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本稿は, 主となる参考論文 Effect of caspases and RANKL induced by heavy force 

in orthodontic root resorption (Korean Journal of Orthodontics 共著 掲載予定) およ

び副となる参考論文 Caspase-mediated apoptosis by compressive force induces 

RANKL in cementoblasts (International Journal of Oral-Medical Sciences 共著 掲

載予定) をまとめたものである。 
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Abstract 

Orthodontic root resorption (ORR) is one of the serious adverse events related to 

orthodontic treatment. Caspases are important effector molecules for apoptosis. In 

present, little is known about the mechanisms of ORR and apoptosis in the cementum. 

In vivo, we used male Wistar rats to investigated expression of tartrate-resistant acid 

phosphatase (TRAP), caspase 3, 8 and receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) 

induced by heavy or optimum forces in the cementum. In vitro, we cultured human 

cementoblast-like cells (HCEM) and the pressure conditions were reproduced during 

orthodontic tooth movement. We examined the effect of compressive force on caspase 3, 

8, RANKL and osteoprotegerin (OPG) release. Furthermore, the association between 

root resorption and caspase was examined using Z-ValAla-DL Asp-fluromethylketone 

(z-VAD-fmk) which is a caspase inhibitor. 

Studies, on day 7, hematoxylin and eosin staining revealed that an orthodontic force 

of 50 g induced numerous root resorption lacunae with odontoclasts on the root. 

Immunohistochemistry, they were increased TRAP-positive cells and RANKL-positive 

cells in the 50 g group on day 7. Caspase 3 and 8-positive cells were increased on the 

cementum surface in the 50 g group on days 3 and 5. Furthermore, it was significantly 

increased caspase-3 and 8-positive cells and RANKL-positive cells in 50 g group 
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compared with that of 10 g group. Studies, the application of heavy force (HF) induced 

higher levels of caspase 3 and 8 than optimum force (OF). The expression of RANKL in 

cementoblasts was observed after the release of caspase 3 and 8 in the HF group. In the 

HI group administered z-VAD-fmk, the expression of RANKL was significantly 

decreased, and the production was suppressed compared with the HF group. The 

difference in the RANKL/OPG protein ratio was significantly decreased to about 57% 

at 9 h and 40% at 12 h in the HI group compared to the HF group. 

These findings suggested that cementblasts produced caspases 3 and 8 in heavy 

forces to activate the apoptotic pathway and then induce osteoclasts via RANKL, as part 

of cause ORR. 
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緒 言 

歯科矯正治療は顎口腔機能の改善や審美性の回復など多くのメリットを有す

るが, 程度の差はあるものの, 歯根吸収を生じることが知られている。歯科矯正

治療における歯根吸収は, 予測することが困難な偶発症の一つであり，多くが歯

根表層や歯根尖に限局した小さなもので, 最終的にはセメント芽細胞による吸

収部位の修復機転が生じる。しかし, 歯根が広範に吸収されることにより歯の動

揺をきたし, 咀嚼機能に大きな影響を及ぼすことがある。Kaley ら (1) は, 歯科

矯正治療を受けたほとんどの患者に歯根吸収が認められ, その中の 3% が上顎

中切歯において重度歯根吸収 (根長の 4 分の 1 以上の吸収) が出現したと報告し

ている。歯根吸収の原因について, 治療期間の長期化 (2), 歯根の形態異常 (2), 

外傷の既往 (3), 遺伝的要因 (4), 矯正力の大きさ (5) および歯の移動様式 (ジ

グリングなど歯の往復運動) (6)などが報告されているが, 明確な原因は未だ解

明されていない。最適な歯科矯正力の適用は適度な骨代謝サイクルを促す。し

かし, 強い歯科矯正力の適用は, 歯根膜組織における局所虚血, 組織治癒および

アポトーシスを誘発すると考えられる。 

アポトーシスは, プログラムされた細胞死であり, 実行には多くの構成要素

が必要である。最近の研究では, ラットの実験的歯牙移動において, 硝子様変性

が起きた歯根膜線維芽細胞 (PDL) に隣接する歯槽骨の骨細胞がアポトーシス
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によって細胞死を引き起こすことが示唆されている (7)。また, アポトーシスは

