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論文内容要旨 

 

  至適矯正力を明らかにすることは、矯正歯科治療の効果を高める上で有意義であると考えられる。

われわれはヒト歯根膜細胞を用いて、ポリ乳酸不織布を足場材料とし、歯根膜様組織を In Vitro で作製

した。本研究では三次元 In Vitro 歯根膜様組織に対して負荷をかけることで矯正力をシミュレートし、

形態学的な変化と遺伝子発現の解析を行った。 

 溶媒キャスト粒子溶出法で足場材料を作製することとした。まず、ポリ－Ｌ－乳酸をジクロロメタ

ンに溶解させ、塩化ナトリウムと混合し足場材料を作製した。厚さは 400 ± 50 m、気孔率は 83.3%、

気孔サイズは 75-150 mとした。足場材料の形は円形、直径は 0.6 cmである。1 × 105個ヒト歯根膜細

胞を足場材料上に遠心回転で播種し、14日間培養することによって In Vitro歯根膜様組織を作製した。

その後、In Vitro 歯根膜様組織にステンレス球によって 5、15、25 および 35g/cm2の負荷をかけ、5%CO2、

37oCの条件で 14 日間培養した後、電子顕微鏡（SEM）を用いて細胞および細胞外マトリックスの形態

学的変化の評価を行った。さらに、カスパーゼ-3/7 を用いて蛍光染色をし、細胞のアポトーシスにつ

いて調べた。その後、トータル RNAを抽出し cDNA を合成した。また、リアルタイムポリメラーゼ連

鎖反応（PCR）を用いて、負荷および負荷の期間における遺伝子発現の変化を調べた。 

 SEM による評価では、In Vitro 歯根膜様組織の細胞および細胞外マトリックスの形態変化が認められ

なかった。またカスパーゼ-3/7 蛍光染色では、負荷および負荷の期間が蛍光の強度に影響をおよぼさ

ないことが分かった。PCR の結果から、7日目と 14 日目の RANKL遺伝子および 14 日目 BMP-2 遺伝

子の発現については、15 および 35g/cm2 の負荷が他の負荷と比較して最も高かったのものの、Double 



Peakの傾向を示した。14日目の ALP 遺伝子と PLAP-1 遺伝子の発現については、5g/cm2の負荷で最も

高かった。FGF-2 および OPG 遺伝子の発現については、負荷とはかかわらず、14 日の発見は最も高か

った。I 型コラーゲンの 7日目と 14日目の遺伝子発現は、負荷にかかわらず、1 日目および 3日目より

高かった。 

 以上の結果から、In Vitro ヒト歯根膜様組織に対し矯正力をシミュレートした負荷をかけても、細胞

の形態学的な変化やアポトーシスは認められないことが分かった。一方、負荷および負荷の期間によ

り遺伝子発現の変化を認め、矯正力の生体反応を In Vitro でシミュレートすることが示唆された。 

 

論文審査結果要旨 

  

本研究では、ポリ－Ｌ－乳酸で多孔質不織布を作り、それを足場材料とし、ヒト歯根膜細胞を播種

し、培養することによって歯根膜組織をシミュレートする組織様構造、すなわち三次元歯根膜様組織

を In Vitroで作製した。さらに、三次元 In Vitro 歯根膜様組織に対して負荷をかけることで矯正力をシ

ミュレートし、形態学的な変化と遺伝子発現の解析を行った。 

 ポリ－Ｌ－乳酸多孔質不織布を溶媒キャスト粒子溶出法で作製した。その手順は、ポリ－Ｌ－乳酸

をジクロロメタンに溶解させ、塩化ナトリウムと混合し、水洗によって多孔様構造を作成した。その

厚さは 400 ± 50 m、気孔率は 83.3%、気孔サイズは 75-150 mとした。パンチで不織布を直径 0.6 cm

の円形に形成し、足場材料として使用した。1 × 105個ヒト歯根膜細胞を足場材料上に遠心力を用い

て播種し、14日間培養することによって組織様構造を認め、三次元 In Vitro 歯根膜様組織になったこと

を確認した。その後、In Vitro 歯根膜様組織にステンレス球を用いて 5、15、25および 35g/cm2の負荷

をかけ、5%CO2、37oCの条件で 1、3、7 および 14 日間培養した後、走査型電子顕微鏡（SEM）を用い

て細胞および細胞外マトリックスの形態学的変化の評価を行った。さらに、カスパーゼ-3/7を用いて

蛍光染色をし、細胞のアポトーシスについて観察した。その後、トータル RNA を抽出し cDNAを合成

した。また、リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を用いて、負荷の大きさおよび負荷の期間

における遺伝子発現の変化について評価を行った。 

 SEM による評価では、In Vitro 歯根膜様組織の細胞および細胞外マトリックスの形態変化が認められ

なかった。また、カスパーゼ-3/7 蛍光染色では、負荷の大きさおよび負荷の期間が蛍光の強度に影響

を及ぼさないことが分かった。PCRの結果から、7 日目と 14日目の RANKL遺伝子発現および 14 日目

の BMP-2 遺伝子発現については、15 g/cm2および 35g/cm2の負荷が他の負荷と比較して最も高かった

のものの、Double Peakの傾向を示した。14日目の ALP 遺伝子と PLAP-1 遺伝子発現については、5g/cm2

の負荷で最も高かった。FGF-2 および OPG遺伝子発現については、負荷の大きさに関わらず、14 日目

が最も高かった。I型コラーゲン遺伝子発現については、負荷の大きさに関わらず、7日目と 14日目が

最も高かった。 

 以上の結果から、In Vitro ヒト歯根膜様組織に対し矯正力をシミュレートした負荷をかけても、細胞

の形態学的な変化やアポトーシスは認められないことが分かった。一方、負荷の大きさおよび負荷の

期間により遺伝子発現の変化を認め、矯正力の生体反応を In Vitroでシミュレートできることが示唆さ

れた。 

 以上のことから、In Vitro ヒト歯根膜様組織に荷重を負荷することによって矯正力を In Vitroでシミュ

レートできる可能性を認めた点において、本論文は博士(歯学)の学位を授与するに値すると判定した。  


