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抄録	
 

 矯正力による歯の移動機構で圧迫側における破骨細胞分化は, 歯根膜線維芽細

胞が分泌するサイトカインにより制御されると考えられており, 今までの実験

では, 直接細胞に機械的刺激を加えた報告が多かった. そこで, 本研究では in 

vivo に近い歯根膜を想定し, 三次元立体培養歯根膜線維芽細胞を作製して機械

的圧縮を加え, 産生される破骨細胞分化関連サイトカイン遺伝子発現量の変化

と圧縮量の関係を明らかにすることを目的とした. 

 矯正治療時便宜抜去された歯からヒト歯根膜線維芽細胞を培養し, 5 継代目の

培養細胞をφ5×3 mm のコラーゲンスポンジに充填し１週間培養後, コラーゲ

ンスポンジを 1/3, 1/4圧縮した. 0（コントロール）, 1, 3, 6, 12, 24 時間後にサイ

トカイン遺伝子発現量の変化を Real time PCR にて検索した. 1/3, 1/4 圧縮時の

細胞の充填状態は, コントロールと比べ同程度であった. 破骨細胞分化関連サ

イトカインである TNF-α, FGF2, IL-1β, VEGF の mRNA 発現は, 1/3, 1/4 圧縮

すべての時点でコントロールより有意に増加し, OPG の mRNA発現量は, 1/3圧

縮24時間後の条件以外有意に減少していた. 1/3圧縮24時間後のOPG の mRNA 

発現量は, コントロールと同程度であった. また, 総じて, mRNA 発現の相対量

は 1/3 圧縮時と 1/4 圧縮時の間で発現傾向は類似していたが, 1/4 圧縮時の方が



多い傾向であった. これらの結果から in vivo に近い実験系で歯根膜線維芽細

胞に機械的圧縮を加えたところ, 細胞がサイトカインを産生し, 骨リモデリン

グの一端を担っている可能性が示唆された. また, 矯正治療において歯根膜幅

の 1/4の移動を行って歯を移動させることが効率的であると考えられる.  

キーワード：三次元立体培養ヒト歯根膜線維芽細胞, メカニカルストレス, サイ    
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 矯正歯科治療は, 最適な位置に歯を移動し顎成長と調和のとれた機能的に

適した咬合を確立することを目的としている. 矯正学的な歯の移動は,矯正装置

を用いて歯に負荷される矯正力が歯槽骨のリモデリングを誘導することによっ

て起こると考えられている 1-2). また歯に矯正力を負荷すると圧迫側歯根膜では,

歯根膜線維芽細胞が分泌するサイトカインにより破骨細胞分化を制御している

と考えられている. 

	
 歯の移動機構解明のために, 歯根膜構成細胞の一つである歯根膜線維芽細

胞に力学的負荷(メカニカルストレス)を付与し, その影響について検討する様々

な研究がなされてきた. それらの研究ではメカニカルストレスとして圧縮力 3-4),



遠心力 5), 伸展刺激 6-7), また, 気圧による加圧	
 8)や静水圧 9)などの圧力を加える

方法等である. 圧縮力に関する実験方法としては, ガラス製のシリンダープレ

ート等を用いて直接細胞へ圧縮力を作用させる方法等が用いられてきた 3). 歯根

膜線維芽細胞に直接圧縮力を作用させた場合, RANKLのmRNA発現量は増加す

るが osteoprotegerin（OPG）の mRNA 発現量は変化せず, 破骨細胞形成が促進さ

れることを金井 10), Kanzaki11), Yamaguchi12) らは報告している. 遠心力としては, 

培養フラスコに水平ローターで遠心をかけたもの 5), 伸展刺激には真空ポンプで

断続的に培養プレート底部を吸引することによるもの, また, 培養プレート底

部を持ち上げてメカニカルストレスを負荷させるものなどが挙げられる 13).	
 

Kim らは, マウスの歯根膜線維芽細胞に気圧を上昇させる加圧器を用いメカニ

カルストレスを負荷したことで RANKL の発現量が上昇したと報告している 8). 