矯正力の適用 3 日後でピークに達することが報告され (8), さらに, DNA 損傷し

た状態で細胞周期が継続すると, アポトーシス機構が誘発される (9)。カスパー

ゼはアポトーシスによる細胞死の過程の調節要素として, そして細胞死そのも

のの機能として, 引き金となるシグナル伝達経路において重要な役割を果たす。

また, カスパーゼはアスパラギン酸残基後のタンパク質を切断するシステイン

プロテアーゼファミリーに属する。カスパーゼ 2, 8, 9 および 10 は開始カスパー

ゼとして, カスパーゼ 3, 6 および 7 は実行カスパーゼとして分類されており，そ

れらの活性化は, 細胞の収縮, クロマチン凝縮, DNA の断片化および細胞膜小胞

の発生など, アポトーシスによる細胞死における特徴的な形態学的変化をもた

らす。 

歯根表面を覆うセメント質は, セメント芽細胞によって産生される菲薄な石

灰化組織からなる。近年 in vitro において, ヒト初代セメント芽細胞が圧力下で

アポトーシスを起こすことが報告された (10)。しかしながら, 歯科矯正治療中の

歯根吸収とセメント芽細胞のアポトーシスとの関係についてはほとんど知られ

ていない。 

当講座では以前, 強い矯正力がかかると，歯根吸収表面および歯根膜線維芽細

胞（PDL）において receptor activator of NF-κB ligand (以下, RANKL) が発現され
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ることを報告した (11)。 加えて Hatai ら (12) は, 歯牙移動時に圧迫側の PDL

でアポトーシスが発現することを示唆している。これらの報告から, アポトーシ

スおよび RANKL の発現は, 歯科矯正治療中の歯根吸収の発生に深く関与する

ことが考えられる。 

本研究は, 矯正力の視点からアポトーシスによる細胞死における外因性経路

に焦点をあてた。in vivo 実験としてラット上顎右側第一臼歯の矯正移動を施し，

in vitro 実験として培養ヒトセメント芽細胞様細胞 (human cementoblast-like cell 

lines，以下 HCEM) を用いて実験を行なった。破歯細胞の出現は tartrate-resistant 

acid phosphatase (以下, TRAP) 活性で, アポトーシスにつながる外因性経路の情

報伝達経路はカスパーゼ 3, 8 の遺伝子およびタンパク質発現で，また破歯細胞

の分化促進因子 RANKL の発現と，RANK-RANKL システムの抑制をするオス

テオプロテジェリン (以下, OPG) 産生について，異なる矯正力での影響につい

て検討した。 

 

材料および方法 

1. in vivo 研究 

1) 実験動物および歯の移動方法 

本動物実験は日本大学松戸歯学部動物実験倫理に関する指針 (承認番号 第
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AP15MD006 号) に準じて行った。実験には 6 週齢の Wistar 系雄性ラット (140 ± 

9.5 g) を合計 60 頭用い, 飼育管理を日本大学松戸歯学部実験動物センターにて

SPF クリーンラック内で行い, 固形飼料, 飲料水, 床敷およびケージは全て滅菌

したものを使用した。全ての行程は生理食塩水で希釈 (1.8625 mg/kg) した 3 種

混合麻酔薬 (塩酸メデトミジン 0.15mg/kg,ミダゾラム 2mg/kg, 酒石酸ブタフュ

リル 2.5mg/kg) で腹腔内注射を施し, 全身麻酔下で実施した。 

上顎右側第一臼歯の移動を行うために, Asano ら (13) の方法に従って行い, 

コイルスプリング(太さ: 0.005 inch, 直径: 1/12 inch, Accurate, Inc., Tokyo, Japan) 

と上顎右側第一臼歯をステンレススチールの結紮線 (太さ: 0.008 inch, Tomy 

International Inc. Tokyo, Japan) で結び, コイルスプリングの他方を前歯と結んだ

(Fig. 1)。対照 (以下, control) 群, 至適矯正力 (以下, 10 g) 群, 強い矯正力 (以下, 

50 g) 群の計 3 群に分けた。実験群のラットには, 上顎右側第一臼歯にそれぞれ

10 g または 50 g の矯正力で設定されたコイルスプリングにより, 近心方向に

1,3,5 および 7 日間の牽引を行った (Fig. 1)。 

 

2) 標本作製および観察部位 

当該期間を経過したラットは, 3 種混合麻酔薬で深麻酔した後, 生理食塩水と

10 % 中性緩衝ホルマリンで灌流固定した。さらに上顎骨を剔出して, 10 % 中性
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緩衝ホルマリンにて 4℃で 24 時間浸漬固定後, 試料を 10 % EDTA 溶液 (pH 7.4) 

にて 4 週間脱灰処理を行った。脱灰した試料は, 流水洗浄し, 通法に従ってパラ

フィン包埋ブロックを作製後, 水平方向に厚さ 4 µm で連続的に薄切し, 各種染

色法を施行した。 

 

