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キーワ ード　 ヒ ト歯根膜細胞，持続的圧縮力，熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 　メ カ ニ カ ル ス トレ ス

細 胞 に 化学 物 質 もし くは物 理 的 な刺激な ど の ス ト レ ス

が 作用 す る と，そ れ に 対す る適 応機構や 生体 防御機 構 と

して 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク質 （HSP ）が 産生 され る．　 HSP

は，さ ま ざ ま な 細胞 に お い て各 種 ス トレ ス に よ り産生 が

促 進 さ れ る こ とが 知 られ て い る．本研究 は，矯 正治療 に

お け る 歯の 移動 時 に重 要 な役割 を演 じて い る思 わ れ る ヒ

ト歯根膜 由来線維芽細胞様細胞 （HPLF ） に 対 して持 続

的圧縮 力 （CACF ）を負荷 し，細胞 の タ ン パ ク 質の 産生，

特 に IISP の 産生 に どの よ う な影響 を及 ぼす の か に つ い

て 研 究 し，以
．
ドの 結 果 を得 た．

　 1．HPLF は，191cm2 の 持 続 的圧 縮 力 を 24時間負荷

した時 に 最 も高 い ア ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ 活 性 を示

した．

　 2．HPLF に CACF を 負荷 し て 細胞 の タ ン パ ク 質 の

発 現 を SDS−PAGE で 解析 し た 結 果，分 子 量 30〜100

kDa の タ ン パ ク質産 生 の促進 が 認 め られ た．

　 3．ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ り，CACF は HPLF

の HSP 　60，70，
90 の 産 生 を促 進 さ せ る こ とが 示 さ れ た ．

CACF を負 荷 し な か っ た 群 と比 較 し て，そ れぞ れ の タ ン

パ ク 質 の 産 生量 は約 6，8倍，約 1、7倍，約 5．8 倍 と な っ

た．

　 以 上 の 結 果 か ら，IIPLF に CACF を負 荷 さ せ る と，細

胞内 タ ン パ ク 質の 産 生 に 変 化 が 見 られ る こ と が わ か っ

た ．そ の 巾で も HSP 　60，70，90 の 産 生が 促 進 さ れ，こ れ

らが メ カ ニ カ ル ス トレ ス に 対 し，歯 根膜線維芽細胞 の 生

体防 御機構 と し て の 役 割 を担 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ

た．

　　　　　　　 （日矯 歯 誌 　56 （5）：296 〜302 ，199 ア）

　 Loading　of　continuously 　apPlied

　　compressive 　force　enhances

　production 　of　heat　shock 　protein

60， 70and 　90　in　human 　periodontal
Iigament−derived　fibroblast−like　cells

　Heat　shock 　protein（HSP ）is　produced 　by 　var め us

types 　of　cells ．　Exposure 　of 　the　stresses 　such 　as 　chemi ・

cals 　 or　physical　 stimulatioll 　 etc ．　 enhances 　HSP 　pro．

duction，　and 　thcy 　can 　function　on 　cells 　to　adapt 　to　or

protect 　them 　from　such 　stresses 、　In　orthod 〔）ntic 　treat．

mcnt ，　periodontal 　ligarnent　cells 　play　important　roles

durjng　to（，th　m ぐ，vement ．　In　this　study ，　 we 　 exarnined

the　 effect 　of 　cont ［nuously 　 apPlied 　cornpressive 　force

（CACF ），that　are　thought 　as 　an 　optimal 　 orthodontic

force，（，n 　HSP 　production 　in　humall 　periodontal　liga・

ment
−derived　fibroblast−like　 cells （HPLF ） in　 vitro ．

The 　results 　 obtained 　 were 　 as 　f〔〕llows ：

　 1．Alkaline 　phosphatase　 actMty 　in　HPLF 　 was

shc ）wn 　as 　the　highest 　levcl　wherl 　cultured 　for　24　hours

under 　CACF 　of 　l　g／cm2 ．

　 2．Thirty　t〔，　one 　hundred　kDa 　illtracellular　protein

production　were 　enhanced 　by　the　I（，ading 　of 　CACF （l

g／cm2 ） on 　HPLF 　as 　compared 　to　that　in　non −．10ading

groups　using 　SDS 　PAGE ．

　 3 ．“「estern 　blot　analysis 　demonstrated　that　CACF

（19／cm2 ）loading　enhanced 　the　production 　of 　IISP60

（apProx ．6，8−fold），70（apProx ．1，7−fold）alld 　90　（ap
−

prox ．5．8　fold）　compared 　to　llc｝n −loading　groups ・

　 These　data　de ［nonstrate 　that　CACF 　kエading

enhallces 　the　intracellular　protein　productioi1，　such 　as

HSP60 ，70，　and 　gO，　ill　HPLF ，　and 　may 　shed 　llew 　light

on 　 our 　understanding 　of 　the　cellular 　mechallism 　dur・
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ing　orthQdontic 　tooth 　rnovement ． （J．Jpn，　Orthod，　Soc．56（5）：296 〜302 ，1997）