しかし, これらの方法ではメカニカルストレスを付与された歯根膜線維芽細胞

の圧迫側で起こる圧平された形態変化が観察できないと考えられる. そこで, in 

vitroの実験下でより in vivoに近い状態, すなわち歯根膜により近い構造を再現

し, 歯根膜線維芽細胞にメカニカルストレスを付与する方法として, コラーゲ

ンスポンジにヒト歯根膜線維芽細胞を播種した三次元立体培養ヒト歯根膜線維



芽細胞を作製することを考えた. 本研究では, 作製した三次元立体培養ヒト歯

根膜線維芽細胞に圧縮力を負荷し, 産生される破骨細胞分化関連サイトカイン

遺伝子発現量の変化と圧縮力の関係を明らかにすることを目的とした. 

材料と方法 

1. 細胞採取方法 

本研究は北海道大学大学院歯学研究科 臨床・疫学研究倫理審査委員会により

承認されている. 北海道大学歯科診療センターに来院し,実験趣旨に同意を得た

24 歳女性の患者から矯正治療を目的として便宜抜去された健全な第一小臼歯よ

り歯根膜を採取した. その後 Somerman ら 14)の out growth 法に従いヒト歯根膜

線維芽細胞を培養した. すなわち, 抜去歯を滅菌 PBSにて２度洗浄後, 滅菌ディ

スポーザルメスを用いて歯根中央部から健全な歯根膜組織を剥離し, 35 mmカル

チャーディッシュ（CELLSTAR○R , greiner bio-one, Frickenhausen, Germany）内に入

れて初代培養を行った. 培養は, 10％ウシ胎児血清 （FBS, GIBCO, Carlsbad, CA, 

USA）, 1 ％ ペニシリン-ストレプトマイシン （Pn-St, 5 0U/mlペニシリン G,  50 

μg/ml ストレプトマイシン, GIBCO-BRL Life Tecnologies, Grand Island, USA） L-

アスコルビン酸２-リン酸 (Sigma-Aldrich, MO, USA), L-アラニル-L-グルタミン



（ Sigma-Aldrich, MO, USA）含有 minimum essential medium eagle 培地 

（Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany） を用いて 37℃, 5 ％ CO2-95 ％ 気相下に

て行った. 培養細胞がコンフルエントに達した時点で継代を行い, 実験には 5継

代目の細胞を使用した. 

 

2. 三次元立体培養歯根膜線維芽細胞の作製方法 

 培養細胞を培養時と同様の培地を用いて直径 5 mm, 高さは 3 mmの円柱状のコ

ラーゲンスポンジ（AteloCell○R  Atelocollagen spoge MIGHTY, KOKEN, Tokyo, 

Japan）（図 1-1）1個あたりに, 1×107 個の細胞含有培地 50 μl をピペットにて

ゆっくり滴下して細胞充填を行った. 35 mmカルチャーディッシュで培養液を２

日毎に交換し１週間培養を行った. なお, コラーゲンスポンジはフリーズドラ

イしたコラーゲンゲル（Atelocollagen○R  gel, KOKEN, Tokyo, Japan） をホルムア

ルデヒドとγ線（10 kGy）によって架橋, 殺菌することで作られた多孔性のコラ

ーゲンスポンジであり, 孔の大きさは 30-200 μm で, 孔は相互に繋がっている

（図 1-2）. 

 



3. メカニカルストレスの負荷 

コラーゲンスポンジに細胞充填し 1 週間後にメカニカルストレスを負荷した. 

メカニカルストレスとして円柱状のコラーゲンスポンジを軸方向に圧縮する方

法を用いた. 3.0 mmの高さを 1/3, 1/4圧縮するため 2.0mm, 2.25mmの耐熱ガラス

（テンパックス○R , 関谷理化株式会社, 東京, 日本）を特注（NITTO社, 長野, 日

本）した. 100 mmシャーレー内に 1/3 圧縮時には 2 mm, 1/4 圧縮時には 2.25mm

の耐熱ガラス２枚の間に高さ 3mm のコラーゲンスポンジを置き, その上に耐熱

ガラスと重り(200g)を載せて圧縮力を負荷させた. 作用時間は 0, 1, 3, 6, 12, 24 

時間とし, 持続的に作用させた（図 2）. 圧縮させなかったコラーゲンスポンジ,

すなわち、作用時間 0 のものをコントロールとして使用した. 