3) 病理組織染色法および免疫組織化学染色法 

ヘマトキシリン・エオジン重染色 (以下, H.E.染色) は, 試料の脱パラフィン後, 

通法に従い施行した。 

免疫組織化学染色は, 試料の脱パラフィン後, 通法に従い施行した。一次抗体

には , polyclonal ヤギ抗  tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 抗体 (Santa 

Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA; 希釈倍率 1:100), polyclonal ウサギ抗 caspase 

3 (Cell Signaling Technology, Inc., MA, USA；希釈倍率 1:300), polyclonal ウサギ抗 

caspase 8 (Novus Biologicals, Inc., CO, USA；希釈倍率 1:1000), polyclonal ヤギ抗 

receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, 希釈

倍率 1:100) を用いた。各切片は, 脱パラフィン後 0.5 % 過酸化水素メタノール

溶液に室温で 30 分間反応させ, 内因性ペルオキシダーゼ反応の除去を行った。

次いで, 各切片を 10mM トリス EDTA 緩衝液の入ったビーカーに入れ, 500W の

電子レンジを用いて 15 分間加熱し徐冷した。tris-bufferd saline (TBS) で洗浄し, 
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前述の一次抗体を室温で 1 時間反応させた。一次抗体反応後, 二次抗体として

caspase 3 および 8 を, Histofine Simple Stain MAX-Po (multi) kit (Nichirei, Co., 

Tokyo, Japan) を使用し, TRAP および RANKL を, Histofine Simple Stain MAX-Po 

(G) kit (Nichirei, Co., Tokyo, Japan) を使用しプロトコールに従い染色した。各切

片は TBS で洗浄し, 3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) にて発色後, マイヤーヘマトキシリン液を用いて対比染色

を行い, アルコール・キシレン系列にて脱水および透徹を行い, マリノールにて

封入を行った。また negative control として, 一次抗体の代わりに TBS を用いた。

観察部位はKikutaら (14) の方法を参考にし, 上顎右側第一臼歯の遠心頬側根の

圧迫側の歯根表面に隣接するセメント芽細胞を光学顕微鏡下200倍にて任意の4

視野を観察し, 茶褐色に染色された細胞を陽性とした。TRAP および RANKL は

領域内の陽性細胞数の各群平均値を算出し, Caspase3 および 8 は歯根表面に隣接

する細胞をセメント芽細胞とし陽性率を計測した。(Fig. 2)。 

 

 

2．in vitro 研究 

ヒトセメント芽細胞様細胞，HCEM は高田隆教授（広島大学大学院）から享

受して頂いた。HCEM の培養は, Kitagawa ら (15) が以前に確立した方法を参考
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にし, α-MEM (Wako, Osaka, Japan) に 100μg/ml ペニシリン-G (Sigma Chemical 

Co., MO, USA), 0.3μg/ml アムホテリシン B (Flow Laboratories, McLean, VA, USA), 

10％ウシ胎児血清 (FCS) (Cell Culture Laboratories, OH, USA) および 50μg/mL

の硫酸ゲンタマイシン (Sigma) を混合した培地を使用した。大気 95％, CO2 5％

の存在下, 加湿された CO2 インキュベーター (Forma CO2 incubator MIP-3326; 

Sanyo Electric Medical System Co., Tokyo, Japan) にて 37℃で培養を施した。 

 

圧迫力の適用 

矯正力による歯牙移動時の圧力条件を再現するために, Yamaguchi ら (16) の

方法にて培養細胞を連続的に圧迫した。HCEM は 100mm 細胞培養皿に播種し,

一晩 CO2 インキュベーター内で温置後, 細胞がほぼコンフルエントに達したこ

とを確認後，培地を 10%から 1％FCS に変更した。培地を含む細胞上にカバーガ

ラスをのせ，さらにその上に分銅を乗せることで細胞にかかる圧迫力 

(compressive force: CF) を調整し培養を継続した。適度な圧迫力 1.0 g/cm2 を施し

た群を OF (optimal force) 群，過度な圧迫力 4.0 g/cm2 を施した群を HF (heavy 

force) 群とした。また，CF を負荷せず, カバーガラス (0.032 g/cm2) のみ載せた

ものをコントロール群とした（Fig. 3）。 
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カスパーゼ阻害剤の添加 

カスパーゼ 3 および 8 の阻害実験は，CFを施す前に, 広域スペクトルをもち，

細胞膜透過性で不可逆的な阻害作用を有する 50μM zVAD-fmk カスパーゼ阻害

剤を培地に添加することで行った（17）。 分銅による圧迫力をかけていないコ

ントロール群に添加したものを CI（control + inhibitor）群，HF 群に添加したも

のを HI（heavy force + inhibitor）群と設定した。 

 