緒 言

　歯 科 矯 正 治 療 は，歯 に 最 適 な 矯 正 力 を 負荷 す る こ と

に よ り迅速，安 全 か つ 確実 に 歯 を移動 させ て ，個体 に

とっ て最 適 な咬合 を確立 す る こ と を 目的 と して い る．

周知 の と お り，歯 の 移動 に は ，歯槽骨 や 歯根膜 を構成

す る細 胞 が 深 く関与 し て い る が ，中 で も，歯根膜 は 矯

正 力 に よ る 歯 の 移動 を考え る上 で き わ め て 重要 で ある

こ と か ら，歯根膜 を 構成 す る細胞 に 対 す る メ カ ニ カ ル

ス ト レ ス の 影響 を検索す る こ と は，歯 の 移動 の メ カ ニ

ズ ム を 知 る た め に 必 要 不 可欠 で あ る ．つ ま り，歯根膜

は メ カ ニ カ ル ス トレ ス に よ っ て 刺激 を受 け て い る に も

か か わ ら ず歯 の 移勤 に 関与 し て い る．こ れ は，ス トレ

ス に よ っ て 産 生 され る タ ン パ ク質 に な ん らか の 関与 を

し て い る の で は な い か と考 え られ る．

　
一

般 に は，細胞 に 熱や 化学物質 も し くは 物理学的 な

刺激 な ど の ス ト レ ス が 作 用 す る と，そ れ に 対 す る適応

機構や 生体防御機構 と し て ス トレ ス タ ン パ ク 質 と 呼 ば

れ る タ ン パ ク 質が 細胞内 に 産 生 さ れ る．熱 シ ョ ッ ク タ

ン パ ク質 ［Heat 　shock 　protein （以下 HSP と 略す）］

は ，さ ま ざ ま な 細胞 に お い て 各種 ス トレ ス に よ り産生

が 促進 さ れ る こ とが 知 られ て い る
1−’1）．そ こ で 本研究

は，ヒ ト歯根膜由来線維芽細胞様細胞 ［Human 　 per−

iodontal　ligament −derived　fibroblast−like　 cells （以

下，HPLF と略す）］に 対 し て メ カ ニ カ ル ス トレ ス と し

て 持続的圧 縮力 ［Continuously　Applied 　Compressive

Force （以
’
ド，　 CACF と 略す 〉］を 負荷 し細胞 内 タ ン パ

ク 質の 産生，特 に HSP の 産生 に ど の よ うな 影響 を 及

ぼ す の か に つ い て 研究 し た．

材料 な らび に方法

／
一鉛 片 　。

　 　 　 チ ユ
ーフ

セ ル デ ィ ス ク

ヒ ト歯根 膜 由来

維 芽細 胞様 細胞

　　　　　　　　　　　　　　 （HPLF ）

　　　　 図 1 持続 的圧 縮力 の 加圧 方 法

　1× 10，，個 の ヒ ト歯根膜由来線維芽細 胞 様 細 胞

（HPLF ） を ドロ ッ プ イ ノ キ ュ レ
ー

シ ョ ン に て播種

し，HPLF 上 に 24時間，直径 30　mm の セ ル デ ィ ス

ク を置 き，その 上 に プ ラス チ ッ ク製の チ ュ
ーブ，プ

ラ ス チ ッ クシ ャ
ーレ の 上 蓋 を載せ ，さ ら に そ の 上 に

負荷物 と して鉛 片 を載 せ た、

培養器 （Forma 　Scientific　Incorporated，　Ohio，
　U ．　S，

A，） を用 い て 5 ％ CO2／95％air の環境下 で 培養 した，

3週間後，組織片 よ りア ウ トグ ロ
ー

ス した細胞 を トリ

プ シ ン 処理 し継代を 続 け HPLF と した ．　HPLF は ， 継

代 4 〜 6 代 の 細胞 を実験 に 用 い た ．

ll．　 CACF の 加圧方法

　CACF は，直径 35　 mm の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ーレ に

1× 105個 の HPLF を ド ロ ッ プ イ ノ キ ュ レ ーシ ョ ン し

