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研究成果の概要（和文）：　外傷性咬合による歯周組織の改造について，主としてGFP骨髄移植マウスを用いた動物実
験モデルによって検討したところ，当該の歯根分岐部歯根膜には，その部位の細胞および骨髄由来細胞によりなされ，
同部の修復過程にHSPの関与がある事を明らかに出来た。
　歯科矯正学的実験で，牽引側，圧迫側ともに細胞の増殖を促す事が示唆され，これらの細胞増殖は未分化間葉系細胞
が骨髄から移動して増加したと推測される。さらに，蛍光免疫二重染色により歯周組織に移動した骨髄由来の未分化間
葉系細胞は、血管内皮細胞，マクロファージ，破骨細胞，歯根膜線維芽細胞等の歯周組織を構成する細胞へ分化したも
のと考えられた。

研究成果の概要（英文）： Using a model of experimental occlusal trauma in mice, we investigated 
cytological kinetics of periodontal ligament by means of histopathological, immunohistochemical, and 
photographical analysis methods. The results suggested that restoration of mechanism seemed conspicuous 
by osteoclasts and macrophages from bone-marrow-derived cells for the periodontal ligament at the 
furcation area. It was also suggested that the remodeling was strongly received the action of HSP as a 
ssuggestive molecular chaperon. Thus, this experimental model recovered using the cells in situ and the 
bone-marrow-derived cells.
 Mechanical stress during orthodontic movement promoted the increase in the number of cells in the 
periodontal ligament on both tension and pressure sides. The increase in the number of cells in the 
periodontal ligament is believed to be due to the migration and cell division of undifferentiated 
mesenchymal cells.

研究分野：歯科矯正学
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１．研究開始当初の背景 
歯周組織は恒常的に改造機転（リモデリン
グ）がなされている事が知られているが，そ
のリモデリングに関してその全貌は明らか
にされていない。歯周組織の構成細胞，組織
は多種多様であるが，その主たる構成細胞は
歯根膜線維芽細胞である。この歯根膜線維芽
細胞は発生生物学的には，神経堤に由来する
神経外胚葉性間葉である事はあまり考えら
れていない。 
また，上記においてもその修復過程におい
てHSPの関与が強くうかがえる。 
 
２．研究の目的 
そこで今回，種々の臨床的条件を想定し，
①咬合性外傷，②歯科矯正治療時の 2種の条
件を想定し動物実験を企画したのである。 
 
３．研究の方法 
① 週齢の  ddY マウス  12 匹および 
C57BL/6 マウス(GFP骨髄移植マウス) 8 匹を
使用した。腹腔内麻酔を行い、手製の実験台
上に仰臥位で固定し、開口状態を保持した。
上顎左側第一臼歯咬合面にカーバイトバー
にてガイドグルーブを形成後、マイクロプラ
ススクリュー(頭部径 1.7 mm，頭部厚 0.5 mm，
全長 3.5 mm)植立し，対合する下顎左側第一
臼歯根分岐部の歯根膜を観察した。なお，対
照として無処置のマウスの同部位を用いた。
下顎左側第一臼歯近心から遠心方向に前頭
断切片を作製し，実験開始後 4 日目，7 日
目，14 日目の根分岐部歯根膜における細胞
動態の経時的変化を，病理組織学的ならびに
免疫組織化学的検討を行い，細胞核占有率お
よび陽性細胞率を Photoshop によって画像
解析した。実験期間中のマウスの体調は良好
で，体重に大きな変動はなく全身的に良好に
経過した。 
 さらに，その修復過程について次の実験を
行った。使用したマウスは 6週齢の ddY およ
び C57BL/6 で，イソフルランの吸入による全
身麻酔下にて上顎第一臼歯の咬合面にマイ
クロプラススクリュー（頭部直径 1.7mm，頭
部厚さ 0.5mm，呼び径 1.0mm，全長 3.5mm）を
植立し，対合する下顎第一臼歯に咬合性外傷
を引き起こした。観察部位は該当歯の歯根分
岐部の歯根膜とした。これを病理組織学的検
討するとともに必要に応じて TRAP 染色によ
っても検討した。実験期間は最大長 2週間と
し，無処置のマウスを対照群とした。 
 