 

4. 核染色 

 細胞充填後 1週間培養したコラーゲンスポンジの圧縮前, 1/3, 1/4 圧縮 24 時

間後それぞれの条件に３つのコラーゲンスポンジを用いた. コラーゲンスポン

ジに充填された細胞の量と分布を確認するために, 組織学的検討を圧縮前およ

び圧縮 24 時間後に行った. ヒト歯根膜線維芽細胞を充填したコラーゲンスポジ



を PBSで 5分×3回洗浄した後 10 ％ ホルムアルデヒド（10 ％ 中性緩衝ホル

マリン, 関東化学株式会社, 東京, 日本）にて 60分間固定をおこない, 再度 5分

×3 回 PBS にて洗浄を行った. 洗浄後, コンパウンド（Tissue-Tek○R , Sakura 

Finetechnical Co. Ltd, Tokyo, Japan）中にスポンジを入れて, コンパウンドをスポ

ンジ内部に充填させるため 30 分間真空状態にした. コンパウンド充填後, 液体

窒素にて凍結し, クリオスタット（CM1850, Leica, Germany）にて水平に５μm

の連続凍結切片を作製した. 作製した凍結切片は, DAPI（prolong○R  Gold antifade 

reagene with DAPI, life technologiesTM , Oregon, USA）にて核染色を行い,細胞がコ

ラーゲンスポンジ内に充填されているかを蛍光顕微鏡（DP71, OLYMPUS, 

JAPAN）にて確認した. 

 

5. Realtime-PCR 

	
 コラーゲンスポンジのホモジナイズは, ホモジナイザー（バイオマッシャー

Ⅱ, nippi, Tokyo, Japan）と 23G の注射針で行った. ホモジナイズしたコラーゲン

スポンジから RNeasy○R  Mini Kit（50） （QIAGEN, TOKYO）を用いて RNA 抽

出を行った. さらに High Capacity RNA-to-cDNA Kit （AB Applied Biosystems, 



CA, USA）を用いて逆転写反応を行い, cDNAを合成した. Realtime-PCR は Step 

One PlusTM （AB Applied Biosystems, CA, USA） を用いて増幅産物を定量した. 

mRNAの発現量は, β-actinのmRNAの発現量を用いて標準化した. プライマー

は以下の Taq-man○R gene expression assay （AB Applied Biosystems, CA, USA）を

使用した. すなわち, tumor necrosis factor-α （TNF-α）（Hs01113624_g1）, 

interleukin-1 β （ Il-1 β ）（ Hs01555410_m1 ） , osteoprotegerin （ OPG ）

（Hs00900358_m1）, vascular endothelial growth factor （VEGF） （Hs00900055_m1）, 

fibroblast growth factor-2 （FGF-2） （Hs00960934_m1））, β-actin （Hs99999903_m1）

である. 

 

6.統計学的分析 

コントロールと圧縮力を作用させた群の２群間における統計処理に

Student-test を用い, 有意水準を P＜0.01 とした.グラフは mean ±S. D. で示し

た. 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
        結	
 	
 	
 果 



１.核染色 

 圧縮前の細胞の充填状態はコントロール, 1/3および 1/4圧縮の間に違いは認め

られなかった. 1/4, 1/3 圧縮においては歯根膜線維芽細胞の充填状態は, コント

ロールと比べ同程度であった（図 3-1, 2, 3）. 

 

２. Realtime-PCR mRNAの発現量 

（1）TNF-α  

 圧縮 1, 3, 6, 12および 24時間後の 1/3 圧縮時のTNF-α mRNA 発現量の変化

は, すべての時間においてコントロールに対し有意に増加が認められ, 圧縮 6か

ら 12 時間後にピークを迎えた （図 4-1） . 1/4 圧縮時においても同様に TNF-

α mRNAは増加するが, ピークは圧縮 3時間後であった（図 4-2）. 1/3圧縮と

1/4圧縮の mRNA 発現量の比較では, 1/4圧縮の発現量が, 圧縮 1および 3時間

後で有意に多く, 圧縮 6 時間後では有意な差が認められなかった. 圧縮 12 時間

後においては, 1/3圧縮の発現量が有意に多く, 圧縮 24時間後になるとどちらも

減少し, 有意な差は認められなくなった（図 4-3）. 

(2)FGF-2  



圧縮 1, 3, 6, 12および 24時間後の 1/3 圧縮時の FGF-2 mRNA 発現量の変化は, 

すべての時間においてコントロールに対し有意な増加が認められ, 圧縮 24 時間

後には, 約 3.3倍増加した（図 5-1）. 1/4 圧縮時においても同様の所見が認めら

れ, 圧縮 24時間後には, 約 4.6倍増加した （図 5-2）. 1/3圧縮と 1/4圧縮のmRNA 

発現量の比較では, 圧縮 6時間, 12時間後を除いて, 1/4圧縮時のmRNA発現量が

多かった（図 5-3）. 