た．HPLF が コ ン フル エ ン トに な っ て か ら Brunnette

ら
5｝

の 方法 に 準拠 して 負荷 した （図 1）．ま ず，コ ン フ

ル エ ン トの IIPLF ．L に 直径 30　mm の セ ル デ ィ ス ク

（住友 べ
一

ク ラ イ ト社 ， 東京 〉 を 載せ た ．こ の 状 態 を

CACF の 負荷 して い な い 状態 と し た ，さ ら に ，そ の 上

に プ ラ ス チ ッ ク チ ュ
ーブ ， プ ラ ス チ ッ ク シ ャ

ーレ の 上

蓋 ，負荷物 （鉛） を 図 1 の よ うに 載 せ る こ と に よ り

CACF を負荷 し た．圧縮力 の 大 き さ は プ ラ ス チ ッ ク

シ ャ
ーレ の 上 蓋 ，プ ラ ス チ ッ ク チ ュ

ーブ，負荷物 の 重

量 の 合計 と し た．

1 ．細胞な らび に 培養方法

　実験 に 用 い た ヒ ト歯根膜由来線維芽細胞様

　細胞 （HPLF ）は ll〜14歳 の 矯 正 患 者 よ り矯正 治療

の た め に 抜 去 さ れ た 健 全 な小 臼歯 か ら Somerrnan

ら
4 ）
の 方法 に よ り採取 した．まず，抜去 され た 小 臼歯 を

リ ン 酸緩衝液 ［PBS （
一
），0．14　M 　NaCl ，3mM 　KCI，

8　mM 　Na2HPO 、，1mM 　KH ，PO 、，　 pH 　7．4，日水製薬

社，東京］で 洗浄 し可及的 に 血液 を除去 し た．っ い で ，

他 の 組織 の 混 入 を防 ぐ た め に 歯根 の 中央部 1／3か ら歯

根膜 の 組織片 を採取 し た．そ の 組織片を 1mm 角の 大

き さ に 切 断 し，2｛〕％ ウ シ 胎仔 血 清 （FCS ；HyCl 〔me

Laboratories 　lncorporated ，　Utah，　U ．　S．A ，）50 μg ／ml

ア ス コ ル ビ ン 酸，50単位／ml ペ ニ シ リ ン ，500μg！ml

ス トレ プ トマ イ シ ン 添加ダル ベ ッ コ 改変イ
ーグル 最 小

培養液 （DMEM ；Grand　Island　 BiolQgical　Corpora −

tion ，　New 　York ，　 U ．　S．　A ．）中で 37℃ ， 5 ％炭酸 ガ ス

1［LCACF の ヒ ト歯 根 膜 由来線維 芽 細 胞 様 細 胞

　　（HPLF ）の ア ル カ リ フ ァ ス フ ァ タ
ーゼ 活 性

　　 （ALPase 活性）

　ALPase 活性 は，　 Lowry ら
6）
の 方法 に 準 じて 測定 し

た ．HPLF に CACF を 負荷 し 24時間培養 した 後，細

胞層 を PBS （
一
） で 洗浄 し，ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ター

ゼ抽出液 （10　mM 　Tris−HCI，0．2　mM 　MgC12 ，〔）．1％

Nonidet　P−40，　 pH 　7．4）を加 え上 清 を ア ル カ リ フ ォ ス

フ ァ タ
ーゼ 測定 の た め抽 出液 と した．反応 は，O．lml

の 抽出液を 16mM 　p ニ ト ロ フ ェ ニ ル ポ ス フ ェ
ート

（p
−NPP ）と 0．4　mM 　MgCl2 を含 む AMP バ ッ フ ァ

ー

（0．4ml）に 添加 し 37℃ ， 1 時間，イ ン キ ュ ベ ートし て

行 っ た．反応 は ， O．25ml の 0．25MNaOH を反応液

に 添 加 して 停止 させ た．生成 さ れ た p
一ニ トロ フ ェ ノー

ル （p
−
nitrophenol ；pNP ） を 分光光度計 （UV160 ，

島津製作所，京都〉を用 い て 410nm の 波長 で 測定 し

N 工工
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　　　　　 continuously　ApPlied 　cornpressive 　Force （91cm2）

