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緒言 

矯正歯科治療は、正常咬合を獲得するための有効な方法であり、近年、小児

から成人までその適応は幅広いものとなっている。しかしながら、矯正力によ

る人為的な歯の移動は、根尖部の歯根吸収を引き起こす可能性があり(Killiany, 

1999)、Sandstedt ら(1904)によって初めて矯正歯科治療中の歯根吸収についての

報告がなされてから 100年以上が経過した。矯正歯科治療を行った患者の 86.4%

に何らかの歯根吸収が認められる(Masseler and Malone, 1954)。歯根吸収の発症初

期には臨床症状を伴わないために、X 線写真上で初めて発見されることが多い

が、その多くは、歯根表層あるいは歯根尖に限局した微細な吸収であり、セメ

ント芽細胞による修復機転により、臨床上は大きな障害にはならないものが多

い。しかしながら、歯根吸収量がセメント芽細胞による吸収窩の修復能力を大

きく超えた場合には、吸収窩は広範囲に波及し、最終的には、象牙質の露出を

も呈して重症化する(Abass and Hartsfield, 2007; Hartsfield, 2009)。その場合は、歯

根吸収の停止が確認されるまでの治療の中断や、治療計画の見直しを余儀なく

される(Abass and Hartsfield, 2007)。 

 歯根吸収は、歯の移動時に圧迫側歯根膜に出現する吸収系細胞により引き起

こされる(Rygh, 1977; Brudvik and Rygh, 1993)。なかでも破歯細胞は、造血幹細胞

由来の多核細胞で、波状縁を有し、エナメル質、セメント質、象牙質を溶解・
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吸収する。破歯細胞は、歯の硬組織の吸収窩の形成過程において、形態学的お

よび酵素細胞化学的に破骨細胞とほぼ同様の生物学的特性を呈することから、

歯根吸収機構は、破骨細胞による骨吸収とほぼ同様であると考えられている

(Matsumoto, 1994; Sahara et al., 1998; Linsuwanont et al., 2002; Sasaki, 2003)。さらに、

破骨細胞と同様、receptor activator of nuclear factor-κB ligand (RANKL)の刺激によ

り分化、活性化すること、その増殖、融合促進、生存にはマクロファージ・コ

ロニー刺激因子(M-CSF)が、その抑制には osteoprotegerin (OPG)が関与している

ことなどが明らかにされている(Oshiro et al., 2001; Takada et al., 2004; Wang and 

McCauley, 2011)。 

 現在、矯正歯科治療中に歯根吸収の発現を完全に回避することは困難であり、

過度な矯正力がかからぬよう注意するとともに、重度の歯根吸収に至らぬよう、

定期的に X 線写真撮影を行い、注意深く検査することにより対応しているのが

現状である。近年、歯肉溝滲出液中の RANKL 等の破骨細胞分化誘導因子を検

出することにより、歯根吸収のリスクを検査する方法が報告されている(Balducci 

et al., 2007; Kereshanan et al., 2008)。しかしながら、本法の精度については更なる

検討が必要であり、現段階では臨床応用は困難である。また、歯根吸収の発症

関連因子については、これまでにも Ketcham (1927)をはじめ、多くの研究者、臨

床家により検討され、骨代謝疾患や栄養状態などの全身的要因(Smith, 1978; 
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Linge and Linge, 1983)、歯の移動のための力系(Linge and Linge, 1983; Beck and 

Harris, 1994; Alexander, 1996)、矯正歯科治療期間(Levander and Malmgren, 1988; 

Levander et al., 1998; Brin et al., 2003; 笹本ら, 2011)、年齢(Reitan, 1974; Linge and 

Linge, 1983; Brezniak and Wasserstein, 1993; 松田ら, 2011)、歯根形態(Hall, 1978; 

Levander and Malmgren, 1988; Mirabella and Artun, 1995; 松田ら, 2011; 寺尾ら, 

2012)、歯槽骨の骨密度(Malmgren et al., 1982; Goldie and King, 1984; Odenrick and 

Brattstrom, 1985; Brezniak and Wasserstein, 1993)、舌癖や咬爪癖などの口腔習癖

(Odenrick and Brattstrom, 1983, 1985; Linge and Linge, 1991; Sameshima and Sinclair, 

2004)、不正咬合の種類(Harris and Butler, 1992; Taner et al., 1999; Sameshima and 

Sinclair, 2001; 松田ら, 2011; 寺尾ら, 2012)など、様々な要因が挙げられているも

のの、明確な原因は特定されていない。 

矯正力により、移動歯における歯髄の血流の循環障害が惹起され、その程度

は矯正力の大きさに依存することが報告されている(Seltzer et al., 1990)。その極

端な例として、Spector ら(1974)は矯正歯科治療中に歯髄壊死が認められた症例

を報告している。矯正歯科治療により歯根吸収を生じた歯は歯髄腔の狭窄が見

られる場合があり、これは外傷歯の反応と類似している(Kayhan et al., 2000)。歯

は外傷を受けると、根尖部で炎症反応が生じ、破歯細胞により根尖部歯槽骨、

歯根表面、および歯根内面が吸収される。その結果、根尖孔が拡大し、歯髄腔
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内の毛細血管の増殖が生じ、その後、炎症が消退すると、歯髄腔内に硬組織が

