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研究成果の概要（和文）：in vivoにおいて, 1週目ではHF群において歯根吸収像が認められた。さらに, 歯根吸
収部でJagged1,Notch-2, RANKL, IL-6, IL-17の陽性細胞の増加が認められた。以上の結果から,　歯根吸収の発
生にはJagged1,Notch-2, RANKL, IL-6, IL -17の発現が関与していることが示唆された。以上のことから圧迫側
のhPDL cellsでは強い圧迫力が加わった時にNotchシグナルが活性化し、Jagged1, Notch2, RANKL, TNF-α、
IL-6、IL-17の発現を促進することで歯根吸収が惹起された。

研究成果の概要（英文）：Weinvestigated the Notch　and IL -17　expressions in odontoclasts in 
resorbed roots during experimental tooth movement in vivo.8-week old male Wistar rats were divided 
into four groups, a heavy force group (50 g), optimal force group (10 g), jiggling force group 
(compression and tension, repetition; 10g) and a control group. The expression levels ofJagged1,
Notch-2, RANKL, IL-6, IL -17 protein in the dental root determined using an immunohistochemical 
analysis.The　immunoreactivity for Jagged1,Notch-2, RANKL, IL-6, IL -17in resorbed roots exposed to 
the jiggling force were stronger than that in the other groups on day 21. The number of 
IL-17-positive odontoclasts was significantly increased in the JF group on day 21 compared with the 
other groups.These results suggest that Jagged1,Notch-2, RANKL, IL-6, IL -17produced from 
periodontal tissues response to heavy and jiggling forces may induce odontoclastogenesis during 
orthodontic tooth movement, and may be one of risk factors for ORR.

研究分野： 歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまでに、矯正治療中の歯根吸収
の発生にRANKLが深く関係することを報告
した。さらにTh17細胞から産生される IL-17
が RANKL 産生を促進することを証明し、免
疫システムが歯根吸収の増悪に関与してい
ることを示した。しかしながら、歯根吸収時
の RANKL, IL-17 産生に関わる PDLcells と
Th17 細胞のシグナル伝達について検討した
研究はない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は矯正治療による歯根吸収発
生メカニズムに対して歯根膜線維芽細胞と
IL-17 産生ヘルパーT 細胞（Th17 細胞）にお
けるシグナル伝達、特に Notch シグナルに焦
点を当て歯根吸収時の歯根膜線維芽細胞と
Th17細胞におけるNotch とそのリガンドで
ある Jagged1の発現について,細胞生物学的、
病理組織学的に検討し、重度歯根吸収発生機
構の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）1）実験動物及び飼育条件 
実験的歯の移動による歯根吸収では、生後８
週令関節リウマチモデルマウス（SKG/Jcl）、
ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 モ デ ル マ ウ ス
（NC/Nga）,BALB/cAJcl マウス（対照群）（日
本クレア株式会）を各群６匹を用いて行った。 
2）実験的歯根吸収モデル 
マウス上顎右側第一臼歯の近心移動は 
Pavlin らの方法に準じてニッケルチタンの
クローズドコイル（古河テクノマテリアル）
を用いて 21 日間行う。近心移動の方法は、
マウスにソムノペンチルを用いて腹腔内麻
酔を行ない、第一臼歯にコイルの一方をスー
パーボンド（サンメディカル）で留め、コイ
ルのもう一方をスーパーボンドで上顎前歯
に留めた。また、この際、下顎右側第一臼歯
をエンジンにて切削する。矯正力は 10～50g
の力を発揮するように設計した。実験期間終
了後、上顎骨を摘出する。採取した上顎骨を
ホルマリン固定後パラフィン包埋し、切片を
作成し、上顎臼歯歯根部の吸収像を病理組織
学・免疫組織学染色を行なった。アレルギー
マウスに矯正力（0～50g）を加え、人為的に
歯根吸収を起こさせ、歯根周囲組織の
Jagged1, Notch1, Notch2,IL-17, RANKL、RANK, 
OPG, TRAP のタンパク質・遺伝子発現につい
て正常マウスと比較検討した。 
 