　図 2 維 持 的 圧 縮力が HPLF の ア ル カ リフ ォ ス フ ァ タ
ーゼ活

　　　　 性 に 対 す る影 響

　　24時 間，ヒ ト歯根 膜 由来 線維芽細胞様 細胞 （HPLK ）に 0，

　 L5 ，10，209／cm2 の 持続的圧縮力を 負荷 しア ル カ リフ ォ ス フ ァ

　 ターゼ活性 を測定 し た．（N ＝7，mean ＋ S．　D ＞

　 また，ALPase 活 性 の 酵素活性は 1時 間 当 た り 1 μ mo1 の pNP

　 を生成す る酵素量 を 1　unit と し た．

た．な お ，標準液 に は p ニ トロ フ ェ ノール 　（Sigma

Chemical　Company ，　Missouri，U ．　S．　A ．）を使 用 した．

ALPase 活性 は 1時間当 た り 1μ mol の p
−NP と し て

求 め た ．また，ALPase の 値 と比較す る に 当た っ て は

total　protein あ た りの 量 と比較した．

IV，細胞内タ ンパ ク 質の 解析

　細胞内タ ン パ ク質 は，Laemmli7〕の 方法 に 準 じて 抽

出 し SDS 一
ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動 　 （SDS −

PAGE ）に よ り解析 した．まず，　 CACF を 24 時間負荷

した 細胞 層を 20mM リ ン 酸バ ッ フ ァ
ー （pH 　7．4＞ で

2 回洗浄 し，lml の 20　mM 　NaK −PO 、 （pH 　7，4）の 存

在下 で ラ バ ーポ リス マ ン を用 い て 回 収 した．回収 した

細胞の 浮遊液 は，氷冷下 で ホ モ ジ ナ イ ズ し細 胞 を破壊

した． こ の 細胞破壊液 は，サ ン プル バ ッ フ ァ
ー

（0．25

MTris −HCI ，　pH 　6．8，10％ SDS ，
　O．5MDTT ，0，5％

Bromophenol　blue，50％ GlycerQD と混 ぜ て 95℃ で

3分間熱処理 し，10 μg を各試料 と した ．電気泳動 は，

0．1％ SDS 含有 12％ ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を 用 い ，

0．1％SDS 含有 25　mM 　 Tris一  ．19M 　 glycine 緩衝 液

（pH 　8．3＞ を泳動液 と して ゲ ル 1枚 に つ き 25　mA （定

電流）で 行 っ た．泳 動終了 後，ク マ シ
ーブ リ リア ン ト

ブ ル
ー

（和光純rs．T一業社，大 阪 ） で 染色 し 泳動 パ タ
ー

ン を解析 し た ，

Dasse】，　Germany） に 電極間距 離 1cm 当 た り 7V の

定電 圧 で 転写 した．タ ン パ ク質 を転写 し た ニ トロ セ ル

ロ ー
ス 膜は，1 ％ BSA −TBST2 （50　mM 　 Tris−HCI，

2001nM 　NaCl，  ．05％ Tween 　20，　pH 　7．6）で 1時 間 ブ

ロ ッ キ ン グ した後 に 1次抗体 （抗 IISP60 ，70，90）を

1 時間反 応 さ せ た ． 1 次抗体 は 抗 HSP60 　（Mono ・

clQnal 　Anti−Heat　Shock　 Protein　60　Clone　LK −2 ：

Sigma　Chemica1 　Company ，　Missouri，　U 　S，　A ．），抗

HSP70 （Clone　BRM 　 22），抗 HSP90 （Clone　AC −16）

を用 い た ． 1次抗体 を反 応 させ た 後 に ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜 を TBST2 で 洗浄 し た 後，ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ

ターゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG 　（AP 一
抗 mIgG ：Sigma

Chemical　Company ，　Missouri，　 U．　S，　A ，） を作 用 さ せ

た ．そ の 膜 は Tris　buffered　saline （10　mM 　Tris−HCI ，

150　mM 　NaCl 　，　pH 　7．4）で 洗 浄 後 に substrate 　buffer

（100mM 　Tris−IICI，100　mM 　NaCl ，50　mM 　MgCl2 ，

pH 　9 ．5） に 置換 した．そ の 後，　 NBT （nitroblue 　tetr−

azolium 　chloride ，　Grand　Island　Biological　Corpora・

tion，　 New 　York ，　 U．　S．　A ．〉 と BCIP 　（5−bromo −4−

chloride
−3−jndolyphosphate　p

−toluidine　salt ，　Grand

Island　Biologica】Corporation ，　New 　York，　U ．　S．　A ，）

を反 応 さ せ HSP の タ ン パ ク質バ ン ドを検出 した，

結 果

V ．熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク質の 解析

　熱 シ ョ ッ ク タ ンパ ク 質 の 産 生 の 解析 に は，ウ ェ ス タ

ン 解析 （Western　Blot　analysis ）に よ り行 っ た ．す な

わ ち ，細胞内 タ ンパ ク 質 を ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で

分 画 し ニ ト ロ セ ル ロ ース 膜 　（CELLULOSE

NITRATE ，　BA85 −O．45 μ m ，　Schleicher＆ Schしie ］1，

1 ，CACF が 匕 ト歯 根膜 由 来 線維芽細胞 様 細 胞

　　（HPLF ）の AI．Pase 活性 に 及ぼす影響

　HPLF に （），　 L　5，10，20　g／cm2 の CACF を負荷 し

た 結果，HPLF の ALPase 活性 は 1g ／cm2 の CACF

を 負荷 した群 に お い て 最 も著明 に 上昇 し た （図 2 ）．ま

た，ALPase 活性 の 酵素活性 は 1時間 当た り 1 μmol
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一Eleotronio 　Library 　



Japanese Orthodontic Society

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Orthodontio 　Sooiety

持続 的圧縮 力は ヒ ト歯根膜 由来線維芽細胞様細胞 に お い て熱シ ョ ッ ク タンパ ク質 60，70、90 の 産生 を促進 す る　　299

の pNP を 生 成す る 酵素 量 を 1unitと し て 表 し ま し

た ．

II．　 CACF が HPLF の タ ン パ ク質の 産生 に与える影

　　響

　HPLF に 1　g ／cm2 の CACF を 24 時間負荷 して 細

胞内 タ ン パ ク質
．
の 産生 の 変化 を調 べ た 結果，CACF を

負荷 さ せ る こ と に よ り細胞内タ ン パ ク 質の 産生が 促進

して い る こ と が 伺 え た．特 に ，30kDa −100　kDa 付近 で

バ ン ドの 増強 が み られ た （図 3）．そ の 中で も，特 に 60，
70，90kDa 付近 の タ ン パ ク 質 の 産 生 の 促 進 が 著明 で

あ っ た．

HL　 HPLF の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク質 （HSP ）の 産生 に

　　対す る CACF の 影響

　1g／cm2 の CACF を 24 時 間負荷 し HPLF か ら 抽

出 した タ ン パ ク 質 に 対 し て HSP 　60，70，90 に 対 す る抗

体 を 用 い て ウ ェ ス タ ン 解析 を行 っ た．そ の 結果，CACF

の 負荷 に よ り HPLF の HSP 　60，　 HSP 　70，　 IISP9〔〕の

産生の 促進 が 認 め られ た ．ま た ，CACF を 負荷 しな い

時 に お い て も認 め られ た．そ れ らの 産 生 は，CACF を

負荷 し な か っ た 群 に 対 し て そ れ ぞ れ 約 6．8 倍，約 1．7

倍，約 5．8 倍 に 促進 さ れ て い た （図 4）．

考 察

　歯科矯正 治療 は，歯 に 最適 な 矯正 力 と考 え られ て い

る持続 的な 弱 い 力 を与 え る こ と に よ り効率良 く歯槽骨

や 歯根膜 を構成す る細胞 を活性化 ま た は不 活 性化 し，

97．4K一

66K一

45K 一

31K一

21．5K一

14，5K 一

0 1．0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CACF
　　　　　　　　　　　　（9／cm2 ）

図 3 持続的圧 縮力 （CACF ）が HPLF の タ ン パ ク 質産

　　　生 に 対する 影響

　 ヒ ト歯根 膜 由来線維芽 細 胞 様 細 胞 （HPLF ）に 24 時

間，持続的圧 縮力 （Og ／cm2 ，19／cmZ ） を負荷 し抽 出 し

た タ ンパ ク質 （10 μg）を 12％ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル

に て 25mA で 2 時間，電気泳動を行 っ た．
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　　　　　　　　　　　　　 Contirluously　applied 　compressive 　force （g／cm2 ＞

　　　　　　図 4 持 続 的圧 縮 力 （CACF ）が HPLF の 熱シ ョ ッ ク タ ン パ ク質 に 与 え る影 響

　上 段 は ヒ ト歯 根 膜 由 来線 維芽 細胞様細胞 （HPLF ）に 24時間，持続的縮力 （O　g／cm2 ， 19 ／cm2 ）を負荷 し

HSP60 ，　HSP70 ，
　HSPge の 抗体 を用 い た ウ ェ ス タン 解析 （10 μg／タ ン パ ク 質 を 22．5mA ，1時間転 写 した）