添加される。 

一方、歯根吸収は、歯根が歯槽骨に接触することにより生じる歯根外側部の

吸収が主体であると多くの研究者が結論づけている。しかしながら、矯正歯科

治療中における、歯内療法処置歯の歯根吸収は、有髄歯に比べて極めて少ない

ことが報告されている(Remington and Joondeph, 1989; Spurrier, 1990)。生活歯にお

いて、歯内治療が施された歯と比較して有意に大きい歯根吸収が認められたこ

とから(Spurrier, 1990)、歯内療法処置の有無と歯の移動に伴う歯根吸収量の大き

さには関連性があると考えられる。また、歯内治療を行った歯は生活歯に比べ、

重篤な歯根吸収を起こしにくいことも報告されている(Bender et al., 1997)。しか

しながら、以上の報告はいずれも臨床研究であり、歯内療法歯において、矯正

歯科治療中の歯根吸収を生じにくいメカニクスの解明はなされていない。 

根尖部歯周組織には数多くの免疫担当細胞が存在し、根尖部に細菌的、化学

的、あるいは物理的刺激が加わると、抗原提示細胞である樹状細胞やマクロフ

ァージがリンパ球に作用し、抗体の産生が促進される。さらに、血管透過性の

亢進と炎症性細胞の浸潤が生じ、Interleukin-1β (IL-1β)や腫瘍壊死因子(TNF-α)な

どの炎症性サイトカインが産生される。IL-1β および TNF-αは、いずれも骨吸収

促進因子であり、RANK-RANKL系を介さず破骨前駆細胞から破骨細胞への分化
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を誘導することにより、炎症性骨吸収に関与する(Azuma et al., 2000; Kobayashi et 

al., 2000)。 

以上のことから、我々は歯の移動時に根尖部歯髄組織に過剰な負荷が加わる

ことにより、これらの吸収性因子が誘導され、根尖部の歯根吸収の進行に何ら

かの影響を及ぼすのではないか、との仮説を立てた。 

そこで、本研究では、培養ヒト歯髄由来細胞への周期的伸展刺激が IL-1β、 

TNF-α、RANKL、 および M-CSF の発現に及ぼす影響を検討した。また、その

メカニズムについて解明するために、細胞膜の伸展により活性化される S-A チ

ャネルの阻害因子であるガドリニウムの添加が、各因子の発現に及ぼす影響を

検討した。さらに、ラットを用いて歯髄組織の有無が実験的歯の移動に伴う歯

根吸収へ及ぼす影響を検討することを目的とした。 
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試料と方法 

1. 周期的伸展刺激が培養ヒト歯髄由来細胞における IL-1β、TNF-α、RANKL お

よび M-CSFの遺伝子とタンパク発現に及ぼす影響の検討 

 

1) 細胞の単離・培養 

Hamada ら(2009)の方法を参考に、矯正歯科治療のため抜去した小臼歯より

歯髄組織を摘出し(図 1, 2)、メスにて約 1 mm3 の大きさに細切した後、10%牛胎

児血清(FBS；Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel)、32 U/ml ペニシリ

ン G (明治製菓, 東京)、250 μg/ml アンホテリシン B (ナカライテスク, 京都)、60 

μg/ml カナマイシン(明治製菓)を含有するダルベッコ変法イーグル培地(DMEM; 

日水製薬, 東京)を用い、37℃、5%CO2気相条件下で培養を行った(図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 抜去歯 図 2 歯髄組織 図 3 細胞培養 
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細胞は 100 mm デッシュ(CORNING, New York, NY, USA)に細胞密度 3.0×105 

cell/cm2となるように播種し、培養液は一週間に 3回交換した。増殖した細胞が

コンフルエントに到達した後、0.1%トリプシン(DIFCO, Detroit, MI, USA)と

EDTA(和光純薬工業, 大阪)を含むリン酸緩衝液(phosphate buffered saline: PBS, 

日水製薬)により 10分間処置して細胞を剥離・分離した後、継代培養し、4から

6代目を実験に供した。 

 

2) 周期的伸展刺激の負荷 

周期的伸展刺激の負荷には、 Flexercell Strain Unit FX-2000 (Flexercell 

International, McKeesport, PA, USA)を使用した(図 4)。Flexercell Strain Unit とは、

弾性シリコン膜の基底面を有する BioFlex plate上で培養を行い、伸展力の大きさ

や周期を制御するシステムコントローラーを介した周期的陰圧により機械的伸

展力を細胞に負荷する装置である。なお、周期的伸展刺激の負荷実験中は培養

液として 1%FBS 含有 DMEMを用いた。また、周期的伸展力として、10 kPaの

陰圧を 30 サイクル/分の周期で 12、24 および 48 時間負荷した。さらに、1、3、

5、10および 15 kPaの陰圧を 30サイクル/分の周期で 48時間負荷した。 
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3) S-Aチャネル阻害 

周期的伸展刺激開始 30分前に、10および 100 μM のガドリニウム(和光純薬工

業)を添加した 1%FBS 含有 DMEM中にて細胞培養を開始した。その後、10 kPa

の陰圧を 30サイクル/分の周期で、48時間負荷した。 

 

4) Total RNAの分離と cDNAの合成 

Total RNA の分離・精製には illustra RNAspin Mini RNA Isolation kit (GE Heal

thcare, Chalfont, UK)を使用し、cDNA の合成は、total RNA 1 μg から Rever Tr

a Ace (Toyobo, 大阪)を使用して行った。 

 

 

