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機械的刺激が歯根膜線維芽細胞に及ぼす影響

学位論文内容の要旨

  緒言

  歯根膜は咬合と密接に関係し，歯根膜を構成する線維芽細胞の機能も他の部

位のものとは異なっていることが示されている．咬合している歯の歯根膜は，

線維の機能的配列が見られるが，咬合を喪失した歯の歯根膜は，コラーゲン線

維の減少や線維の微細化といった変化が観察される，歯根膜組織の維持には歯

根膜を構成する主要な基質であるI型コラーゲンの産生が重要であり，咬合カ

の喪失による機械的刺激を受けなくなった歯根膜線維芽細胞のI型コラーゲン

の産生が減少することが関与しているものと思われるが，細胞レベルでの機械

的刺激に対する反応の詳細は不明である．

  インテグリンはa．ロのサブユニットからたり，活性化されたインテグリン

の細胞外ドメインは細胞外基質(ECM)の受容体として機能する．ECMとの結

合により細胞内ドメインは細胞骨格タンパクと接着斑を形成し，結合タンパク

のりン酸化によって種カの細胞内シグナル伝達を行うことが示されている．

Focal Adhesion Kinase (FAK)はインテグリンの蔘流にあるアダプタPタンパク

で，インテグリンからの情報を伝達する上で重要な役割を担っている・

  心筋や血管平滑筋といった機械的刺激にさらされている組織の細胞では，刺

激応答する際にインテグリンから情報伝達が開始され，その下流の情報伝達経

路にMitogen Activating Protein Kinase (MAPK)が関与していることが示唆され

ている．しかし，咬合圧により恒常的に機械的刺激にさらされている歯根膜線

維芽細胞における細胞接着の重要性およびMAPK経路の役割にっいては不明な

点が多い・

  MAPKのーっであるp38は，炎症やストレスによって活性化されることが知ら

れているが，近年このような炎症反応やストレスへの関与以外にも細胞にとっ

て重要な機能を有していることが明らかとなってきた．

  本研究は，ヒト歯肉線維芽細胞とヒト歯根膜線維芽細胞に伸展刺激を加える

ことによって人工的な咬合カを付加した際のインテグリンを主体とした細胞接

着因子の下流にあるFAK，p38とI型コラーゲンの発現の変化にっいて検索し，

歯根膜細胞の機能の発現におよぼす機械的ストレスの影響について検討した，



  方法および結果

  矯正治療のため抜去された健全歯歯根膜より培養した歯根膜線維芽細胞と株

化されたヒト歯肉線維芽細胞(GINI）を通法に従い培養し，歯根膜線維芽細胞

とGIN1をI型コラーゲンでコーティングされたシリコン製の底からなる6穴デ

イッシュに1X l06個まき，伸展刺激を行わない対照群と細胞伸展装置にて伸

展培養を行った実験群から細胞を回収し、タンパクを抽出した．抽出した10llg

のタンパクをSDSぺージ電気泳動後，I型コラーゲン，FAK，p38に対する一次

抗体を用いたウェスタンブロットを行った．検出されたバンドはイメージ・ア

ナライザーにより発現量の定量を行った．

  ヒト歯肉線維芽細胞とヒト歯根膜線維芽細胞のI型コラーゲンの発現をウエ

スタンプロッティングにより検索した結果，いずれの細胞も155kDaのI型プロ

コラーゲンを発現していた．これらの細胞に伸展刺激を加えると，歯肉線維芽

細胞では発現に顕著な差はみられなかったが，歯根膜線維芽細胞では1．8倍とな

り，その発現が有意に増強した．

  次に伸展刺激によってヒト歯根膜線維芽細胞のFAKが活性化するかどうかを
抗FAK抗体および活性型を特異的に認識する抗リン酸化FAK抗体を用いたウエス

タンブロッティングで確認した．ヒト歯根膜線芽細胞に伸展刺激を加えること

によって，FAKの発現量は変化しなかったが，リン酸化FAKは1．8倍の増加が見ら

れ ， 伸 展 刺 激 に よ り FAKが 活 性 化 す る こ と が 明 ら か と な っ た ．
  さらに抗p38抗体および活性型p38を特異的に認識する抗リン酸化p38抗体を