② ddY マウス 10 匹を使用し，Waldo 法によ
って上顎第一，第二臼歯間にラバーダムを挿
入，ストレスを 3時間負荷した。負荷を解除
して 3 日後，1 週間後まで病理組織学的に検
討し，当該部歯周組織の圧迫側と牽引側にお
ける歯周組織内の細胞数を計測した。さらに，
ストレス負荷後に出現する細胞の種類を同
定するため，GFP 骨髄移植マウスモデル 10 匹
を使用し，同様の方法でストレスを 3時間負

荷し，負荷した直後，24 時間後，1 週間後，
2 週間後，6 か月後に該当部歯周組織を摘出
した。GFP の免疫染色によって移植骨髄由来
の細胞の発現の様相やその経時的変化を観
察した。同時に各種免疫染色を併用して細胞
分化の様相を明らかにした。なお，対照とし
て無処置の同種歯根膜部を使用した。 
 
４．研究成果 
① 病理組織学的検討から，対照群と比較し
実験 4日群は，歯根膜の充血傾向，および円
形の細胞核を有する細胞の密度が上昇して
いた。実験 7 日群は実験 4 日群と比較して，
歯根膜の細胞密度は低下していたが，歯根膜
中央部における多核巨細胞の出現とセメン
ト質および歯槽骨表面には蚕食性の吸収窩
が形成されていた。実験 14 日群には，多核
巨細胞における骨吸収窩は拡大していた。根
分岐部歯根膜における細胞核占有率は、対照
群と比較し実験 4日群，7日群，14 日群共に
増加した。とくに実験 4日群は有意に増加し
ていた(Scheffe 検定、ｐ＜0.05)。実験 7日
群および実験 14 日群は対照群との有意差を
認められなかった。免疫組織化学的検討から，
Ki67 陽性細胞率は、実験 4 日群(Av±SD：
17.2±4.1)に対照群(Av±SD：4.4±2.2)と比
較して有意な増加がみられ(Tukey 検定、
P<0.05)，実験 4 日群と比較して低減傾向に
あるものの、実験 7日群(Av±SD：14.7±2.2)
でも有意な値を示し(Tukey 検定、P<0.05)，
実験 14 日群(Av±SD：9.0±3.7)では，有意
差はない( Tukey 検定，P>0.05)ものの対照群
と比較して増加していた。GFP 細胞陽性率は、
対照群(Av±SD：8.6±1.8)と比較して，実験
7日群(Av±SD：19.7±6.8)で有意な高い値を
示し(Tukey 検定， P<0.05)，実験 4 日群(Av
±SD：7.7±1.6)，14 日群(Av±SD：7.6±2.7)
では．有意差を認めなかった( Tukey 検定、
P>0.05)。以上の結果から，咬合性外傷歯の
共通する臨床所見は，歯の振動と動揺で，咬
合時の振動，歯ぎしり時の歯の動揺は，歯周
組織に過大な力が負荷されたことを意味す
る。マウスの下顎運動サイクルは，比較的単
純であり，過重咬合時に加わる咬合圧を歯軸
方向に負荷することにより，実験系を単純化
することができ，染色方法が多岐にわたり分
析しやすい。本研究では，マウスの再現性を
持った実験系を確立した。マウスは，飼育し
やすさなどの点でも利点をもっている。規格
統一性のある頭部高径のマイクロプラスス
クリューをマウスの上顎第一臼歯咬合面に
植立することにより，過高状態を均一に設定
にすることが可能であり，実験期間中の脱離
の可能性を締付けトルクによって減少する
ことが可能である。Ki67 細胞陽性率は、実
験 4 日群では，対照群と比較し約 2 倍の値
であった。Ki67 は、細胞周期関連核タンパク
質で，増殖中の細胞において発現が認められ
るが，増殖を休止している細胞には認められ
ないため，増殖細胞を検出する際に使用され