Real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR) 

RNeasy Mini kit (Qiagen Co., Tokyo, Japan) を用いて全 RNA を HCEM から抽出

し, 濃度調整後，逆転写反応後の cDNA を real-time PCR にかけた。具体的には

Prime Script RT Reagent Kit (Takara Co., Shiga, Japan) を用いてプロトコールに従

って mRNA を cDNA に逆転写し, サーマルサイクラー (TP-800 Thermal Cycler 

Dice; Takara) 内で SYBR Premix Ex Taq (Takara Co.) を用いて real-time PCR を行

った。使用した PCR プライマーを Table 1 に示す。 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

培養上清中に放出された可溶性 RANKL (sRANKL), カスパーゼ 3 および 8 の

発現は, ヒト sRANKL ELISA kit (BIOMEDICA Co., Wien, Austria), ヒトカスパー
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ゼ 3 ELISA kit (R＆D Systems Co. USA) およびヒトカスパーゼ 8 ELISA kit 

(Abcam Co., CB, UK) をそれぞれ使用して, プロトコールに従って解析を行った。 

 

3．統計解析 

各群における陽性細胞の差の検定は, Kruscal Wallis test を用いた。 

 

結 果 

in vivo 研究 

1. 病理組織学的所見 (H.E.染色) 

Control 群の, 1, 3, 5 および 7 日目では, 歯根表面のセメント質は比較的平滑で

あった (Figs. 4a-d)。 

10 g群では, 矯正力の適用後 3 日目から 5 日目において線維性結合組織と線維

芽細胞の走行は不規則であり, 7 日目には歯根表面のセメント質の不整が観察さ

れた (Fig. 4h)。 

50 g 群では, 1 日目から線維性結合組織と線維芽細胞の走行は不規則であり 

(Fig. 4i), 7日目では破歯細胞を含む象牙質まで達する多数の歯根吸収窩が認めら

れた (Fig. 4l)。 
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2．免疫組織化学的所見 

1) TRAP の発現所見 

control 群および 10g 群では, TRAP 陽性破歯細胞は 1 日目から 7 日目を通し

て歯根表面に殆ど認められなかった (Figs. 5a-d)。 

TRAP 陽性細胞数は 10 g, 50 g 群共に 1 日目から 7 日目のいずれも control 群

と比較して高値であった。特に 50 g 群の 7 日目は control 群および 10 g 群と比

較して有意に高値であった (Fig. 6)。 

 

2) カスパーゼ 3, 8 および RANKL の発現所見 

Control 群において, カスパーゼ 3, 8 および RANKL 陽性細胞は, 1 日目から 7

日目を通して歯根表面にほぼ認められなかった (Figs. 7, 9, 12 a-d)。 

10g 群において, 歯根表面のカスパーゼ 3 陽性細胞は 3 日目から 7 日目にかけ

て認められた (Fig. 8)。カスパーゼ 8 の陽性細胞は, 5 日目に最も多く観察され

た (Fig.10)。RANKL 陽性細胞は 7 日目の歯根表面に散見された (Fig.11e-h)。 

50g 群では, カスパーゼ 8 陽性細胞は 1 日目において PDL 内に出現した 

(Fig.9i）。カスパーゼ 3, 8 のいずれも 3, 5 日目で多数認めたが, 7 日目には減少

した。陽性細胞率は, カスパーゼ 3, 8 共に 5 日目が最高値で, いずれも 50 g 群

は 10 g群, control 群と比較し有意に高値を示し, 7 日目には減少した(Fig. 8, 10)。
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一方, RANKLの陽性細胞数は 10 g 群, 50 g 群共に 7 日目が最高値で, 5, 7 日目の

50 g 群は 10 g 群, control 群と比較して有意に高値であった (Fig. 12)。 

in vitro 研究 

1. 培養セメント芽細胞様細胞での関連遺伝子の発現に対する CF の影響 

HF群でのカスパーゼ 3 および 8 の遺伝子発現は, OF群および control 群と比較

し常に高値で推移した。また，それらの発現量は圧力負荷後 6 時間でピークを

示した。(Fig.13A, B)。 

RANKLの遺伝子発現も同様に, HF群ではOF群や control群よりも常に高値で

推移し，その発現のピークは 12 時間であった (Fig.13C)。 

一方で，HF 群での OPG 遺伝子の発現は, OF 群や control 群よりも常に低値で

推移し，9 時間後に最も低くなる傾向を示したが, 有意差は認められなかった 

(Fig.13D)。 RANKL / OPG 比は, HF 群において 6, 9, 12 および 24 時間で OF 群よ

り有意な増加が認められた (Fig.13E)。一方, control 群ではカスパーゼ 3, 8 およ

び RANKL の mRNA 発現に大きな変化は認められなかった (Fig.13A-C)。 

 