図 4  Flexercell Strain Unit FX-2000 

http://wrs.search.yahoo.co.jp/FOR=Y4WkgDxV3ijIFvHz3mFFpR3RniCqMLRf80qdt0ikNP3ZeQBTHBW9BUaU2n3OGnXF00bfa2xxRU1nlQEBalcqhyfYpTWKrJzPFpXkyfoPBw1z3KXPp4ccUm8gfRdiAlHpTdNsPZp6Ee7hQrNHgEDJU9jge1OtU38bTpK3_59LDmM2.UvlHQu2ENumKfJM4VjqCvvmTsWq8FrP4ujybCI2v19rDo24GJ0Sdy5tErewXtmYQdQ12eALz6zSSDyK6wwCHxZ3y8w-/_ylt=A3xTxhMyjY1SQvgA9qmDTwx.;_ylu=X3oDMTEyYW1ycGc4BHBvcwM5BHNlYwNzcgRzbGsDdGl0bGUEdnRpZANqcGMwMDE-/SIG=12noseu5j/EXP=1385109234/**http%3A/www.tabicoco.com/jp/united_kingdom/chalfont-saint-peter.html
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5) プライマー 

IL-1β、TNF-α、RANKLおよびM-CSFの特異的プライマーを用い、G3PDHを

コントロールプライマーとして使用した(表 1)。 

 

表 1 PCRプライマー塩基配列 

Gene Sequence(5'→3') 

G3PDH Forward  TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT 

  Reverse  CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 

IL-1β Forward  CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAA 

  Reverse  GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG 

TNF-α Forward  CCCCAGGGCTCCAGGCGGTGCTTGT 

  Reverse  GGAGACGGCGATGCGGCTGATGGTG 

RANKL Forward  TCAGAAGATGGCACTCACTG      

  Reverse  AACATCTCCCACTGGCTGTA 

M-CSF Forward  GGCCATGAGAGGCAGTCCGAGGG 

  Reverse  CACTGGCAGTTCCACCTGTCTGTC 
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6) 定量 PCR 解析 

定量 PCR 解析には、QuantiTect SYBR Green PCR(キアゲン, 東京)、および Light 

Cyclerシステム(Roche Diagnostics, 東京)を使用した。PCR の条件は 94℃15秒で

の熱変性後、60℃30 秒のアニーリング及び 72℃22秒の伸張反応を 1 サイクルに

設定し、45サイクル行った。各実験試料についてPCR解析を3回以上行い、IL-1β、

TNF-α、RANKL、M-CSFシグナルを G3PDH シグナルで補正して用いた。 

 

7) ELISA法によるタンパク濃度の測定 

回収した培養上清を Amicon Ultra Centrifugal Filter Units (Millipore Corporation, 

Billerica, MA, USA)を用いて濃縮操作を行った後、Quantikine Human IL-1β 

Immunoassay kit、Quantikine Human TNF-α Immunoassay kit、Quantikine Human 

M-CSF Immunoassay kit (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA)と BI-20452 

ampli sRANKL human Immunoassay kit (BIOMEDICA GRUPPE, Vienna, Austria)を

使用し、プロトコールに従いタンパク濃度の測定を行った。光学密度の測定は

VERSA max (モレキュラーデバイス ジャパン, 東京)により IL-1β、TNF-α、

M-CSFは 450 nm、RANKLは 490 nm の波長で測定し、Standard curve が規定通

りに得られることを確認した。各実験試料の回収は 3 回以上行い、ELISA 分析

はそれぞれ 2回以上行った。 

http://ejje.weblio.jp/content/Austria
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8) 統計処理 

Statview® (Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA, USA)を使用して分散分析を行っ

た後、多重比較検定(fisher)により有意差の有無を評価した。 
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2. 実験的歯の移動に伴う歯根吸収に対する歯髄組織の影響 

 

1) 実験動物の上顎右側第一臼歯の抜髄と実験的歯の移動 

実験には 7週齢Wistar系雄性ラット(日本チャールズ・リバー, 横浜)を用いた。 

全ての実験は、10%ペントバルビタールナトリウム(1.0 ml/100 g B.W., 共立製

薬, 東京)による全身麻酔下で施行された。また、12 時間ごとにの明暗条件を切

り換え、飼育を行った。なお、すべての実験動物は、広島大学歯学部倫理委員

会の倫理規定に準拠して行った。 

＃1/2 ラウンドバーにて上顎右側第一臼歯の髄室開拡を行い(図 5)、＃8～25K

ファイル(マニー, 栃木)にて近心根、中央口蓋側根、遠心頬側根の抜髄を行った

(図 6)。抜髄終了後、次亜塩素酸ナトリウム(日本歯科薬品, 山口)を用いて根管洗

浄を行い(図 7)、＃25 滅菌ペーパーポイント(Zipperer, Munich, Germany)にて根管

内を乾燥させた(図 8)。その後、＃25 ガッタパーチャーポイント(デンツプライ

三金, 東京)とキャナルス(松風, 京都)にて根管充填を行った(図 9)。右側の根管充

填終了後、0.009×0.030 インチ ELGILOY closed coil spring (ロッキーマウンテン

モリタ, 東京)を用いて上顎両側第一臼歯の近心移動を行った(図 10)。牽引力は

丸型バネ式テンションゲージ(大場計器, 東京)により約 10g、50g となるように

調整した。また、装置の脱落を防止するため、粉末飼料(CE-2, 日本クレア, 東
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京)による飼育を行い、適宜水分補給ができる状態とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5髄質開拡               図 6 抜髄 

図 9 根管充填            図 10 近心移動装置装着 
 

図 7 根管洗浄             図 8 根管内乾燥 
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2) 組織標本の作製 

歯の移動開始 1ヶ月経過後、ジエチルエーテル(ナカライテスク)全身麻酔下に

てラットの潅流固定を行った。その後、上顎骨を摘出し、pH7.4 の 4%パラホル

ムアルデヒドにて固定を行い、14%エチレンジアミン 4酢酸 4ナトリウム(EDTA,  

和光純薬工業)にて 6 週間脱灰を行った。その後、パラフィン包埋を作成し、ロ

ータリーミクロトーム(Microm315, Cral Zeiss, Oberkochen, Germany)を用いて厚

さ 5 µm の矢状断連続切片を作製した。 

 