る。このことから実験 4日群では，外傷を受
けた歯の根分岐部歯根膜に対して，活動性の
細胞が多数存在することを意味しており，恒
常性維持に関与しようとしていると推察で
きる。GFP 陽性反応の所見から，実験 7 日群
で有意に高く増加し，実験 14 日群では対照
群と有意差がなくなっている。GFP 骨髄移植
マウスは，組織を構成する細胞全てが GFP タ
ンパクを発現しており，移植した骨髄由来細
胞がどのような細胞に分化しても，GFP タン
パクを有しているため，生体内追跡が可能で
ある。骨髄移植後のマウスの歯周組織に GFP
陽性細胞が多数移動していることが報告さ
れており，その細胞も同定されている。今回
の実験において，GFP 骨髄移植マウスによる
咬合性外傷の根分岐部における歯根膜では，
実験 7日群で，骨髄由来細胞が増加している
ことがみられた。その細胞は，破骨細胞とマ
クロファージであると考えられる。これは，
継続的な強い咬合力により，受傷部位の歯根
膜線維芽細胞だけでは，組織適応できずに、
骨髄由来細胞の積極的な動員を必要とする
改造現象を誘起すると考えられる。以上から，
外傷性咬合により惹起される咬合性外傷の
根分岐部歯根膜における受傷部位では、細胞
活性の亢進を伴う経時的な歯根膜の改造現
象が実験4日から急激に誘起されることが示
唆され、実験 7日あたりから外傷が加わった
歯の根分岐部歯根膜に対して骨髄由来細胞
による破骨細胞とマクロファージによる修
復機転が顕著にみられるのだと考えられる。
よって，咬合性外傷を受けた歯周組織は，そ
の部位の細胞および骨髄由来細胞により，組
織適応が期待できると示唆された。 
 なお，第 2弾の研究成果では，対照群の歯
根膜線維芽細胞は核と細胞質ともに紡錘形
でその細胞が比較的密にあり，その間に毛細
血管が介在していた。歯槽骨表面などに多核
巨細胞が若干みられた。実験群の 4日例では
多少充血傾向があった。さらに円形のヘマト
キシリンに濃く染まる細胞核をもつ細胞が
あり、同部位の細胞密度が上昇していた。多
核巨細胞は歯槽骨表面に多少あるに過ぎな
かった。7 日例では 4 日例と比較し歯根膜線
維芽細胞の密度が低下していた。一方，多核
巨細胞が歯根膜の中央部に出現していた。歯
根セメント質の表面と歯槽骨に蚕食性の吸
収窩が形成されていた。14日例では多核巨細
胞の硬組織吸収窩は拡大していた。なお今回
観察した多核巨細胞は TRAP 染色で陽性反応
を示した。なお 7日例に認められた多核巨細
胞はセメント質と歯槽骨表面に移動したの
であろう。以上の所見は，セメント質および
歯槽骨がその表面から多核巨細胞によって
活発に吸収された結果であり、実験的に過重
に負荷した外傷性咬合により引き起こされ
たものと考えられた。 
 
② ddY マウスを用いた実験系では，負荷を
解除し 3日経過した組織像は，牽引側で著明

に細胞が増加していた。1 週間経過したもの
でも，紡錘形の細胞が目立つ対照群と比べ、
円形の細胞が新たに出現していた。これらの
変化は，圧迫側と牽引側ともに確認できた。
圧迫側では，対照群（15.26±8.29）に比べ，
3 日後（22.11±13.98）、１週間後（33.23±
11.39）も継続して細胞数が増加していた。
牽引側では，対照群（AD±SD：10.37±8.69）
に比べ，3 日後に著しく細胞増加し（35.46
±11.85），１週間後にはやや減少した（29.23
±13.89）が，対照群との比較では大きく増
加していた。 
GFP 骨髄移植マウスモデルを用いた実験系
では，メカニカルストレス負荷から２週間後
になると，紡錘形の細胞だけでなく，歯周組
織内に円形細胞が目立つようになった。GFP
陽性細胞数（率）は，負荷直後から 6か月ま
で緩やかに増加していた。これらの GFP 陽性
細胞は，CD３１，CD68，Runx2 などとの蛍光
免疫二重染色の重ね合わせにより，破骨細胞、
マクロファージ、血管内皮細胞、歯根膜線維
芽細胞等に分化していることが明らかにな
った。以上の結果から，歯科矯正学的メカニ
カルストレスは，牽引側，圧迫側ともに歯周
組織における細胞の増殖を促す事が示唆さ
れた。GFP マウスモデルを用いた実験により，
これらの細胞増殖は，歯周組織局所での細胞
分裂により増えたのではなく，未分化間葉系
細胞が骨髄から移動して増加したと推測さ
れる。さらに、蛍光免疫二重染色により，歯
周組織に移動した骨髄由来の未分化間葉系
細胞は，血管内皮細胞、マクロファージ，破
骨細胞，歯根膜線維芽細胞等の歯周組織を構
成する細胞へ分化したと考えられる。 
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