2. カスパーゼ阻害剤が関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

阻害実験において, HI 群のカスパーゼ 3 および 8 の mRNA 発現は，ほぼ Control

群と同じ値まで低下した (Fig.14A, B)。RANKL の HI 群における mRNA 発現は 
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6 時間以後に Control 群と比較して増加傾向にあったが，HF 群と比較すると 6

時間から 24 時間にかけて顕著な減少傾向が認められた (Fig.14C)。一方で，OPG 

遺伝子発現の動向は, HF 群および HI 群においてほぼ同様であり，control 群と比

較し低値を示しているが有意差は認められなかった (Fig.14D)。RANKL / OPG 比

は, HI 群では control 群と比較し増加傾向にあるものの，HF 群との比較では 9 時

間および 12 時間で有意な減少が認められ，HI群は, HF群よりも 9 時間で約 57％, 

12 時間で約 40％の有意な減少であった(Fig.14E)。 

 

3. カスパーゼ 3, 8 および sRANKL のタンパク質発現に及ぼす CF の影響 

OF 群および HF 群における HCEM 由来のカスパーゼ 3, 8 および sRANKL の

タンパク質産生を ELISA を用いて測定した。HF 群におけるカスパーゼ 3 および

8 のタンパク質産生は圧迫力負荷後 12 時間まで増加し , その後減少した 

(Fig.15A, B)。HF 群の RANKL のタンパク質産生は, OF 群よりも実験開始後 48

時間を通じて高値で推移するとともに，24 時間後にピークが認められた 

(Fig.15C)。これに対して，HI 群ではわずかに上昇傾向を示したが，9〜24 時間

において HF 群と比較し有意な減少が認められた。カスパーゼ 3 および 8 のタン

パク質産生も同様に, HF群ではOF群および control群と比較し, 各時間において

有意な増加が認められた (Fig.15A-C)。 
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考 察 

本研究は, セメント芽細胞に対する強い矯正力により，アポトーシス関連因子

であるカスパーゼ 3, 8 が誘導されるとともに, RANKL を介した破歯細胞への分

化を引き起こすことにより, 歯根吸収の増悪に関与するか否かを検討した。 

アポトーシス誘導は, 外因性経路または内因性経路のいずれかを介して起こ

る。カスパーゼ 8 は, 外因性経路に関与し, Fas-Fas リガンドなどのシグナル伝達

によって活性化される。一方, カスパーゼ 9 は内因性経路に関与し, これは細胞

傷害性ストレスやゲノム損傷などによりカスパーゼを活性化させる (18)。本研

究では, ラットにおける実験的歯牙移動時の免疫組織化学染色においても, セ

メント芽細胞培養による圧迫力負荷時の遺伝子・タンパク質発現においても, カ

スパーゼ 3, 8 は至適矯正力および control と比較し，強い矯正力において発現の

増加が認められており，外因性経路でのアポトーシスの誘導が起こったことが

推定される。 

Mabuchi ら (19) および Hatai ら (12) は, ラットの歯牙移動後の圧迫側におい

てアポトーシスが誘導されることを報告している。本研究ではさらに, 歯根表面

のセメント芽細胞において至適矯正力よりも強い矯正力にてアポトーシス因子

が増大することを実証した。Diercke ら (10) は, セメント芽細胞の圧迫時にカス

パーゼの発現を増加させ, セメント芽細胞におけるアポトーシス関連遺伝子 
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(前アポトーシス遺伝子および抗アポトーシス遺伝子) の発現は, 矯正治療時に