3) 組織学的検討 

ラット第一臼歯歯根 5 本のうち、近心根を対象とし、歯冠、歯根、歯髄、歯

槽骨を全て含む切片を各計測に用いた。 

 

4) 歯の移動距離の計測 

 各群における第一臼歯遠心から第二臼歯近心までの距離を第一臼歯の移動距

離とし、矯正用ノギス(デンテック, 東京)を用いて計測した(図 11)。 
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5) 歯根内部吸収量の算出 

歯髄に面している歯根表面の吸収窩を内部吸収とし、光学顕微鏡(BH2-RFCA, 

オリンパス, 東京)を用いて歯根内部吸収窩を観察するとともに、画像解析ソフ

ト Image J (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) を用いて根尖側 1/3 

(400×800 μm2)の内部吸収窩面積の定量を行った(図 12, 13)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 第一臼歯移動距離の計測 

図 12 歯根内部吸収量の計測範囲 図 13 歯根内部吸収窩 
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6) 破歯細胞数の算定 

光学顕微鏡(BH2-RFCA, オリンパス)を用いて歯周組織像の観察を行うととも

に、根尖側 1/3 (600×1200 μm2)に存在する酒石酸耐性酸性ホスファターゼ

(Tartrate-resistant acid phosphatase; TRAP)陽性の多核細胞を破歯細胞とし、破歯細

胞数を算定した。TRAP 染色は、TRAP/ALP 染色キット(和光純薬工業)を用い、

ヘマトキシリンによる対比染色を行った。 

 

7) 免疫組織学的観察 

歯根吸収関連因子の発現を検討するため、各実験期間におけるラット第一臼

歯歯根の組織標本を対象とし、免疫染色を行った。各切片を 10%ウシ血清アル

ブミンと 20分間反応させて非特異的な抗体の吸着を阻止した後、一次抗体とし

て抗 IL-1β ウサギポリクローナル抗体(abcam, 東京; 0.01M PBS で 1/50に希釈)、

抗 TNF-α ヤギポリクローナル抗体(R&D systems, Inc., Minneapolis, MN, USA ; 

0.01M PBS で 1/50 に希釈)、抗 RANKLウサギポリクローナル抗体(abcam, 東京; 

0.01M PBS で 1/100 に希釈)、抗 M-CSF ヤギポリクローナル抗体(Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA ; 0.01M PBS で 1/50 に希釈)をそれぞれ反応さ

せた。一次抗体との反応後、切片を PBS で洗浄し、二次抗体として TNF-α と

M-CSF の局在観察にはヤギ抗ウサギ IgG(ヒストファイン シンプルステインラ
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ット MAX-PO (R), ニチレイ, 東京)、IL-1β と RANKLにはウサギ抗ヤギ IgG(ヒ

ストファイン シンプルステインラット MAX-PO (G), ニチレイ, 東京)を用い

た。以上の反応過程は、すべて簡易の湿潤箱内で行った。免疫組織像を観察す

るために、ヒストファイン SAB-PO kit (ニチレイ)を用いて、3,3’-diaminobenzidine 

(DAB)による発色を行った。免疫染色後、ヘマトキシリンによる対比染色を行い、

光学顕微鏡(BH2-RFCA, オリンパス)を用いて観察した。 

 

8) 統計処理 

各群の歯根内部吸収量、破歯細胞数の平均と標準偏差を算出し、Student’s t-test

により有意差の有無を評価した。 
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結果 

1. 周期的伸展刺激が培養ヒト歯髄由来細胞における IL-1β、TNF-α、RANKL お

よび M-CSFの遺伝子とタンパク発現に及ぼす影響についての検討 

 

1) 周期的伸展刺激負荷時間が培養ヒト歯髄由来細胞における各因子の遺伝子と

タンパク発現に及ぼす影響 

IL-1β 遺伝子発現量は、10 kPaの伸展刺激負荷開始から 12および 24時間後に

コントロール群と比較してそれぞれ 1.1、1.4 倍を示し、48 時間後には 5.1 倍に

増加し、12および 48 時間後と、24および 48 時間後との間に有意差が認められ

た(図 14)。TNF-α遺伝子発現量は、コントロール群と比較して、伸展刺激開始か

ら経時的にそれぞれ 1.1、2.3、3.1 倍と増加を示し、12 時間後と 24 時間後、お

よび 12時間後と 48 時間後との間に有意差が認められた。RANKL遺伝子発現量

は、コントロール群と比較してそれぞれ 1.6、1.7、2.0倍を示した。M-CSF遺伝

子発現量は、コントロール群と比較してそれぞれ 1.8、2.7、3.3 倍を示し、伸展

刺激開始 12時間後と 48時間後との間に有意差が認められた。 
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IL-1β タンパク発現量は、伸展刺激負荷開始から 12、24、48 時間後にはそれ

ぞれ 1.4、1.9、2.5 pg/ml に増加し、各群との間に有意差が認められた(図 15)。ま

た、TNF-αタンパク発現量は、それぞれ 1.2、2.9、3.0 pg/ml に増加し、12時間

と 24 時間、12 時間と 48 時間の値との間に有意差が認められた。RANKL タン

パク発現量は、それぞれ 7.8、10.3、19.0 pg/ml に増加し、12時間と 48時間、24

時間と 48時間の値との間に有意差が認められた。M-CSFタンパク発現量は、そ

れぞれ 30.4、41.2、75.3 pg/ml に増加し、RANKLと 同様に、12時間と 48時間、

Control level      *p＜0.05 **p＜0.01 (各群 n=3) 

