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Summary

　　This　study　was　done　to　clarify　the　spatial　distributioll　of　dendritic　cells，　macrophages，　os－

teoclasts　and　monocyte－1inenage　cells　in　the　periodontal　ligament　of　the　rat　maxillary　mo－

lardue　to　incident　tooth　movement．　Tartrate　resistance　acid　phosphatase（TRAP）enzyme

histochemistry　and　immunohistochemistry　with　OX6　and　EDlmonoclonal　antibodies　were

used．　Intense　reactions　fbr　TRAP　were　localized　hl　both　multinucleated　and　mononucleated

cells　in　the　periodontal　ligament　located　on　the　periphery　of　tissues　af£ected　during　physi－

ological　bone　resorption　due　to　the　physiological　migration　of　the　molar　teeth．　Immunohis－

tochemical　staining　with　OX6－monoclonal　antibody，　which　recognizes　antigen－presellting

cells　such　as　delldritic　cells　and　macrophages，　revealed　the　localization　of　imm皿opositive

cells　predominantly　in　the　portions　of　the　periodontal　ligament　that　showed　only　trace　reac－

tions　to　TRAP．

（2003年2月28日受付；2003年4月23日受理）
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　On　the　other　hand，　when　the　rat　maxillary　first　molar　tooth　of　rat　was　moved　mesially　by

Waldo，s　method　for　30r　7　days，　changes　occurred　in　the　distribution　of　dendritic　cells　in　the

periodontal　ligament．　New　dendritic　cells　appeared　in　the　tension　side　of　the　pe亘odontal

ligament　after　3　days　of　experimental　tooth　movement，　suggesting　that　the　pe亘odontal　den－

dritic　cells　of　supported　remodeling　of　the　periodontal　tissues　in　tooth　movement．