おける歯牙移動時にセメント芽細胞の調節機構におけるアポトーシスの関与を

示唆した。この結果は, 本研究における知見を強く支持している。 

RANKL は, 破骨 (歯) 細胞の産生を誘導する因子である。また, OPG は RANK

と競合し，RANKL に結合することで破骨 (歯) 細胞形成を阻害する (20)。した

がって,  RANKL / OPG 比は骨吸収の指標として広く使用されている。RANKL

が増加すると骨吸収が起こるが, 対照的に OPG が増加すると骨形成が起こる。

従来の研究では, PDL に強い矯正力をかけることで起こる歯根吸収部位に

RANKL 発現が増加することが報告されている (11)。本研究では, ラットの実験

的歯牙移動において, セメント質での RANKL 発現にも焦点を当てた。その結果, 

50 g 群の歯根表面の RANKL の陽性細胞数は 10 g 群よりも有意に増加した。ま

た,  RANKL 遺伝子およびタンパク質発現は, 強い矯正力を加えた群で有意に

増加が認められた。一方で，OPG 遺伝子発現は, control 群と比較して減少が認め

られ，強い矯正力を加えた群での RANKL / OPG 比は適度な矯正力を加えた群よ

りも有意に増加した。これら全体の研究結果から，強い矯正力を施した群では，

破歯細胞が誘導され，歯根吸収が増加していると考えられる。また，この知見

はRANKL / OPGシステムがPDLだけでなく, セメント芽細胞においても同様に

確認できたことを示唆している。また本研究では, カスパーゼと RANKL の発現
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を遺伝子発現レベルおよびタンパク質発現レベルで経時的に測定したことによ

り, カスパーゼと RANKL の発現ピークに差異を検出した。この結果からセメン

ト芽細胞は，強い矯正力の負荷を受容体が感知し，カスパーぜ８および３が発

現したのちに RANKL 発現が高まることが推測された。 

プロカスパーゼ 3 ノックアウトマウスでは，破骨前駆細胞の RANKL を介す

る分化が促進せず, その結果誘導される破骨細胞数は減少する。さらに, 野生型

マウスも本遺伝子改変マウスの脾臓から取り出したマクロファージ様細胞

RAW264.7 も TRAP を発現せず, カスパーゼ 3 阻害剤の処置後に多核化も認めら

れないことから，RANKL の誘導する破骨 (歯) 細胞の分化には, カスパーゼ 3

活性が必要であることが報告されている（21）。 

カスパーゼ阻害剤 zVAD-fmk は, 最も頻繁に使用される細胞透過性カスパー

ゼ阻害剤であり, ほとんどの細胞においてアポトーシスを阻害することで知ら

れている。本研究では zVAD-fmk 添加により，強い圧迫力下で発現するカスパー

ゼ 3 および 8 および RANKL の遺伝子ならびにタンパク質発現を有意に抑制し

た。この結果は, カスパーゼを介した RANKL の発現が zVAD-fmk によって減少

したためであると考えられる。しかし, カスパーゼ阻害剤によりカスパーゼ遺伝

子発現は，ほぼ完全に抑えられているにも関わらず， RANKL 遺伝子発現の抑

制は不充分であった。これらの知見は, カスパーゼを介さない RANKL の発現誘
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導が存在することを示していると推測される。また，これらの候補として TNF-

αおよび Notch シグナルの関与などが最近の研究で報告されている (14, 22)。 

セメント質は, 歯根表面を覆う石灰化組織であり, 細胞成分を含まない無細

胞セメント質と細胞成分を含む有細胞セメント質に分類される。セメント芽細

胞はセメント質に隣接し, 円形または多角形の細胞形態を呈する。これらの細胞

は, 小管を有し隣接するセメント細胞および骨細胞と交通している (23, 24)。さ

らにセメント芽細胞は, I 型コラーゲン, オステオポンチンおよびオステオカル

シンのようなマトリックスタンパク質が骨細胞の成分が近似する (25)。Hamaya

ら (7) は, PDL に隣接する骨細胞のアポトーシスが骨吸収と関連する可能性が

あることを報告している。セメント質と骨の生物学的類似性を考慮すると, 同様

の状態が圧迫側のセメント芽細胞においても起こり得ることが考えられる。

Matsuzawa ら (26) は, 歯科矯正治療においてセメント芽細胞のアポトーシスが

歯根吸収に関与する可能性があることを報告しており，本研究のアポトーシス

と歯根吸収との関係性を強く支持している。 

セメント芽細胞は歯根吸収の修復に関与することが知られている。セメント

芽細胞の細胞死により, 歯根修復ができなくなることで歯根吸収が増悪するこ

とが考えられる。Diercke ら (11) は, セメント芽細胞の圧迫によりカスパーゼ発

現を増加させると共に，その他のアポトーシス関連遺伝子の発現を増加させる
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ことから歯科矯正治療において, セメント芽細胞におけるアポトーシスの関与

を示唆している。加えて，歯科矯正治療による歯根吸収は壊死組織の除去によ

って引き起こされると報告 (27) されており，ラットの歯牙移動で硝子様変性組

織の除去における TRAP 陽性多核破骨 (歯) 細胞の関与を強調している。本研究

においても, TRAP 陽性破歯細胞数は強い矯正力で有意な増加が認められた。以

上のことから,セメント芽細胞におけるアポトーシスは, 歯根吸収を悪化させる

可能性が本研究の結果により示唆された。 

 

結 論 

本研究ではセメント芽細胞におけるアポトーシスが歯科矯正治療における歯

根吸収の発生に関与することが示された。セメント芽細胞は, 強い矯正力にてカ

スパーゼ 3 および 8 の産生を増大し, アポトーシス経路を活性化させ, その後

RANKL の発現を増加することで多数の破歯細胞を誘導させ歯根吸収を憎悪さ

せることが示唆された。 
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Fig 1.  