 図 14 周期的伸展刺激の負荷時間が培養ヒト歯髄由来細胞における 
各因子の遺伝子発現に及ぼす影響  
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24時間と 48時間の値との間に有意差が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*p＜0.05 **p＜0.01 (各群 n=3) 

図 15 周期的伸展刺激の負荷時間が培養ヒト歯髄由来細胞における 
各因子のタンパク発現に及ぼす影響  
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2) 周期的伸展刺激の大きさが培養ヒト歯髄由来細胞における各因子の遺伝子と

タンパク発現に及ぼす影響 

 実験 1-1)の結果より、刺激時間を各因子の遺伝子、タンパク発現ともに最大の

影響を示した 48 時間に設定し、1、3、5、10 および 15 kPa の伸展刺激を 30 サ

イクル/分の周期で負荷した。 

その結果、IL-1β 遺伝子発現量は、コントロール群と比較してそれぞれ 1.9、

1.5、2.8、5.1、0.9倍を示し、10 kPaの伸展刺激を加えた群が他の群と比較して

有意に大きな値を示した(図 16)。TNF-α遺伝子発現量は、コントロール群と比較

してそれぞれ 1.6、1.8、1.7、3.1、2.1倍を示し、10 kPaの伸展刺激を加えた群は、

それ以下の強さの伸展刺激を加えた群と比較して、有意に大きい値を示した。

RANKL 遺伝子発現量は、コントロール群と比較して、それぞれ 1.5、1.6、1.7、

2.0、0.8 倍を示した。M-CSF 遺伝子発現量は、コントロール群と比較して、そ

れぞれ 1.1、1.5、2.8、3.3、0.8倍を示し、RANKL、M-CSFともに 10 kPaの伸展

刺激を加えた群が、他の群と比較して有意に大きい値を示した。 
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 IL-1β タンパク発現量は、1、3、5、10 および 15 kPa の伸展刺激負荷後には

それぞれ 1.6、2.0、2.4、2.5、2.1 pg/ml となり、1.3 pg/ml を示したコントロール

群に比較して、いずれも大きな値であった(図 17)。さらに、10 kPaの伸展刺激を

加えた群では、他の群と比較して有意に大きな値を示した。また、TNF-α タン

パク発現量は、それぞれ 1.6、1.7、1.9、3.0、2.5 pg/ml であり、IL-1β と同様に

1.4 pg/ml 示したコントロール群よりいずれも大きな値となり、10 kPaの伸展刺

激を加えた群では、1、3 および 5 kPa 群と比較して有意に大きな値を示した。

RANKL タンパク発現量は、それぞれ 5.2、10.7、13.6、19.0、9.2 pg/ml となり、

Control level    *p＜0.05 **p＜0.01 (各群 n=3) 

図 16 周期的伸展刺激の大きさが培養ヒト歯髄由来細胞における 
各因子の遺伝子発現に及ぼす影響 
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4.9 pg/ml のコントロール群よりいずれも大きな値であった。1 kPaと 3 kPa 、3  

kPaと 5 kPa、5 kPa と 10 kPa、10 kPaと 15 kPaおよび 3 kPaと 15 kPa において

有意な差が認められた。M-CSF タンパク発現量は、コントロール群では 16.6 

pg/ml であったが、伸展刺激を負荷した場合、それぞれ 22.8、31.7、53.8、72.3、

52.2 pg/ml となり、1 kPaと 5 kPa 、1 kPaと 10 kPa、5 kPa と 15 kPaおよび 10 kPa

と 15 kPa において有意な差が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*p＜0.05 **p＜0.01 (各群 n=3) 

図 17 周期的伸展刺激の大きさが培養ヒト歯髄由来細胞における 
各因子のタンパク発現に及ぼす影響 
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3) ガドリニウムの添加が培養ヒト歯髄由来細胞における各因子の遺伝子とタン

パク発現に及ぼす影響 

10 kPa の周期的伸展刺激を 48 時間負荷した培養ヒト歯髄由来細胞において、

IL-1β、TNF-α、RANKL および M-CSF の遺伝子発現量は、10 μM ガドリニウム

の添加により有意に抑制された(図 18)。 

タンパク発現量も遺伝子発現量同様、すべての因子において 10 μM ガドリニ

ウムの添加により有意に抑制された(図 19)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control level  *p＜0.05 **p＜0.01 (各群 n=3) 

図 18 ガドリニウムの添加が培養ヒト歯髄由来細胞における 
各因子の遺伝子発現に及ぼす影響 (10 kPa, 48h) 
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    **p＜0.01 (各群 n=3) 

図 19 ガドリニウムの添加が培養ヒト歯髄由来細胞における 
各因子のタンパク発現に及ぼす影響 (10 kPa, 48h) 
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2. 実験的歯の移動に伴う歯根吸収への歯髄組織の影響 

 

1) 歯の移動距離 

 10g、50g の各矯正力による歯の牽引を行ったところ、いずれも、歯の移動距

離において、有髄群と歯内療法処置群との間に有意差は認められなかった(図 20)。

また、有髄群、歯内療法処置群ともに牽引力の差による移動量の差は認められ

なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20 第一臼歯の移動距離  

(n=5) 
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2) 有髄歯と歯内療法処置歯における歯根内部吸収量の比較 