は　じ　め　に

　歯の移動時には，歯根膜の圧迫側の歯槽骨は破

骨細胞によって吸収されるとともに牽引側では骨

の添加が起こり歯を支持している．歯槽骨の吸収

現象については多くの報告がみられるが1・x3・‘・5），

歯の移動に関連した骨添加現象についての報告は

少ない6）．さらに，歯の移動現象と関連する免疫

系の動態については歯根膜樹状細胞，マクロ

ファージ系の免疫担当細胞に関して報告がみられ

るものの7・8・9｝，その多くは歯根膜組織の改造現象

に伴った廃物処理のための免疫担当細胞について

論じているに過ぎない．

　我々はラット歯根膜に抗原提示細胞である樹状

細胞が多く存在し，しかも破骨細胞との関連性が

強いことを報告した1旬．さらに，歯根膜知覚神経

線維の増殖との関連11）や，マクロファージ系細胞

が放出するIL－1との関連についての報告12）もみ

られ，歯根膜樹状細胞が従来知られている抗原提

示細胞としての機能以外に，歯根膜組織の増殖に

も関与し，歯根膜の恒常性維持の働きを持つ可能

性が示唆されている．

　そこで，本研究では歯根膜の抗原提示細胞，中

でも骨吸収系細胞と同様に単球から分化する樹状

細胞の動態について，M且C　Class　ll分子を認識

するOX　6モノクローナル抗体を用いた免疫組織

化学法にて樹状細胞を同定し，力学的負荷による

歯の移動と関連付けて検討した．

材料と方法

　実験動物として，ヒトと類似した有根歯を持つ

Wistar系雄性ラット（4～6週齢）の上顎臼歯

を用いた．ラットは対照群と実験群（3日群，7

日群）に分けそれぞれ5匹ずつ用いた．

　実験群ラットにはWaldoの方法13）を用いて上

顎第一，第二臼歯間にエラステイックゴム片

（0．5mm厚）を挟み，第一臼歯を近心へ，また

第二臼歯は遠心へ傾斜移動させた．実験群ラット

は実験開始後3日，7日で，対照群ラットと同時

にネンブタール麻酔下にて灌流固定した．試料

は，4％パラホルムアルデヒドりん酸緩衝溶液

（pH　7．　4）を固定液に用いて，左心室から灌流

後，上顎大臼歯部を歯槽骨と一塊に切り出し，さ

らに24時間の浸漬固定を行った．りん酸緩衝液に

て洗浄後，5％EDTA水溶液（4℃）にて脱灰

した．それぞれの試料は，上顎第一臼歯を歯槽骨

とともに20　ym厚で水平方向の凍結切片とした．

　免疫組織化学法による染色には，以下の各種抗

体を用いて，avidin－biotin　peroxidase　complex

（ABC）法14・15）に従った．0．03％且，O、メタノール

溶液にて内因性ペルオキシターゼをブロック

し，0．002％H20，，0．05％DAB　Tris緩衝液にて

発色させた．

　一次抗体として，MHC　Class　H分子を認識す

るOX　6モノクロナール抗体16）（5000倍希釈，室

温，2時間）と単球由来の細胞膜付着分子を認識

するED　1モノクローナル抗体’4）（500倍希釈，室

温，2時間）をそれぞれ用いた．

　10mM酒石酸耐性酸フォスファターゼ
（TRAP）活性とOX　6免疫組織化学法の二重染

色は，上記の免疫組織化学法によるOX　6モノク

ロナール抗体の免疫組織化学法を三次抗体まで

施した後，TRAPをAzo色素法17）にて検出し

（37℃，30分間），その後OX　6免疫反応をDAB

にて発色させた．

　また，実験群3日目の試料の一部はパラフィン

包埋し，通法に従ってアザン染色標本とした．

結 果

　対照群ラット上顎第一臼歯歯根膜においては，

OX　6陽性細胞とTRAP活性陽性細胞の分布がみ

られ，遠心領域歯根膜にはTRAP活性陽性の多

核大型の細胞が多く認められた（図1）．これら

のTRAP活性陽性細胞は歯槽骨表面に多く見ら

れるものの，骨表面から少し離れた歯根膜線維中

にも比較的小型のTRAP活性陽性の細胞が認め
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られた．一方，TRAP活性の弱い歯根膜領域で

