている。申請者ら
はこれまでに培養骨芽細胞を用いて、LH
遺伝子群が各種刺激によって誘導され、
コラーゲン・クロスリンクの合成に影響
を及ぼすことを明らかにしてきた。以上
のより、歯根膜において機械的刺激が LH
遺伝子の発現を誘導し、コラーゲン・ク
ロスリンクの生成経路を制御することに
より、歯根膜組織の安定化メカニズムに
寄与しているのではないか、との仮説を
得るに至った。しかしながら、歯根膜に
おける PLOD 遺伝子群の発現によるクロ
スリンクの生成への直接的な影響につい
ては未だ明らかではない。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、機械的刺激が歯根膜
の I 型コラーゲンの翻訳後修飾に及ぼす
影響をリシン水酸化酵素群の発現および
組織変化から解析し、関連する因子の機
能を解明する事によって歯根膜恒常性維
持機構の一端を明らかにしようとするも
のである。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト歯根膜細胞の採取と培養 

歯科矯正に先立って抜歯した小臼歯よ

り、Collagenase/Dispase II 溶液を用いて歯
根膜細胞を分離回収した後、コラーゲ
ン・ゲル中に播種し、3 次元培養を行った。
歯根膜細胞の採取にあたっては新潟大学
倫理委員会において承認の上、大学規定
に基づいて行った(No. 21-R15-09-09)。 

(2)遺伝子発現解析 
3 次元培養下の歯根膜細胞に(0.5, 1.0 or 

2.0 g/cm2)の圧縮荷重を専用の装置を用い
て 12-24 時間付与し、totalRNA を回収、逆
転写後 realtimePCRにて遺伝子解析を行っ
た。解析を行った遺伝子は以下のとおり
である。SPP1 (OPN, Osteopontin), COL1A2 
(Type I collagen alpha 2 chain), LH1-3 (Lysyl 
hydroxylase isoform 1-3), glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase (GAPDH).  

(3)コラーゲン鎖解析 
荷重下において 7 日間培養したコラー

ゲン・ゲルから SDS サンプルバッファー
にてコラーゲンを可溶化し、電気泳動お
よび CBB 染色を用いてコラーゲン鎖の解
析を行った。 

(4)咬合性外傷モデルと組織解析 
8 週齢雄性 Wistar ラットの上顎左側第

一臼歯咬合面に 1.2mm 厚の金属片を接着
した(Fig. 1)。3 日間の過剰咬合とした後、
実験動物を屠殺し、脱灰パラフィン包埋
組織標本を作製した。半数の実験動物に
は過剰咬合付与の 3 日前よりクロスリン
クの阻害剤である β-aminopropionitrile 
(BAPN)を毎日体重 1Kg あたり 10mg 腹腔
内投与した。上顎左側第一臼歯近心根近
心側の歯根膜を観察領域とし、ピクロシ
リアス染色した標本を偏光顕微鏡下で観
察を行った。組織中の細胞動態を解析す
るために免疫染色を行った。使用した抗
体は下記のとおりである。Anti-rabbit 
FAK(pY397) (31H5L17, Invitrogen), 
Anti-mouse PCNA (PC10, Cell Signaling 
Technology), Anti-goat HSP27 (M-20, Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.), Anti-mouse LH2 
(MAB4445, R&D Systems). 歯根膜中の陽
性細胞を歯根側、歯槽骨側においてそれ
ぞれ計測し、陽性細胞率を算出した。な
お、動物実験は新潟大学動物実験倫理委
員会承認の上、規定に従い行った。 

 

 

 
Fig. 1 ラット過剰咬合モデル 



４．研究成果 
ヒト歯根膜細胞における圧縮荷重

（0-2g/cm2）による遺伝子解析の結果を
Fig.2 に示す。機械的刺激によく応答するこ
とが知られている OPN の発現上昇が荷重
量依存的に認められた。一方、同様に機械
的 刺 激 へ の 応 答 が 報 告 さ れ て い る
CBFA1/RUNX2 については反応が認められ
なかった。LH 遺伝子群においては LH2 の
みに発現上昇が認められたものの、コラー
ゲン自身をコードする COL1A2 においては
変化が認められなかった。 

次に 7日間荷重下にて培養した 3次元培養
からコラーゲン鎖の解析を行った(Fig.3)。
低荷重群(0.5 g/cm2)と比較して、高荷重群
(1.0 g/cm2)ではコラーゲン鎖の基本単位で
ある alpha 鎖については 11-15 ％の増加、ク
ロスリンクの生成を示す 2 量体の beta 鎖は
13-22 ％の増加を示していた。 

過剰咬合モデルにおける3日後の組織標本を
Fig4 に示す。Picrosirius 染色した標本を明
視野で観察したものが上段、偏光下で観察し
たものが下段である。偏光下の観察により、

過剰咬合によってコラーゲン繊維の肥厚と
成熟が観察された。またクロスリンク阻害祭
である BAPN の事前投与により、過剰咬合
に寄って誘導されたコラーゲンの成熟は抑
制された。 
過剰咬合モデルにおける各種マーカーの発
現を Fig.5 に示す。機械的刺激の入力を示す
pFAK の発現の亢進が認められ、細胞増殖を示

Fig. 2 機械的刺激による I 型コラーゲ
ン、コラーゲン修飾酵素遺伝子発現への
影響。機械的刺激により OPN 遺伝子の
発現上昇が観察されたが，コラーゲン分
子自身をコードする COL1A2 では発現
の変化は認められなかった．解析を行っ
たコラーゲン修飾酵素遺伝子のうち，
Lysyl Hydroxylase 2 (LH2)のみにおい
て発現の上昇が認められた． 

 

Fig. 3 荷重後のコラーゲン鎖の分離同
定． 0.5 g/cm2 荷重と比べて 1.0 g/cm2 
荷重のコラーゲン・ゲルからは 13-22 %
多い beta 鎖（2 量体）が検出された． 

 

 

Fig.4 過剰咬合モデルにおける組織変
化。３日間の過剰咬合により歯根膜にお
けるコラーゲン線維束の増加と成熟が観
察された。 

 

 
Fig.5 .過剰咬合モデルにおける各種マー
カーの発現 機械的刺激の入力を示す．
pFAK の発現の亢進が認められ、細胞増
殖を示す PCNA 陽性細胞の増加、ストレ
スタンパクである HSP27 陽性細胞の増
加も観察された。さらに遺伝子発現に変
化の認められた LH2 についても歯槽骨
側の歯根膜において発現の亢進が観察
された。 
 



す PCNA 陽性細胞の増加、ストレスタンパク
である HSP27 陽性細胞の増加も観察された。
さらに遺伝子発現に変化の認められたLH2に
ついても歯槽骨側の歯根膜において発現細
胞数の増加が観察された。 
本研究では機械的刺激が、歯根膜における

コラーゲン・クロスリンクの生成に及ぼす影
響について解析を行った。機械的刺激により
ヒト歯根膜由来細胞において、クロスリンク
の生成に重要な Lysyl Hydroxylase2 (LH2)
遺伝子の発現と、クロスリンクの生成を示す
コラーゲンβ鎖の増加が認められた。ラット
を用いた過剰咬合モデルでは、LH2 陽性細胞
数の増加のみならず、Picrosirius 染色によ
りコラーゲン繊維の増加と成熟を示す所見
が得られた。以上の結果より、歯根膜におい
て機械的刺激はコラーゲンの翻訳後修飾を
介して組織の維持、安定化に寄与している可
能性が示唆された。 
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