組織像観察の結果、実験的歯の移動開始から 1 ヶ月経過後の有髄群の歯根内

部には顕著な吸収窩が認められたのに対し、歯内療法処置群では、歯根内部吸

収窩はほとんど認められなかった(図 21A, B)。 

また、歯根内部吸収量を計測した結果、10g、50gいずれの牽引力においても

歯内療法処置群と比較して、有髄群の方が有意に大きな歯根内部吸収量を示し

た(図 22A, B)。 

牽引力の差による歯根内部吸収量の比較では、有髄群では 10g 群と比較して

50g群において有意に大きな歯根内部吸収量を示したのに対して、歯内療法処置

群では牽引力による差は認められなかった(図 22C, D)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21A 有髄群 図 21B 歯内療法処置群 

    R:歯根, PC:歯髄腔, P:歯髄            300 µm 
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図 22B 牽引力 50g群における 
歯根内部吸収量 

図 22A 牽引力 10g群における 
歯根内部吸収量 

**p＜0.01 (n=4) **p＜0.01 (n=4) 

 

図 22C 有髄群における 
歯根内部吸収量 

 

**p＜0.01 (n=4) 

 

(n=4) 
図 22D 歯内療法群処置群に 

おける歯根内部吸収量 
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3) 破歯細胞数の算定 

 実験的歯の移動開始から 1 ヶ月経過後において、各群で歯根表面に破歯細胞

が出現し、歯根内部に吸収窩が認められた(図 23A, B, C, D)。また、牽引力 50g

における有髄群では、牽引力 10g群と比較して破歯細胞の増加が認められた。 

出現した破歯細胞数については、いずれの牽引力を負荷した場合においても

歯内療法処置歯と比較して、有髄歯の方が有意に大きな値を示した(図 24A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
R:歯根, PDL:歯根膜, PC:歯髄腔, P:歯髄   破歯細胞              100 µm 

 

図 23B 牽引力 10g、歯内療法処置群の 
TRAP染色像     

 

 

図 23A 牽引力 10g、有髄群の TRAP染色像     

 

 

図 23C 牽引力 50g、有髄群の TRAP染色像       

 

 

図 23D 牽引力 50g、歯内療法処置群の 
TRAP染色像 
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**p＜0.01 (n=4) 

図 24A 牽引力 10g群における 
破歯細胞数 

**p＜0.01 (n=4) 

図 24B 牽引力 50g群における 
破歯細胞数 
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4) 免疫組織学的観察 

IL-1β、TNF-α、RANKL および M-CSF の免疫染色を行ったところ、10g、50g

牽引群ともに、根尖部周囲にそれぞれの発現が認められたのに対し、歯根中央

部および歯冠部の歯髄組織では、いずれの発現も認められなかった(図 25-28)。 

実験的歯の移動を行った群では、IL-1β、TNF-α、RANKL および M-CSF を発

現している細胞が認められたが、非移動群には認められなかった。 

10g群においては、根尖部においてもあまり発現が認められなかったが、50g

群では多数の IL-1β、TNF-α、RANKLおよび M-CSFの陽性細胞の発現が根尖部

歯髄組織に認められた。 
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図 25  IL-1β 免疫組織学像       

非移動群 10g 群 50g群 
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図 26 TNF-α免疫組織学像 

非移動群 

 

10g群 50g群 
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図 27 RANKL免疫組織学像  

非移動群 

 

10g 群 50g群 
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図 28 M-CSF免疫組織学像 

非移動群 

 

10g群 50g群 



36 

 

考察 

1. 培養ヒト歯髄由来細胞について 

歯髄は表層部を除いて、ほぼ均質性の構造を示し、基質の中に歯髄細胞と若

干の円形細胞、組織球、未分化間葉細胞などが見られる。本実験では、ヒト歯

髄組織を培養したため、単一の細胞によって構成されておらず、上記のような

細胞集団を使用した。ヒト歯髄組織から外生した細胞の多くは、線維芽細胞に

特徴的な紡錘形を呈し、長い細胞突起を有していた。また、本実験に用いた 3

例の細胞間において、顕著な形態的差異は認められなかった。 

 

2. サイトカインについて 

炎症や感染部位において、主に活性化マクロファージから産生されるサイト

カインのうち IL-1β および TNF-α は著明な破骨細胞性骨吸収促進作用を有し、

骨吸収性サイトカインとも呼ばれる。IL-1βには単独での破骨細胞誘導能はなく、

成熟破骨細胞の活性化作用が強い。さらに、骨芽細胞や骨髄間質細胞に作用し

てプロスタグランジン E2 (PGE2)産生を誘導し、RANKL発現を亢進させるため、

炎症性骨欠損を引き起こす強力な因子の一つと考えられている(高柳, 2001)。 

一方、TNF-α は、様々な病原体あるいはエンドトキシン等の関連物質の刺激

により、単球、マクロファージあるいは T 細胞などから産生されるサイトカイ
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ンであり、近年、免疫系だけでなく骨代謝においても重要な役割を果たしてい

ることが明らかにされた。TNF-α は、破骨細胞を誘導して骨破壊を生じさせる

とともに、骨芽細胞の分化抑制およびアポトーシスを誘導すると考えられてい

る(北浦, 2011)。M-CSFは、骨芽細胞や骨髄間質細胞によって産生され、単球、

マクロファージ系細胞の増殖と分化を促進するサイトカインである。大理石骨

病マウス(op/op)における破骨細胞の欠損は、M-CSF の遺伝子異常が原因である

ことが報告され(Felix et al., 1990)、さらに Kodamaら(1991)により op/op マウスに

遺伝子組換え型ヒト M-CSFを投与すると、大理石骨病が治癒することが示され

た。これらの報告から、M-CSF は、破骨細胞の増殖と分化に重要な役割を果た

していることが実証された。また、M-CSF は破骨細胞と同様、破歯前駆細胞の

増殖と分化の促進、および成熟破歯細胞への融合と延命に関与すること報告さ

れている(中村ら, 2006)。一方、破骨前駆細胞は骨芽細胞や骨髄間質細胞との接

触を介してRANKLを認識し、M-CSFの存在下で破骨細胞に分化することから、

骨芽細胞は骨形成能に加えて、破骨細胞の分化誘導の促進作用を有しているこ

とが知られている(Udagawa et al., 1991)。機械的刺激の受容により、骨芽細胞の

細胞膜上に RANKL が発現誘導されるとともに、破骨・破歯前駆細胞において

RANKLの受容体である receptor activator of nuclear factor-κB  (RANK)が発現す

ることにより、破骨前駆細胞が破骨細胞へと分化、融合し、さらには、成熟破
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骨細胞の遊走および吸収能が活性化される (Teitelbaum, 2000; Boyle et al., 2003)。