は，黒染色されるOX　6陽性細胞が認められた．

これらのOX　6陽性細胞はTRAP活性の弱い歯根

膜領域で，さらに歯根膜の毛細血管よりも歯根に

　　　　　　　　　　　　　　1♂：一・・

図1　対照群ラット上顎第一臼歯歯根膜のOX　6免

　　疫組織化学法とTRAP酵素組織化学法の二
　　重染色像．

　　　赤く染色されたTRAP活性を示す細胞が遠

　　心側歯根膜（右側）に限局して存在してい

　　　る．強いTRAP活性を示し破骨細胞と考え
　　　られる大型の細胞（矢印）が歯槽骨に近接し

　　　て多く認められる．一方，黒く染色された

　　OX　6免疫陽性細胞（矢頭）は，歯根膜の
　　TRAP反応の弱い領域のtooth－related　zone

　　　に分布していることが認められる．M：近心

　　　方向　D：遠心方向　拡大倍率X90

図2：対照群ラット上顎第一臼歯歯根膜のED　1免

　　疫染色像．

　　　歯根膜全域に黒く染色されたED　1免疫陽性

　　細胞が認められる．遠心側歯根膜にはED　1

　　免疫陽性の大型の細胞（矢印が歯槽骨に近接

　　　して存在している．また，大型の免疫陽性細

　　胞の周囲には，小型，卵円形を呈するEDl
　　免疫陽性細胞が多く認められた．近心歯根膜

　　　に見られたED　1免疫陽性細胞は）（矢頭），

　　比較的小型で歯根膜のtooth－related　zone

　　　に多く認められた．M：近心方向D：遠心
　　　方向　拡大倍率X90

近い領域（tooth－related　zone）に多く分布して

いる様子が認められた．

　対照群ラット歯根膜におけるEDユモノクロー

ナル抗体陽性細胞の分布をみると（図2），ED

1陽性細胞は歯根膜における分布細胞数として

は，ほぼ均一であった．しかし，近心領域の歯根

膜と遠心領域の歯根膜におけるED　1陽性細胞の

分布には異なった要素も認められた．つまり，近

心領域のED　1陽性細胞は歯根のセメント質と骨

表面から少し離れて分布するのに対して，遠心領

域のED　1陽性細胞は歯槽骨表面の吸収窩に大型

のED　1陽性細胞が多くみられる他，歯根のセメ

ント質に非常に近い領域にも分布していた．

　実験群ラットの上顎第一臼歯歯根膜におけるア

ザン染色標本（図3）では歯根は近心方向へ移動

されたため，近心領域歯根膜は圧迫された．ま

た，牽引側においてはtooth－related　zoneに多

く見られる青く染色され歯根膜線維が引き延ばさ

れて歯根膜中央（shear　zone）で途切れていた．

　実験群3日目のOX　6免疫組織化学法とTRAP

活性の二重染色像（図4）では，TRAP強陽性

を示す細胞が多くみられる遠心領域に茶褐色に染

められたOX　6陽性細胞が分布していた．　TRAP

陽性細胞は歯槽骨表面付近（bone－related

zone）に認められるのに対して，　OX　6陽性細胞

は歯根のセメント質寄りの領域（tooth－related

鷲
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繭

図3：Waldo法による実験群3日目のラット上顎
　　　第一臼歯歯根膜のアザン染色像．

　　Waldo法によって歯根が近心方向へ移動さ
　　れたため，近心歯根膜は圧迫され，また遠心

　　歯根膜は牽引されていることがわかる．青く

　　染色された歯根膜線維は，近心圧迫側では密

　　　に集積している一方で，牽引されている遠心

　　歯根膜線維はshear　zone（＊）付近で歯槽

　　骨から離れていた．M：近心方向　D：遠心

　　方向　拡大倍率X90
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図4　実験群3日目のOX　6免疫組織化学法と
　　TRAP酵素組織化学法の二重染色像．