In vivo における歯牙移動装置 

 

上顎右側第一臼歯の移動を行うために, 歯牙移動装置 (太さ: 0.005 inch, 直径: 

1/12 inch, Accurate, Inc., Tokyo, Japan) をステンレススチールの結紮線 (太さ: 

0.008 inch, Tomy International Inc. Tokyo, Japan) で結紮し, 上顎両側切歯にスーパ

ーボンド® (Sun Medical Co, Shiga, JAPAN) を用い固定し 歯牙移動を再現した。

対照 (以下, control) 群, 至適矯正力 (以下, 10 g) 群, 強い矯正力 (以下, 50 g) 群
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の計 3 群に分けた。実験群のラットには, 上顎右側第一臼歯にそれぞれ 10 g ま

たは 50 g の矯正力で設定されたコイルスプリングにより, 近心方向に 1, 3, 5 お

よび 7 日間の牽引を行った。 

 

 

Fig 2.  

In vivo における観察部位 

 

上顎右側第一臼歯の近心 (Mesial; M) 根の中心と遠心頬側 (Distal buccal; DB) 

根の中心とを結んだ線と直行する線とでなす領域の近心部 4 分の 1 の歯周組織

を観察した。矢印は力の方向を示す。各染色の陽性細胞および歯根吸収は, 分岐

部から 300μm 根尖方向に位置した領域で圧迫側である DB根の近心面にて検討

した。なお, 各陽性細胞の測定は実験期間における各領域の細胞数の割合を計測
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した。 

 

 

 

 

Fig 3. 

In vitro における圧迫側モデル 

 

培養したヒトセメント芽細胞様細胞 (HCEM) が near confluent に達したところ

で, カバーガラス上に分銅による圧迫力 (以下, CF) の負荷をかけた。細胞は 1, 3, 

6, 9, 12, 24, 48時間において, 1.0 g/cm2 (OF群) または 4.0 g/cm2 (HF群) の負荷を, 

control 群の細胞は CF を負荷せず, カバーガラス (0.032 g/cm2) のみ載せた。カ
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スパーゼ 3, 8, nuclear factor κ-B ligand (RANKL) およびオステオプロテゲリン 

(OPG) 産生に対する HF および OF の効果を調べた。また, HECM の RANKL 

mRNA発現に対するZ-ValAla-DL Asp-fluromethylketone (以下, zVAD-fmk) の影響

を検討した。 

 

 

Fig 4. 

病理組織学的染色結果 (H.E.染色, ×200) 

 

3 群の上顎右側第一臼歯遠心頬側根 (圧迫側) の病理組織像を示す。50g 群のセ

メント質表面の破歯細胞の発現は, 5 日目および 7 日目にて 10g および control 群

より増加を認めた。PDL; periodontal ligament, C; cementum, D; dentin, →; root 

resorption, Scale bar = 50 μm. 
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Fig 5. 

免疫組織化学的染色結果 (TRAP, ×200) 

 

50 g 群において, TRAP 陽性破歯細胞および歯根吸収窩が 7 日目の歯根表面に多

数認められた。 
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Fig 6. 

TRAP 陽性破歯細胞数の 3 群比較 

 

50 g 群における TRAP 陽性破歯細胞数は 7 日目にて 10 g 群と比較し有意に高値

であった。 

*P < 0.01, significant difference when compared with the control group 

†P < 0.01, significant difference when compared with the 10 g group 
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Fig 7. 

免疫組織化学的染色結果 (caspase 3, ×200) 

 

10g 群において, 歯根表面のカスパーゼ 3 陽性細胞は 3 日目から 7 日目にかけて

増加が認められた。50g 群の陽性細胞の数は 3 日目に増加し, 5 日目にピークに

達した。 
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Fig 8  

Caspase 3 陽性率の 3 群比較 

 

 3 日目から 7 日目の control 群と比較し 10g 群および 50g 群において有意な増加

が認められた。さらに, カスパーゼ 3 の陽性細胞数は, 3 日目および 5 日目の 10 g

群と比較し 50g 群において有意差が認められた。 

*P < 0.01, significant difference when compared with the control group 

†P < 0.01, significant difference when compared with the 10 g group 
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Fig 9. 