以上の背景より、我々は根尖部における歯根内部吸収を亢進させる重要な因子

として、IL-1β、TNF-α、RANKLおよびM-CSFに焦点を絞り、検討を行った。 

 

3. 伸展力の大きさと負荷時間について 

一般に、矯正歯科治療において上顎犬歯を遠心移動する際には、約 60g の矯

正力を負荷するが(Proffit, 1999)、これを犬歯遠心面に生じた圧縮応力に換算する

と 13 kPaに相当する(Iwasaki et al., 2000)。本研究において、培養ヒト歯髄由来細

胞に負荷した応力は伸展刺激であるが、Iwasaki らの報告した圧縮応力を参考に

10 kPaの伸展刺激を負荷した。その結果、IL-1β、TNF-α、RANKLおよびM-CSF 

の遺伝子およびタンパク発現量が有意に亢進したことから、歯髄組織が歯の移

動時に発生する応力相当の何らかの機械的刺激を受容すると、上記のサイトカ

インを発現することが示唆された。 

また、本研究では各因子の遺伝子およびタンパク発現量は経時的に増加を示

し、48 時間で最大となった。この結果は、ヒト歯根膜細胞に 15% elongation の

周期的伸展刺激を 0.5、1.5、6、24、48および 72時間負荷した結果、RANKLの

遺伝子発現量が経時的に増加したという報告と類似している(Kanzaki et al., 

2006)。さらに、ヒト歯根膜細胞に 9%あるいは 18% elongation の周期的伸展刺激
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を 1、3 あるいは 5 日間負荷した結果、いずれの日数においても IL-1β の産生量

は 18% elongation の伸展刺激を負荷した場合に最大の値を示し、伸展力が強いほ

ど IL-1β の産生量が多くなることが報告されている(Shimizu et al., 1994)。本研究

においても、1 kPaから 10 kPaの伸展力までは力が大きくなるにつれ、IL-1β の

遺伝子およびタンパク発現量が増加した。これらの結果から、培養ヒト歯髄由

来細胞においても培養ヒト歯根膜細胞と同様に、伸展刺激により炎症性サイト

カインや吸収性因子を発現することが明らかとなり、根尖部における歯根内部

に関与する可能性が示唆された。 

 

4. S-Aチャネルによる伸展刺激の受容とシグナル伝達について 

歯周組織構成細胞に対する周期的伸展刺激によるサイトカインの発現につい

ては、マウス骨芽細胞様細胞に周期的伸展刺激を負荷し、血管内皮細胞増殖因

子(VEGF)と M-CSF の遺伝子およびタンパク発現を認めた Motokawa ら(1994)の

報告や、歯根膜細胞に周期的伸展刺激を負荷し、RANKLの発現を認めた Kanzaki

ら(1999)の報告がある。しかしながら、培養ヒト歯髄由来細胞においてはこれま

でに報告がなく、伸展刺激に対する反応は全く不明であった。 

細胞膜の伸展に反応するイオンチャネルである S-A チャネルは、トリの骨格

筋細胞において発見され(Guharay et al., 1984)、次いで骨芽細胞にも存在している
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ことが報告された(Duncan et al., 1989)。Naruseら(1993)はシリコン膜上で培養し

たヒト臍帯内皮細胞に機械的伸展刺激を負荷すると、細胞内の Ca2+濃度は上昇

したが、S-Aチャネルの阻害剤であるガドリニウムの添加や、Ca2+を含有してい

ない培養液中では、細胞内 Ca2+濃度に変化が生じないことを明らかにした

(Naruse et al., 1993, 1998)。このことから、細胞への伸展刺激は、ヒト臍帯内皮細

胞の細胞膜上にある Ca2+透過性 S-A チャネルを介して細胞内に情報伝達されて

いることが示唆された。本研究では、10 μMおよび 100 μM のガドリニウムを添

加し、周期的伸展刺激による IL-1β、TNF-α、RANKLおよびM-CSF発現につい

て検討を行った。その結果、ガドリニウムの添加により、IL-1β、TNF-α、RANKL

およびM-CSFの遺伝子とタンパク発現は有意に抑制された。この結果から、ヒ

ト歯髄細胞において、周期的伸展刺激の情報は S-A チャネルを介して細胞内に

伝達され、IL-1β、TNF-α、RANKL および M-CSF の発現が亢進することが強く

示唆された。 

 

5. 歯髄組織の有無が歯の移動距離に及ぼす影響について 

 一般的に、歯に矯正力を負荷すると、歯は以下に示すような三つの移動様相

を示す(溝口, 2005)。 

1. 歯根膜および歯槽骨の粘弾性変形による初期の移動 
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2. 硝子様変性組織の出現による歯の移動の停滞 