（3）IL-1β 

 圧縮 1, 3, 6, 12および 24時間後の 1/3 圧縮時の IL-1β mRNA 発現量の変化

は, すべての時間においてコントロールに対し有意な増加が認められ, 圧縮 1時

間後にピークを迎えた （図 6-1）. 1/4 圧縮時においても同様に増加する所見が

認められたが, ピークは, 圧縮 3から 6時間後であった（図 6-2）. 1/3圧縮と 1/4

圧縮の mRNA 発現量の比較では, 圧縮 1時間後以外の全ての時間で 1/4 圧縮時

の mRNA 発現量が多かった（図 6-3）. 

（4）VEGF  

圧縮1, 3, 6, 12 および24時間後の1/3 圧縮時のVEGF mRNA 発現量の変化は, 

すべての時間においてコントロールに対し有意な増加が認められ, 圧縮 24 時間



後には, 約 5.5倍増加した （図 7-1）. 1/4 圧縮時においても同様の所見が認めら

れ, 圧縮 24時間後には, 約 8.5倍増加した（図 7-2）. 1/3圧縮と 1/4圧縮の mRNA 

発現量の比較では, 圧縮 24 時間後においてのみ 1/4 圧縮が有意に増加していた 

（図 7-3）. 

（5）OPG   

圧縮 1, 3, 6, 12 および 24時間後の 1/3 圧縮時の OPG mRNA 発現量の変化は,

圧縮 1時間から 12時間後でコントロールに対して有意に減少し, 圧縮 6時間後

で最も減少していた. また, 圧縮 24 時間後には, 有意な差は認められなかった

（図８-1）. 1/4圧縮時においては, すべての時間においてコントロールに対して

有意に減少していた（図 8-2）. 

1/3圧縮と 1/4圧縮のmRNA 発現量の比較では, どちらも減少傾向にあるが圧

縮 6時間後までは, 1/4圧縮が有意に多く, 圧縮 12時間後に有意な差が認められ

なくなり, 24時間後には 1/3圧縮が有意に多くなってコントロールと有意な差が

認められなくなった （図 8-3）. 

３. 1/3圧縮時と 1/4圧縮時の比較 



TNF-α, FGF-2, IL-1β, VEGF, OPGそれぞれの mRNA発現量の変化は, 1/3圧

縮時と 1/4 圧縮時の間で発現傾向は類似していたが, TNF-αの１２時間, FGF-2

の 6時間, OPGの 24時間を除いて総じて 1/4圧縮時の方が多い傾向があった. 

             

                               	
 考	
 	
 	
 	
 察 

1.細胞充填状態 

 1/4, 1/3圧縮後の歯根膜線維芽細胞の充填状態は, コントロールと比べ同程度で

あった. 予備実験において 1/2 圧縮時における同様の観察を行ったが,  24 時間

後には, 細胞が観察されなかった. また, シャーレを観察すると 1/2 圧縮では, 

シャーレ内に多数の細胞が認められたため, おそらく圧縮力が強すぎたことに

よりスポンジ内の細胞がシャーレ内へ排出されたか死滅したためと考えられる. 

従って, 本研究においては, 1/3, 1/4の圧縮による破骨細胞分化関連サイトカイン

遺伝子発現を計測することとした. 

2. 三次元立体培養ヒト歯根膜線維芽細胞を使用した実験方法について 

矯正力を再現するためにメカニカルストレスを付与する in vitroの実験として, 

圧縮力 3-4), 遠心力 5), 伸展刺激 6-7), また, 気圧による加圧	
 8)や静水圧 9)などの圧



力を加える方法等が試みられている. なかでも矯正力を受けた圧迫側歯根膜に

おける歯根膜線維芽細胞に, より近い状態を再現しているのは直接細胞に圧迫

刺激を加える方法ではないかと考えられるが, その方法では, 圧縮負荷中,細胞

に栄養が行き渡らない可能性が考えられる. そこで本研究では, 歯根膜を想定

して作製した三次元立体培養ヒト歯根膜細胞に圧縮負荷を加える方法を開発し

たが, この方法では, 圧縮負荷中も細胞に栄養を行き渡らせることができ,弱い

矯正力負荷時の圧迫側で歯根膜線維芽細胞が圧迫された時の状態に, より近い

現象を再現できたと考えられる. すなわち in vitroの実験下で, より in vivoに近

い歯根膜を再現した実験系であると考えられる. また,圧縮負荷を加えることで

歯根膜線維芽細胞が破骨細胞分化関連サイトカインを産生していることも確認

できた. 