を示 す．下段 は HPLF に 24時 間，持 続 的 圧縮 力 （O　g／cm2 ，1g ／cm2 ） を 負荷 した時 の タ ン パ ク質 産 生 の 比

較 を示 す．（n ＝5，mean ± S．　D ．）
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す み や か に か つ 安全確実 に 歯を個体 に とっ て 最
．
適 な 位

置 へ 移動 させ る こ と を 目 的 と して い る．そ の 実現 の た

め に は，歯 の 移動 に 関わ っ て い る 細胞 の 矯 正 力 に 対す

る 生化学的 もし くは 分子 生物学的 な解析が 必 要 不可欠

で あ る．ま た，矯 正 力 に よ っ て 歯根膜 が ど の よ うに 反

応 し て い る の か 細胞内刺激伝達経路 を調 べ る 目 的で 細

胞内 タ ン パ ク質 の 産 生 を調 べ る 必要 が あ る．そ こ で ，

本研究 は，CACF を負荷す る こ と に よ り，培養 した ヒ

ト歯根膜 線維芽細胞様細胞 （human 　periodontal 　liga．

ment
−derived　 fibroblast−like　 cells ；HPLF ） の タ ン

パ ク質 の 産生 が どの よ う に 変化 す る か に つ い て 解析 し

た．

　In　 vitrv で 培養細胞 に 対 して 矯正 力 を 再現 す るた め

に 今 ま で に さ ま ざ ま な方法 が 試み られ て き た．代表的

なもの と して は，伸展力
昼 〕，静水肥 〕，遠 心 力

1°）を利 用

した 方 法 な どが あ る．しか し，どの 方法 も
一

長
一

短 で

あ り，矯正力 の 再現 とい う に は多少 な り と も問題 が あ

る 方 法 で あ っ た．本研究 で は，そ の 中 で も臨床的 に 用

い られ る矯正力 に近 い 状態 を．再現 し て い る と思 わ れ る

方 法
25 ｝と して ， 図 1の よ う に 細胞層上 に 負荷物 を載 せ

る こ と に よ り HPLF に CACF を負荷す る こ と に し

た．IIPLF は ， 線維芽細胞 と類似 した 形態 を示す．一

方 で ，in　 vitro に お い て 石灰物形成能 を示 し
26
線 維芽

細胞 と比 較 し て高い ALPase 活性 を も ち 骨芽細 胞 に

近 い 細胞 で あ る と考 え られ て い る．そ こ で，IIPLF の

ALPase 活性 を 最 も、ヒ昇 さ せ た CACF （1　g／cm2 ） を

メ カ ニ カ ル ス トレ ス に 対 して 高 い 反 応 を示 す 状態 と し

て，HPLF の タ ン パ ク質 の 産 生 に 対 す る影響 を解析 し

た．そ の 結果，HPLF に 1g ／cm2 の CACF を負荷す る

こ と に よ り，30か ら 1 OkDa の タ ン パ ク 質 の 産生 が 促

進 され る こ と が わ か っ た．メ カ ニ カ ル ス トレ ス の 負荷

に よ り，骨芽細胞 で は イ ン ター
ロ イ キ ン 1 や プ ロ ス タ

グ ラ ン ジ ン E ， の 産生 が 促進 し，さ ら に 1kDa 以 下 や

5 か ら 20kDa お よ び 50か ら 60　kDa の タ ン パ ク 質 の

産 生 が 促進 さ れ る こ と が 報告 さ れ て い る
11”15 〕．こ れ ら

の 分子 量 と HPLF に お い て 産 生 が 促進 さ れ た タ ン パ

ク 質 の 分子量 は 必ず し も
一

致 し な か っ た ．こ の こ と か

ら，メ カ ニ カ ル ス トレ ス の タ ン パ ク質産生 に 対 す る 反

応 の 少 な くと も
一

部 は ，骨芽細胞 と HPLF で 異 な る も

の と考 え られ る．

　
一

般 に，細胞 が ス トレ ス に 曝 され る と，そ の ス トレ

ス に よ り破壊や 変性され た タ ン パ ク 質 の 再 生 の た め に

熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （heat　 shock 　protein ；HSP ）