用いて，伸展刺激がp38の発現およぴ活性の変イはこ影響を与えるかをウエスタン

ブロッティングにより検索した.p38の発現は実験群と対照群に顕著な差は見ら

れなかったが，リン酸化p38は対照群に対し実験群で2．4倍に発現が増加し，ヒト

歯根膜線維芽細胞においては伸展刺激を加えることにより，p38の活性が上がる
ことが明らかとなった・

考察

  歯根膜は歯と骨を結びっけることに加え，咬合時に加わる圧カを緩衝するこ

となど特異的な機能を果たしており，歯根膜を構成する線維芽細胞とコラーゲ

ン線維はこの機能を維持するために機能的に配列し，常にコラーゲンの新生・

吸収を行っている．今回の検索により，歯根膜線維芽細胞は歯肉線維芽細胞と

は異なり，伸展刺激によりI型コラーゲンの産生が亢進することが明らかになっ

た．歯根膜線維芽細胞は他の部位の線維芽細胞と比較して咬合カという恒常的

な刺激を受ける環境にあり，歯根膜の主要な基質であるI型コラーゲンの合成

が歯根膜線維芽細胞の受けた機械的刺激により制御されている可能性を強く示

唆するものであった．

  インテグリンは細胞外基質と結合し，細胞内ドメインを介して情報を細胞内

へ伝達し，細胞の移動，増殖，分化などの調節に関わっていると考えられてい

る．FAKはインテグリンとタンパク複合体を形成し，リン酸化されることで活性



化し，細胞内へ情報を伝達することが知られている．本実験の結果は，機械的

刺激により活性化されたインテグリンが細胞内のFAKをりン酸化することで活

性化したことを示している．

  平滑筋細胞や腸上皮では、機械的刺激によってインテグリン―FAKを介しMAPK

が活性化することが知られている．MAPKはインテグリンを介して活性化される

情報伝達系のーっとして考えられているが，歯根膜細胞での検索は少ない．今

回、MAPKのーっであるp38について機械的刺激との関連を検索した．p38は浸透

圧や熱といった様カな物理化学的ストレス，または炎症性サイトカインによっ

て活性化されることが知られているが，近年このような炎症反応やストレスへ

の関与以外にも細胞にとって重要な機能を有していることが明らかになってき

た．I型コラーゲンの転写活性化メカニズムの詳細は未だ不明な点が多いが，Spl

はI型コラーゲンのプロモーター領域に結合しコラーゲン合成を促進させるこ

とが知られている．歯肉線維芽細胞においてactin binding proteinのーっであ

るfilamin一Aの発現量が増加する際に，p38とSplの相互作用によりfilamin一A
の転写活性化が生じることが報告されている・

  今回の検索結果により，機械的刺激によって歯根膜線芽細胞は歯肉線維芽細

胞よりもI型コラーゲンの産生を増加させた．さらに歯根膜線維芽細胞内では

機械的刺激によるFAKおよびp38の活性化が明らかとなった．これは機械的刺激
がインテグリン－FAKを介した経路により，p38を活性化させ，I型コラーゲンの

転写因子に作用し，その結果I型コラーゲンの合成が増加することを示唆する

ものであった．
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  審査は，まず論文提出者に対して参考論文を含めた提出論文の内容の要旨を説明させ，