3.TNF-αと FGF-2の m-RNAの発現量 

TNF-αは破骨細胞の前駆細胞である骨髄由来マクロファージに直接作用し破

骨細胞への分化誘導を行う破骨細胞分化関連サイトカインであり 15-16), これまで

に歯根膜線維芽細胞に直接圧縮力を負荷することにより TNF-αの mRNA の発

現量が増加すると報告されている 17). 本研究でもTNF-αの圧縮 1, 3, 6, 12および



24時間後の mRNA発現量は, 1/3圧縮時および 1/4圧縮時, どちらもすべての時

間においてコントロールに対し有意に増加していた. このような同様の結果よ

り, TNF-αの mRNAの発現量が圧縮力を負荷したことで増加したため,歯根膜線

維芽細胞が前駆細胞を破骨細胞へ分化誘導すると考えられる. また, 1/4 圧縮の

ほうが 1/3圧縮に比べ早期に大きなピークがきている. このことから, 1/4圧縮の

ほうがより有効に骨吸収を誘導し得る圧縮力ではないかと考えられる. 

	
 FGF-2 は, 骨や軟骨細胞の調節機能があることで知られている 18-19). また骨

吸収刺激能力があることも認められ 20-21), FGF-2 を過剰に発現させると, より分

化が進んだ骨芽細胞に対してはアポトーシスを誘導することも報告されている

22). 本研究では圧縮力を負荷したことにより FGF-2のmRNAの発現が 1/3圧縮時

および 1/4 圧縮時ともにコントロールに対し有意に増加した. この現象は, メカ

ニカルストレスが骨吸収を誘導するメカニズムの中に FGF-2 の増加が関与して

いる可能性を示唆しているとも考えられる. また, In vitroの研究により TNF-α 

は FGF ファミリーの発現に関与することや創傷治癒過程においても TNF-α が

これらの分子に影響力をもつことが報告されている 23). TNF-α によって誘導さ

れると考えられる FGF-2 は線維芽細胞や表皮細胞の分裂促進,血管新生への関



与が明らかとなっており,炎症期に続く細胞増殖期に働く分子として知られてい

る 24-27). TNF-αは 1/3圧縮時および 1/4圧縮時, どちらもコントロールと比べると

有意に増加しているものの, 圧縮 24 時間後において, 実験期間中最も減少して

いる. 一方で FGF-2は, 圧縮 24時間後で 1/3圧縮時および 1/4圧縮時, どちらも

最も増加している. この結果は, TNF-αの上昇がFGF-2の発現に関与しているこ

とを示唆するとともに, TNF-αと FGF-2 の関連が歯根膜における創傷治癒に関

与している可能性も考えられる.  

4.IL-1βの m-RNAの発現量 

	
 IL-1βは, 成熟破骨細胞に直接作用し, その骨吸収活性を誘導することが報

告されている 28). また, 歯根膜線維芽細胞への伸展刺激などのメカニカルストレ

スの負荷により IL-1βの産生が促進することが報告されている 29-30). 本研究では

1/3圧縮時および 1/4圧縮時, ともにコントロールに対し有意に mRNAの発現量

が増加していた. このような同様の結果より, IL-1βの mRNAの発現量が圧縮力

を負荷したことで増加したため, 骨吸収活性を誘導すると考えられる. また, 1/3

圧縮時および 1/4圧縮時では, 1/4圧縮時のほうが持続的に増加している. このこ



とから, 1/4 圧縮のほうがより有効に骨吸収を誘導し得る圧縮力ではないかと考

えられる. 