の 産生 が 促進 さ れ る．そ れ だ け で な く， 最近 は ス ト レ

ス 下 だ けで な く非 ス トレ ス 下 に お い て も HSP が 分子

シ ャ ペ ロ ン と して タ ン パ ク 質 の 折 り畳 み や 会合状態 を

制 御 し て い る こ と が 知 ら れ て い る
IC’−19 〕．そ こ で ，

HPLF に お け る CACF を 負荷 し た 時 と し な い 時 の

HSP の 産 生 に つ い て 調 べ た ．そ の 結果，　CACF を負荷

す る こ とに よ り HSP60 ，70，90 の 産 生 に 促 進 が み ら

れ，特 に HSP 　60 と 90で 著明 で あ っ た．こ れ らの 産生

は CACF を 負荷 しな い 際 に も存在 して い た．

　 HSP は ，そ の 種類 に よ っ て 細胞内 に お け る 役割 が 異

な る．本研 究 に お い て 著 明 に 産 生 が 促 進 さ れ た

IISP　60 は，ス トレ ス に 対 す る 防御機構 に お い て 重 要

な役割を担 うこ と が 知 られ て い る
16− 1’J〕．過度 の 矯正力

を歯に 与えた 時 に 圧 迫側 で 硝子 様変性 が 起 こ る ．こ れ

に 対 し て ，最適 な 矯正 力 を与 え た 時 に は ，圧迫側 で そ

の よ う な極度の 病理学的な組織変化は み られ な い も の

の ，歯根膜組織 は 貧血 な ど を起 こ す こ と が 知 られ て い

る．HPLF に お い て ，　HSP 　60の 産生 が 促 進 さ れ た こ と

は，す み や か で 安全確実 な歯 の 移動 を実現す る た め の

矯正力 で あ っ て も，歯 の 周囲の 組織 に 少 な か らず ス ト

レ ス を 与 え，そ の ス トレ ス に よ りタ ン パ ク 質 の 破壊 や

変性 が 起 きて い る こ と を裏付 け る もの な の か も しれ な

い ，そ うで あ る とす れ ば，た と え最適 な 矯正 力 とい わ

れ る よ うな弱 い 矯正力で あ っ て も，歯 の 周囲の 組織 に

お け る
．
変化 を念頭 に 置 き，治療 に 当た り細心 の 注意 を

すべ きで あ る．

　 HSP6   に 対 して HSP 　70 は ス トレ ス に よ り変性 さ

れ た タ ン パ ク 質 を感知す る セ ン サ
ー

と し て働 くこ と が

知 られ て い る
16・2°一’23 ）．本研究 に お い て ，IISP7〔〕は，

HSP 　6〔1や 90 と 比較 す る と CACF に 対 す る 産生 の 促

進 は 少量 で あ っ た．本研究 で は，HPLF の CACF を 24

時間負荷す る と い う条件 に 固定 した た め，IISP7 〔〕の

産 生 の 促進 が あ ま りみ られ な か っ た．こ の 点 を明 らか

に す る た め に 今後，経時的な産生量 の 変化 に つ い て 調

べ る必 要 が あ る、い ず れ に し て も，HPLF に お い て

HSP 　7  が メ カ ニ カ ル ス トレ ス に よ っ て 変性 され た タ

ン パ ク質 の セ ン サーとな るか ど うか は き わ め て 興味深

い ．

　 IISP　60や 70 に 対 し て HSP 　90 に お け る 重 要 な 働

きの 1 つ は，さ ま ざま な タ ン パ ク質 や 物質
．
との 相互作

用 で あ る．特 に HPLF に お い て 注目すべ き は，カ ル シ

ウ ム と の 結合能 で あ る．HPLF に メ カ ニ カ ル ス ト レ ス

を負荷す る と い う こ とは，歯 に 矯 正 力 を与 え た 時の 圧

迫側 を再現す る こ と に な る．通常，圧迫側 で は 骨形成

が 抑制 さ れ骨 吸 収 が 促 進 す る．本研究で は，メ カニ カ

ル ス トレ ス を負荷す る こ と に よ り HPLF の ALPase

活性が 上 昇 し IISP の 産 生 が著明 に 促 進 さ れ た．こ の

結果 は，in　 vivo で の 圧迫側 で み られ る 結果 と は反対

に，メ カニ カ ル ス トレ ス に よ り HPLF が よ り骨芽細胞

に 近 い 性質 に な り骨形成を行 うよ うに も解釈 で き る、

また ，HSP 　90が カ ル シ ウ ム と結合 す る こ と に よ り カ

ル シ ウ ム 依存性 の シ グナ ル 伝達 の 抑制 や 何 らか の 細胞

内 シ グナ ル 伝達 の 制御 を行 う こ と に よ り骨形成 の 促進