免疫組織化学的染色結果 (caspase 8, ×200) 

 

10g 群のカスパーゼ 8 の陽性細胞数は, 5 日目においてピークに達した。50g 群で

は, カスパーゼ 8 陽性細胞は 1 日目において PDL 内に出現したが, カスパーゼ 3

および 8 陽性細胞の数は 3 日目に増加し, 5 日目にピークに達した。 
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Fig 10. 

Caspase 8 陽性率の 3 群比較 

 

3 日目から 7 日目の control 群と比較し 10g 群および 50g 群において有意な増加

が認められた。さらに, カスパーゼ 8 の陽性細胞数は, 3 日目および 5 日目の 10 g

群と比較し 50g 群において有意差が認められた。 

*P < 0.01, significant difference when compared with the control group 

†P < 0.01, significant difference when compared with the 10 g group 
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Fig 11. 

免疫組織化学的染色結果 (RANKL, ×200) 

 

RANKL 陽性細胞は 50g 群の 7 日目において歯根表面に認められた。 
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Fig 12. 

 RANKL 陽性細胞数の 3 群比較 

 

RANKL 陽性細胞数は, 7 日目の 50g 群において 10 g 群と比較し有意な増加を認

めた。 

*P < 0.05, **P < 0.01, significant difference when compared with the control group 

†P < 0.01, significant difference when compared with the 10 g group 
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Fig 13. 

カスパーゼ 3, 8, RANKL および OPG の mRNA 発現に対する CF の影響 

 

カスパーゼ 3 および 8 の mRNA 発現は, HF 群において OF 群および control 群と

比較し増加が認められた。HF 群におけるカスパーゼ 3 および 8 の mRNA 発現は

6 時間にかけて増加が認められた。RANKL の mRNA 発現は, HF 群では OF 群お

よび control 群と比較し有意な増加が認められた。RANKL / OPG 比は, HF 群にお

いて 6, 9, 12 および 24 時間で OF 群より有意な増加が認められた。 

*: P < 0.05, **: P < 0.01, significantly different from the corresponding OF group. 

 

 

 



40 
 

 

Fig 14. 

阻害実験におけるカスパーゼ 3, 8, RANKL および OPG の mRNA 発現 

 

カスパーゼ 3 および 8 の mRNA 発現は, 実験期間を通して HI 群において HF 群

と比較し有意な減少が認められた。HI 群においては, RANKL の mRNA 発現は増

加を示したが, 6 時間から 24 時間においては HF 群と比較し有意な減少が認めら

れた。RANKL / OPG 比は, HI 群では HF 群と比較して 9 時間および 12 時間で有

意な減少が認められた。HI 群では, HF 群と比較して 9 時間で約 57％, 12 時間で

約 40％の有意な減少が認められた。 

*: P < 0.05, **: P < 0.01, significantly different from the corresponding HF group. 
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Fig 15. 

 ELISA 法におけるカスパーゼ 3, 8, RANKL および OPG のタンパク質発現 

 

カスパーゼ 3 および 8 のタンパク質産生は, HF 群では OF 群および control 群と

比較し, 有意な増加が認められた。RANKL のタンパク質産生は, HF 群では OF

群と比較して 24 時間において有意に増加が認められ, ピークに達したが, その

後徐々に減少が認められた。また, HI 群では 9〜24 時間において HF 群と比較し

有意な減少が認められた。 

（A-C）*：P <0.05, **：P <0.01; significantly different from the corresponding OF 

group.  

（D）*：P <0.05, **：P <0.01; significantly different from the corresponding HF group. 
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1. TABLE LEGEND 

Caspase 3 Fw: 5’-AAGGCAGAGCCATGGACCAC -3’ 

Rv: 5’-CTGGCAGCATCATCATCCACACATAC -3’ 

Caspase 8 Fw: 5’-ATGAGCTGGGCTGAAGCAAAC -3’ 

Rv: 5’-AAGACCTCAATTCTGATCTGCTCAC -3’ 

RANKL Fw: 5’-TGGATGCCTTGAATAATAAGCAGGA -3’ 

Rv: 5’-AATTTGCGGCACTTGTGGAA -3’ 

OPG Fw: 5’-AGCTGCAGTACGTCAAGCAGGA -3’ 

Rv: 5’-TTTGCAAACTGATTTCGCTCTGG -3’ 

Table 1.  

real-time PCR の cDNA 配列設計 

 

カスパーゼ 3, 8, RANKL, OPG および GAPDH の PCR プライマーをそれぞれの

cDNA 配列を参照して設計した。 

 