論文の内容にっいて審査委員の口頭試問を行った，以下に提出論文の要旨と審査の内容を

述べる．

  論文提出者は，ヒト歯根膜線維芽細胞およびヒト歯肉線維芽細胞において，人工的咬合

カの負荷を想定して機械的刺激を加え，I型コラーゲンの産生の変化，さらに歯根膜線維

芽細胞におけるインテグリンを主体とした細胞接着因子の下流にあるFAK，I型コラーゲ

ンの転写因子に関与する可能性があるp38の活性について検索し，歯根膜細胞の機能の発

現におよばす機械的ストレスの影響にっいて検討した．

［材料と方法］

矯正治療のため抜去された健全歯歯根膜より培養したヒト歯根膜線維芽細胞と，株化さ

れたヒト歯肉線維芽細胞(GIN1）をI型コラーゲンでコーティングされたシリコン製の底

からたる6穴ディッシュにlX l06個まき，24時間培養した．その後，伸展刺激を加えず，

さらに24時間培養を継続したものを対照群とし，実験群については細胞伸展装置にて伸展

率5％，毎分30回の頻度で24時間伸展培養を行った，細胞を回収した後，抗ヒトI型コ

ラーグン抗体，抗ヒトFAK抗体，抗ヒトリン酸化FAK抗体，抗ヒトp38抗体，抗ヒトリン

酸化p38抗体を用いたウエスタンブロッティングにより各タンパクを可視化し，イメー

ジ・アナライザーにより発現量の比較を行った．

［結果と考察］

  ヒト歯肉線維芽細胞とヒト歯根膜線維芽細胞のI型コラーゲンの発現をウエスタンブロ
ッティングにより検索した結果，いずれの細胞も155kDaのI型プロコラーゲンを発現して

いた．これらの細胞に伸展刺激を加えると，歯肉線維芽細胞では発現に顕著な差はみられ

なかったが，歯根膜線維芽細胞では1．8倍となり，その発現が有意に増強した．歯根膜線維

芽細胞は咬合カという恒常的な刺激を受ける環境にあり，歯根膜の主要詮基質であるI型
コラーゲンの合成が歯根膜線維芽細胞の受けた機械的刺激により制御されている可能性を

強く示唆するものであった．



  次に伸展刺激によってヒト歯根膜線維芽細胞のFAKが活性化するかどうかをウエスタン

ブロッティングで確認した．ヒト歯根膜線芽細胞に伸展刺激を加えることによって，FAK

の発現量は変化しなかったが，リン酸化FAKは1．8倍の増加が見られ，伸展刺激によりFAK

が活性化することが明らかとなった．FAKはインテグリンとタンパク複合体を形成し，細胞

内へ情報を伝達することが知られており，機械的刺激により活性化されたインテグリンが

細 胞 内 の FAKを り ン 酸 化 す る こ と で 活 性 化 し た こ と を 示 し て い る ，

  同様にして伸展刺激がp38の発現および活性の変化に及ばす影響をウエスタンブロッテ

イングにより検索した，p38の発現は実験群と対照群に顕著な差は見られなかったが，リン

酸化p38は対照群に対し実験群で2．4倍に発現が増加し，ヒト歯根膜線維芽細胞においては

伸展刺激を加えることにより，p38の活性が上がることが明らかとなった．p38は炎症反応

やストレスへの関与以外にも細胞にとって重要な機能を有していることが明らかになって

おり，I型コラーゲンの転写活性因子のーつであるSplと相互作用することが報告されてい

る．

  以上の結果は機械的刺激がインテグリン―FAKを介した経路により，p38を活性化させ，I

型コラーゲンの転写因子に作用し，その結果I型コラーゲンの合成が増加することを示唆

するものであった．

  ［結論］

  伸展刺激により，歯肉線維芽細胞では発現量に変化は認められなかったが，歯根膜線維

芽細胞は有意にI型コラーゲンの発現が亢進し，その際，FAKが活性化するとともに，p38

のりン酸化が認められ，機械的刺激と歯根膜線維芽細胞の機能発現・維持との関連が示唆

された，

  以上の論述に引き続き実験方法，結果，考察，今後の展望および臨床とのっながりにつ

いての質疑応答を行った．

  主な質問事項は以下のとおりである，

1．ヒト歯根膜線維芽細胞の培養．

2.発 生 学 的 由 来 に よ る 歯 肉 線 維 芽 細 胞 と 歯 根 膜 線 維 芽 細 胞 の 相 違 ．

3.I型コラーゲンの合成に関わる経路・

4. FAKからp38ーの伝達経路．

5.歯 肉 線 維 芽 細 胞 に お け る 伸 展 刺 激 時 の FAKお よ び p38の 活 性 化 ．

6.本研究の今後の発展性．

  論文提出者はいずれにも明快な回答と説明をし，本論文の内容に関係のある事項に対し

ても明確な知識を有していた．

  本研究は機械的刺激とI型コラーゲン産生，およびインテグリン―MAPK系の関与を明ら

かにした．これは歯根膜組織維持のメカニズムについて，分子生物学的解明の可能性を示

唆している．さらに今後の展望に関してもしっかりとした研究立案をもっており，将来性

の点においても高く評価されるものであった．よって，学位申請者は博士（歯学）の学位

授与にふさわしいものと認めた．