を抑 え て い る 可能性 も考え られ る．そ の た め，本研究

の 結 果 が in　 vivo で の 圧 迫側 で み られ る結果 と
一
概 に

一致 しな い と は断定 で き な い ．

　 本研究 で は，HPLF に お い て メ カ ニ カ ル ス トレ ス を

負荷 しな い 状態 に お い て も HSP 　60，70 お よ び 90 の 産

生 が 認 め られ た．こ れ ら は，メ カ ニ カ ル ス ト レ ス 負荷

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Orthodontic Society

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Orthodontio 　Sooiety

持続 的圧縮 力は ヒ ト歯根膜 由来線維 芽細胞様細胞 に お い て熱シ ョ ッ クタ ン パ ク質 60．70，90の 産 生 を促 進 す る　　301

時 の HSP とは 異 な り細胞 が 生存 して い くた め，も し

くは ，通常 の 機能 を 発 現 す る 上 で 重要 な役割を担 う も

の と 考 え られ る．他の 細胞 と同様 に ，HPLF に お い て

も HSP は 他 の タ ン パ ク 質 と の 相 互 作用 と い う点 に お

い て 分子 シ ャ ペ ロ ン と して 重 要 な機能 を担 っ て い る と

考 え られ る
16’25｝，

　
一

般的 に，分 子 シ ャ ペ ロ ン とは ， 細胞 が ス トレ ス に

対 応 す る た め に 細胞 内 に ス ト レ ス タ ン パ ク 質 を作 り，

防御機構 と して タ ン パ ク 質の 折 り畳 み や 会 合状態 を制

御 し て 構 造 体 の 形 成 を 助 け て い る 因子 と い わ れ て い

る．歯根膜．線維芽細胞 の メ カ ニ カ ル ス ト レ ス に 対 す る

反 応 を生 化 学 的 ・分 子 生 物 学 的 に 解明 して い く こ と は ，

矯正 治療 に お い て 歯 の 移 動 を 行 う際 の 歯根膜．の 役割を

知 る 上 で き わ め て 重 要 とい え る．今後 HSP だ け で な

く，歯根膜線維芽細胞 に お い て メ カ ニ カ ル ス ト レ ス に

よ り発 現 が 促 進 も し くは 抑 制 され る タ ン パ ク 質
．
や 遺 伝

子 を 明 らか に し て い く こ と は ，よ り迅 速 か つ 安 全 で 確

実 な 矯 正 治 療 を実 現 し て い くう えで 必 要 不 可 欠 で あ ろ

う．

結 論

　矯 正 治 療 に よ り 必要抜去 し た 健全 な 小 臼 歯由来 の ヒ

ト歯根膜 由来線維 芽 細 胞 様 細 胞 （HPLF ） を 培 養 し，

CACF が 及 ぼ す 影響 を細胞 内 タ ン パ ク 質 の 産生 を解

析 す る こ と に よ り検 討 した ．

　 そ の 結果，

　 1 ）HPLF は CACF を 1g／cm2 で 24 時 間 負 荷 し

た 時 に 最 も高 い ALPase 活性 を 示 し た ．

　 2 ） HPLF に CACF を負 荷 し て 細 胞 内 タ ン パ ク 質

の 発 現 を SDS −PAGE で 解析 し た 結果，30〜100　kDa

の タ ンパ ク 質
．
の 産 生 の 促 進 が 認 め られ た．

　 3 ） HPLF に お け る CACF の HSP 　60，　 HSP 　70，
HSP 　90 の 産 生 に 対 す る 影．響 を ウ ェ ス タ ン 解析 を用 い

て 検 討 し た と こ ろ，HSP 　6〔〕，　 IISP 　70，　 HSP 　90 の 産生

が 促進 さ れ た．産生 の 促 進 は CACF を 負 荷 しな か っ た

群 に 対 し て そ れ ぞ れ 約 6．8 倍，約 1．7 倍，約 5．8倍 で

あ っ た ．

　 以 上 の 結果 よ り，ヒ ト
．
歯根膜 由来線維芽細胞様細胞

に お い て CACF を 負荷 す る こ と に よ り細 胞 内 タ ン パ

ク 質 の 産 生 に 変化 が み ら れ る こ と が わ か っ た ．特 に そ

の 中で も HSP 　60，70，90の 産 生 が 促 進 さ れ，　HPLF に

お い て ，こ れ らが メ カ ニ カ ル ス ト レ ス に 対 し 重 要 な 役

割 を担 っ て い る こ と が 示 唆 され た．
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