　　茶褐色に染色されたOX　6陽性細胞（矢頭）

　　は牽引側歯根膜のtooth－related　zoneに多

　　　く出現した．また．圧迫側歯根膜にはほとん

　　　ど確認されなかった．M：近心方向　D：遠

　　心方向　拡大倍率X90

図5　実験群7日目のOX　6免疫組織化学法と
　　TRAP酵素組織化学法の二重染色像．

　　近心の圧迫側に赤いTRAP活性を示す小型
　　の細胞（矢印）が認められ，茶褐色のOX　6

　　陽性細胞（矢頭）と近接して認められた．

　　M：近心方向D：遠心方向拡大倍率X90

zone）に多く認められ，歯根膜毛細血管を挟ん

でTRAP活性強陽性細胞と対峙していた．実験

群7日目（図5）になると，近心領域の圧迫され

た歯根膜に赤いTRAP強陽性を示す細胞が認め

られた．また，この領域ではTRAP活性強陽性

細胞とOX　6陽性細胞は混在して認められた．し

かし，遠心領域のTRAP活性強陽性細胞とOX

6陽性細胞の対時関係は実験群3日目と同様に認

められた．

考 察

　強力な抗原提示能力を持つことで知られる樹状

細胞と考えられるOX　6陽性細胞が感染，炎症な

どが無い生理的な環境である歯根膜に多く存在し

ていることについてはこれまでにも報告S・“・「mがあ

る．その存在意義として，免疫担当細胞として歯

根膜の感染に備えた役＄ijt°，の他，マクロファージ

系の細胞が歯根膜でIL－1などの因子を放出する

ことで，歯根膜線維芽細胞の分化発達を促す可能

性を示唆しているs’121．しかし，歯の移動とOX

6陽性細胞の関係は不明な点が多く，未だ説得力

のある報告はみられない．

　今回実験に用いたラット臼歯歯根膜において，

OX　6モノクロナール抗体による免疫組織化学法

とTRAP活性陽性の酵素組織化学法による二重

染色で認められたそれぞれの細胞は，TRAP活

性陽性を示す細胞が破骨細胞もしくはその前駆細

胞と考えられ，またOX　6免疫陽性細胞はStein－

ManiSi 轤ﾌ定義による樹状細胞もしくはマクロ

ファージ系IY）の細胞と推察される．　ED　1陽性細

胞は単球由来の細胞を広く認識するが，OX　6陽

性細胞よりも細胞数が多く，ED　1陽性細胞のう

ち，OX　6免疫陰性かつTRAp活性陰性の細胞が

相当数存在することが推察される．ラット歯根膜

のED　1陽性細胞とTRAP陽性細胞との関連につ

いては，我々が既に報告しており1°J，歯根膜にお

いてはED　1陽性細胞の多くはTRAP陽性の破骨

細胞もしくはその前駆細胞であることは明らかで

ある．しかし，今回の結果では，近心側歯根膜で

ED　1陽性細胞とOX　6陽性細胞には細胞数およ

び分布領域に違いが認められ，ED　1陽性細胞と

OX　6陽性細胞の関係は，今後さらに検討が必要

である．

　対照群として用いたラット上顎臼歯は，ラット

の生涯を通して遠心方向へ移動しているといわれ

る6）．今回のTRAP活性の検出標本においても，

歯根膜の遠心領域の歯槽骨表面には骨吸収系の細

胞と考えられるTRAP強陽性を示す細胞が多く

みられ，歯槽骨表面には吸収窩も多く認められ

た．一方，近心領域の歯根膜にはTRAP強陽性

を示す細胞はほとんど認められないことから，遠

心歯槽骨の活発な吸収による歯根の遠心移動が伺



杉k本歯z｝ζ：　　29ぽi　2003 63

われた．

　今回の実験では歯に力学的な負荷を与え，歯根

を生理的な移動とは反対の方向へ移動させた．ア

ザン染色像からは，Waldo法による歯の移動に

よって，牽引側の歯根膜線維は歯根膜毛細1血管領

域（shear　zone）付近で切断され，　tooth－related

zoneに残存することが認められた．この実験系

におけるOX　6陽性細胞の分布変化は，実験開始

前では非吸収領域歯根膜のtooth－related　zone

に分布するが，Waldo法実験により歯根膜に圧

迫の負荷が加えられると，吸収領域から非吸収領

域（歯根膜線維の牽引）へと変化した歯根膜に出

現した．ここでも，OX　6陽性細胞はtooth－re－

lated　zoneに多く分布し，　bone－related　zoneに

多く残存しているTRAP陽性細胞とは毛細血管

を挟んで向かい合う分布をしていた．しかし，

Waldo法7日［1では圧迫領域に出現したTRAP

強活性細胞とOX　6陽性細胞｛ま近接して分布して

いる場而も認められた．これらのOX　6陽性細胞

が存在する領域は，歯根膜線維が増殖している領

域と推察されることから，OX　6陽性細胞は歯根

膜増殖に関与した働きを担っている可能性が考え

られる．　－h，吸収領域にTRAP陽性細胞と近

接あるいは混在して認められるOX　6陽性細胞

は，免疫担当細胞として圧迫により破壊された歯

根膜組織の処理に当たっていることが推察でき
る．

　OX　6陽性の樹状細胞は骨髄山来といわれL’“，

単球系を介して歯根膜で樹状細胞に分化すると考

えられる．この発達経路は破骨細胞の分化1とよ

く似ており，両細胞は特殊な関係があるかもしれ

ない．歯根膜において，破骨細胞が骨吸収領域に

分布し，樹状細胞が歯根膜および歯槽骨増殖の領

域に特異的に分布することは，歯の移動に伴う歯

根膜改造現象にこれらの細胞がそれぞれ重要な働

きを担っている可能性が示唆された．

ま　と　め（図6）

　対照群歯根膜では歯根の遠心方向への生理的移

動に伴い，遠心歯根膜（吸収領域）TRAP陽性

の破骨細胞が認められ，非吸収領域にはOX　6免

疫陽性の樹状細胞が分布していた．Waldo法に

より第一臼歯の移動方向を変化させた実験群にお

いては、遠心歯根膜（牽引領域）にOX　6陽性樹

状細胞が出現した．また，圧迫領域の歯根膜には

TRAP陽性の破骨細胞とOX　6陽性樹状細胞が共

第一臼歯違心根 第二臼歯近心根

対照群

●
●

　●

●

　　　　　　●

＋le…
　十

　十

図6：Waldo法による歯の移動と歯根膜樹状細胞と破骨細胞の変化を示す．

　　実験群歯根膜ではTRAp活性〔赤丸）を持つ破骨細胞と棲み分け的な分
　　布を示すOX　6陽性樹状細胞（濃紺星印）と破骨細胞と共に混在する樹状

　　細胞（空色星印）の2つのタイプが確認された．また，第一：臼歯近心根遠

　　心側歯根膜には，Waldo法による圧迫に対する炎症反応と考えられるOX

　　　6陽性細胞（空色星Ell｝の出現が見られた．
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に認められた．また，第二臼歯近心根遠心側歯根

膜には，Waldo法による圧迫に対する炎症反応

と考えられるOX　6陽性細胞の出現が見られた．

　　以上のことから，樹状細胞は歯根膜の増殖する

領域に出現して，破骨細胞とは対峙した分布を示

すグループと歯根膜圧迫領域で破骨細胞と混在す

るグループが認められた．これら2つのグループ

の樹状細胞は歯根膜において異なった働きをもつ

可能性が示唆された．
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