（ ２ ）１） ヒ ト歯根 膜 線維芽 細 胞 に
compression force を加え、RANKL と IL-17
の産生量と遺伝子発現量について検討した。
アレルギー患者より CD４陽性細胞を採取し、
ヒ ト 歯根膜 線 維芽細 胞 と共培 養 し 、
compression force を加え、Jagged1, Notch1, 
Notch2, RANKL, TNF-α、IL-6、IL-17 遺伝子
発現について検討した。 
（８）免疫組織化学染色 

まず、CD4 と IL-17 抗体を用いて、多重免疫
蛍光染色を行い、Th17 細胞の存在を確認した。
免疫組織化学染色は、ヒストファイン SAB-PO
（G ）キット（ニチレイ、JAPAN）とヒスト
ファインシンプルステイン MAX-PO ( R ) (ニ
チレイ、JAPAN)を用いて施行する。１次抗体
には、抗ヤギpolyclonal のRANKL抗体（SANTA 
CRUZ, USA）、抗ウサギ polyclonal の RANK 抗
体（SANTA CRUZ）、抗ウサギ polyclonal の
OPG 抗体（SANTA CRUZ）、抗ウサギ polyclonal
の IL-17 抗体（SANTA CRUZ）、抗ウサギ 
polyclonal の GM-CSF 抗体（SANTA CRUZ）、TRAP
抗体（SANTA CRUZ）を用いた。 
次に、Jagged1 抗体、Notch1 抗体、Notch2 抗
体を用いて、免疫組織化学染色を行い
Jagged1、Notch1、Notch2 の動態を検討した。 
次に、遺伝子発現を確認するために in situ 
thermal cycler（MJ Japan）を用いて、Jagged1、
Notch1、Notch2,IL-17,RANKL,RANK, OPG 遺
伝子の in situ PCR を行った。 
 
（３）ヒト歯根膜細胞とアレルギー患者由来
CD4 陽性細胞との共培養 
1 ） hPDL cells に 過 度 の Compression 
Force(CF)として 4.0g/cm2 を作用させ、
Real-time PCR 法にて Jagged1、Notch1、
Notch2 の遺伝子発現量を検討した。 
2）ヒト歯根膜線維芽細胞に compression 
force を加え、RANKL と IL-17 の産生量と遺
伝子発現量について検討する。アレルギー患
者より CD４陽性細胞を採取し、ヒト歯根膜線
維芽細胞と共培養し、compression force を
加え、RANKL と IL-17 産生量と遺伝子発現に
ついて検討した。 
 
４．研究成果 
In vivo において, 8 週齢の Wistar 系雄性
ラットとアレルギーマウスの上顎第一臼歯
の歯牙移動を行った。対照 (control) 群, 
至適矯正力 (OF) 群, 強い矯正力 (HF) 群
の計３グループに分け, 力の強さは OP 群
で 10 g , HF 群で 50 g とした。当該部の
切片はHE染色，Jagged1,Notch-1, 2 , RANKL, 
IL-6, IL -17 抗体を用いて免疫組織化学染
色を行った。その結果、 
（１）in vivo において, 1 週目では HF 群
において歯根吸収像が認められた。さらに, 
歯根吸収部で Jagged1,Notch-2, RANKL, 
IL-6, IL-17 の陽性細胞の増加が認められ
た。以上の結果から, 歯根吸収の発生には
Jagged1,Notch-2, RANKL, IL-6, IL -17 の
発現が関与していることが示唆された。 
 
（２）アレルギーマウスに過度の矯正力を加
えた時に正常マウスに比べて Th17 細胞が増
加した。さらに、アレルギー患者の CD4 陽性
T細胞とヒト歯根膜線維芽細胞（hPDL cells）
の共培養において RANKL と IL-17 の遺伝子発
現と産生量の増加を認めた。 
 



（３）1.0g/cm2 および 4.0ｇ/cm2 の荷重をか
けた hPDL cells において Notch2 遺伝子発現
量は 6h でピークに達し、1.0ｇ/cm2 の荷重を
かけた時に比べ 4.0g/cm2 の荷重を加えた時
の方が増大した。 
 
（４）以上のことから圧迫側の hPDL cells
では強い圧迫力が加わった時にNotchシグナ
ルが活性化し、Jagged1, Notch2, RANKL, TNF-
α、IL-6、IL-17 の発現を促進することで歯
根吸収が惹起された。 
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