5.VEGFの m-RNAの発現量 

	
 VEGF は血管新生の促進因子として知られており, 骨代謝に影響を及ぼす

骨吸収サイトカインとしての役割も認識されている 31-33). また, 破骨細胞前駆細

胞の分化に必須である macrophage-colony stimulating factor(M-CSF)様作用が認め

られており 31-32), マウス大腿骨から採取した骨髄由来細胞にVEGFを添加すると

破骨細胞の分化および活性化が促進する 33)ことや実験的な歯の移動の際

rhVEGF の局所投与により破骨細胞が増加することが明らかになっている 34).本

研究では, 圧縮力を負荷したことにより VEGFの mRNA発現量は, 1/3圧縮時お

よび 1/4圧縮時, ともに実験期間中, コントロールに対し有意に増加していた.こ

の結果は矯正力の加わった圧迫側歯根膜での破骨細胞の出現,活性化に VGEFの

出現が関与していることを示唆しているものと考えられる. 圧縮 24 時間後にお

いて, 1/3圧縮時ではコントロールに対して約 5.5倍, 1/4圧縮時では約 8.5倍であ

ったことは, 1/4 圧縮時のほうがより骨吸収を有効に誘導することのできる圧縮

力である可能性が考えられる. 



6. OPGの m-RNAの発現量 

OPGは, TNFレセプターファミリーであるが, 膜貫通領域をもたない分泌性の

タンパク質で, RANKLの真のレセプターで破骨細胞前駆細胞上にある RANKと

競合し RANKL活性を抑制し, 破骨細胞形成を阻害する因子である 35). 歯根膜線

維芽細胞に直接的な圧縮力を加えると RANKL 発現の増加と OPG 発現の減少

により破骨細胞が増加することが報告されている 36). 一方で, ラットの歯根膜線

維芽細胞に強い機械的ストレス(遠心力)を負荷し 5 日間観察した実験では

RANKL の mRNA 発現が 5 日間を通して有意に高値を示し, 一方で OPG の

mRNA発現は2日目に有意に高値を示したとの報告がある 37). すなわち強い機械

的ストレスが加わった場合は, 歯根膜線維芽細胞では, RANKL 発現がまず増加

して破骨細胞形成を誘導するが, 少し遅れてOPGの発現を増加することにより, 

早期に破骨細胞の出現を抑制する可能性が示されている 37). 本実験で, OPGの発

現量が, 圧縮後 6時間までは, 1/3圧縮の方が 1/4圧縮より減少しているものの圧

縮後 24時間には 1/3圧縮においてはコントロールのレベルにもどっているのに

対し, より弱いメカニカルストレスである, 1/4 圧縮時においては持続的に OPG 



mRNAの発現が抑制されていた. この結果は 1/4圧縮時の方がより有効に骨吸収

活性を持続できる可能性を示唆しているものと考えられる.	
   

  結論 

	
 in vivo の歯根膜に近い実験系を確立して歯根膜線維芽細胞に機械的圧縮を

加えることができた. その結果, 1/3 圧縮時と 1/4 圧縮時の間で TNF-α, FGF2, 

IL-1β, VEGF, OPG の mRNA 発現傾向は類似していたが, 相対量は 1/4圧縮時

の方が多い傾向を示していた. また, 歯根膜線維芽細胞が破骨細胞分化および

創傷治癒に関するサイトカインを産生し, 骨および支持組織リモデリングの一

端を担っている可能性も示唆された. 以上のことより, 矯正治療において歯根

膜幅を 1/4圧迫することが効率的な歯の移動を誘導できるものと考えられた. 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
   

なお本研究は, 文部科学省科学研究費（基礎研究（C）22592304）の助成により

行った. 
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図とその説明 

（図 1-１）直径 5mm高さ 3mmの円柱状のコラーゲンスポンジ 

（図 1-2）コラーゲンスポンジの断面を走査型電子顕微鏡でみた像.黒い部分	
 

が孔. 孔の大きさ: 30μm-200μm.                           （図 1に挿入） 

  （図２）コラーゲンスポンジの圧縮方法	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  （図 2に挿入）

（図 3-1）コントロールの細胞の充填状態. 矢印で示したものが細胞の核. 細胞

は均等に充填されている. スケールバー=50μm 

（図 3-2）1/3 圧縮 24h. 後の細胞の充填状態. 矢印で示したものが細胞の核. コ

ントロールと同様に細胞は均等に充填されている. スケールバー=50μm 

（図 3-3）1/4圧縮 24h. 後の細胞の充填状態. 矢印で示したものが細胞の核.コン

トロールと同様に細胞は均等に充填されている. スケールバー=50μm 

	
 	
 	
 	
 	
                                               （図 3）に挿入 

（図 4）三次元立体培養歯根膜線維芽細胞に圧縮を 0, 1, 3, 6, 12, 24時間作用さ

せた場合の TNF-αの mRNAの発現量の変化. mean±SD, n=3, P＜0.01（*） 

1. 1/3圧縮時, 0分をコントロールとした. 