3. 変性組織の消失と骨改造に伴う歯の移動 

 弱い矯正力が作用した場合には、変性組織はほとんど形成されず、歯槽骨壁

では直接性の骨吸収が進行し、歯は停滞期のほとんどない直線的で緩やかな移

動様相を示す。一方、過大な矯正力によって広範な硝子様変性が出現し、その

吸収機転が遅延した場合には、歯の移動の停滞期は長期化し、効率的な歯の移

動が行われなくなる。 

今回、ラット第一臼歯を近心移動させた結果、有髄群と歯内療法処置歯群間

に有意差は認められなかった。このことから、歯髄組織の有無は歯の移動に顕

著な影響を及ぼさないことが明らかとなった。 

 

6. 牽引力の大きさが歯根吸収に及ぼす影響について 

ヒト犬歯の至適矯正力は、約 60 gであるとされているが、この値は歯根表面

積により変わるため、臼歯ではさらに大きな値となる(Proffit, 1999)。ラット第一

臼歯に対する矯正力をヒトの矯正力に換算すると、犬歯で約 10倍、第一大臼歯

で約 20倍になるとされているため(Kameyama et al., 2003)、ラット臼歯の至適矯

正力は 10gとなる。実際に、ラットの第一臼歯に 10 gの矯正力を負荷した場合、

歯根吸収窩はわずかしか認められず、かつ歯の移動距離は最大となったとの報
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告があることから(Gonzales et al., 2008)、本研究では 10 gの牽引力をラット臼歯

の近心移動に至適条件として用いた。 

一方、ラット臼歯に過度な矯正力である 50 gの矯正力を負荷した場合、歯根

吸収率が増大することは過去にも報告されている(Reitan, 1974; Darendeliler et al., 

2004; Chan and Darendeliler, 2005; Harris et al., 2006; Gonzales et al., 2008)が、これ

らは、歯根膜に接している歯根表面の吸収率(歯根外部吸収率)を計測したもので

ある。本研究では、10 g あるいは 50 gの牽引力を負荷した 2群の比較において、

50 g群の歯根内部吸収率が有意に高い値を示した。これは、50gの過度な矯正力

により根尖部歯髄組織における、IL-1β、TNF-α、RANKL および M-CSF の発現

が上昇したことにより、より大きな歯根内部吸収が惹起されたものと考えられ

る。 

 

7. 歯の移動後に根尖部歯髄組織に発現するサイトカインについて 

本研究では、根尖部歯髄内における観察を行った結果、移動群では IL-1β、

TNF-α、RANKL および M-CSF 陽性細胞の発現が認められたのに対し、非移動

群では発現が認められなかった。本結果から、歯の移動時における歯根内部吸

収の発現には、これらの因子が関与することが示された。また、実験群におい

て 10 g群よりも 50 g 群において IL-1β、TNF-α、RANKLおよび M-CSF陽性細



43 

 

胞の発現が多くみられたことは、in vitro の結果と一致した。歯根吸収は、圧迫

側の外部吸収が主たる要因であることは周知の事実であるが、歯の移動、とり

わけ歯根尖の移動に伴って周囲組織が伸展、圧迫され、結果的に根尖部歯髄組

織に過度な機械的負荷が生じたと想定すると、根尖部歯髄組織からの各因子の

発現が亢進し、破歯細胞が分化、誘導された結果、根尖部における内部吸収が

進行するという機序が推察される。しかしながら、歯髄反応による根尖部の内

部吸収や、歯髄組織から産生されたサイトカインが歯根吸収全体に及ぼす影響

は不明であり、今後の検討課題である。 

 

8. 本研究の臨床的示唆 

現在のところ、歯根吸収を確実に防止する方法は確立されていない。しかし

ながら、歯根吸収が認められた場合、治療を一時的に休止することで吸収が抑

制されたという報告や(Cheng et al., 2010)、近年の矯正歯科材料の進歩に伴い

60g 以下の弱い矯正力でも効率的な歯の遠心移動が可能となったという報告

があることから(Iwasaki et al., 2000)、治療初期からレントゲン撮影を定期的に

行い、歯根吸収が認められたら、速やかに治療の休止や矯正力を減じる等の対

応を行う必要があると考えられる。 
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総括 

1. ヒト歯髄細胞に周期的伸展刺激を加えることにより IL-1β、 TNF-α、 RANKL

およびM-CSFの遺伝子とタンパク発現量は経時的に増加を示し、48時間で最

大となった。 

  また、伸展刺激の大きさによる比較では、10 kPaで最大値を示した。 

 

2. IL-1β、 TNF-α、 RANKLおよびM-CSF の遺伝子、タンパク発現量ともにガ

ドリニウムを添加することで、その発現が抑制され、その効果は濃度依存的

であった。 

 

3. 有髄群における歯根内部吸収量は歯内療法処置群と比較して有意に大きく、

その値は牽引力 10 g と比較して 50 gの群において有意に大きかった。 

  また、有髄群の移動歯の根尖付近には、IL-1β、 TNF-α、 RANKL および M-CSF

を発現している細胞が多く認められた。 

 

以上の結果より、歯の移動時に根尖部歯髄細胞に対し何らかの機械的伸展刺

激が生じ、S-Aチャネルを介して、炎症性サイトカインが産生されることが明

らかとなり、これにより、破歯細胞が誘導され、歯根内部吸収が惹起される可
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能性が強く示唆された。 

有髄歯では、歯根膜圧迫側の外部吸収と、歯髄組織が産生する炎症性サイト

カインや破骨細胞分化誘導因子により、内部吸収が引き起こされる。一方、歯

内療法処置歯では根尖部歯髄によるサイトカインの産生が生じず、根管内部で

の破歯細胞はほとんど誘導されないため、根尖部内部吸収量は少なくなるもの

と考えられる。 
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