2. 1/4圧縮時, 0分をコントロールとした. 



3. 1/3圧縮時と 1/4圧縮時の比較	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （図４）に挿入 

（図 5）三次元立体培養歯根膜線維芽細胞に圧縮を 0, 1, 3, 6, 12, 24時間作用さ

せた場合の FGF-2の mRNAの発現量の変化. mean±SD, n=3, P＜0.01（*） 

1. 1/3圧縮時, 0分をコントロールとした. 

2. 1/4圧縮時, 0分をコントロールとした. 

3. 1/3圧縮時と 1/4圧縮時の比較	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （図５）に挿入 

 

（図 6）三次元立体培養歯根膜線維芽細胞に圧縮を 0, 1, 3, 6, 12, 24時間作用さ

せた場合の IL-1βの mRNAの発現量の変化. mean±SD, n=3, P＜0.01（*） 

1. 1/3圧縮時, 0分をコントロールとした. 

2. 1/4圧縮時, 0分をコントロールとした. 

3. 1/3圧縮時と 1/4圧縮時の比較	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （図６）に挿入 

 

（図 7）三次元立体培養歯根膜線維芽細胞に圧縮を 0, 1, 3, 6, 12, 24時間作用さ

せた場合の VEGFの mRNAの発現量の変化. mean±SD, n=3, P＜0.01（*） 

1. 1/3圧縮時, 0分をコントロールとした.	
 	
 	
 	
 	
 	
  



2. 1/4圧縮時, 0分をコントロールとした. 

3. 1/3圧縮時と 1/4圧縮時の比較	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （図 7）に挿入 

 

（図 8）三次元立体培養歯根膜線維芽細胞に圧縮を 0, 1, 3, 6, 12, 24時間作用さ

せた場合の OPGの mRNAの発現量の変化. mean±SD, n=3, P＜0.01（*） 

1. 1/3圧縮時, 0分をコントロールとした. 

2. 1/4圧縮時, 0分をコントロールとした. 

3. 1/3圧縮時と 1/4圧縮時の比較	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （図 8）に挿入	
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                      ABSTRACT              

 Osteoclast differentiation on the pressure side with the tooth movement mechanism by 

orthodontic forces is believed to be controlled by cytokines that periodontal ligament 

fibroblasts secrete; in experiments thus far, there have been reports using the methods of 

adding mechanical irritation directly to the cells. Therefore, in this study, We developed 

a three-dimensional culture system of periodontal ligament fibroblasts which assumes 

the periodontal ligament of in vivo and mechanical compression was applied. The aim 

of this study is to clarify the relationship of the compression amount and the changes of 

the cytokine gene expression levels that are related to the osteoclast differentiation. We 

cultured human periodontal ligament fibroblasts from teeth that were extracted for the 

purpose of orthodontic treatment. After a one week culture in which the culture cells of 

passage 5 were packed in a φ5×3 mm collagen sponge, the collagen sponges were 

compressed by1/3, 1/4. We searched for changes in the cytokine gene expression level 

in O (the control) after 1, 3, 6, 12, and 24 hours in real-time PCR. Although the packed 

state of the cells when compressed by 1/3 and 1/4 was similar in comparison to the 

control. The mRNA expression of cytokines TNF-α, FGF-2, IL-1βand VEGF related 



to osteoclast differentiation increased significantly more than the control at each point 

of 1/3 and 1/4 compression. The mRNA expression level of OPG was decreased without 

24 hours after the starts of 1/3 compression. Overall, the relative amounts of the mRNA 

expression were similar to the expression tendencies between the time of 1/3  

compression and the time of 1/4 compression, but there was a higher tendency at the 

time of 1/4 compression. From these results, it has been suggested that when 

mechanical compression is added to the periodontal ligament fibroblasts in an 

experimental system that is assumed as in vivo, the cells produce cytokines and may 

play a part in bone remodeling.  

In addition, we believe it is effective to move teeth in orthodontic treatment when the 

tooth was pushed by a distance of a quarter of the width of the periodontal ligament. 

Key Word: three-dimensional culture of periodontal ligament fibroblasts, 
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