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緒言 

 

Cluster of differentiation 40（CD40）は、腫瘍壊死因子受容体ファミリー

に属する膜貫通型タンパク受容体で、B 細胞、マクロファージ、樹状細胞とい

った抗原提示を行う免疫細胞上に発現しており、活性化した免疫細胞上に発現

するリガンドの CD40 Ligand（CD40L）と結合することにより細胞内にシグ

ナルを誘導し、免疫グロブリンの産生、免疫細胞の活性化及び炎症反応など、

免疫システムの多様な場面において重要な役割を果たす。また、CD40 は、免

疫細胞以外に線維芽細胞、血管内皮細胞や上皮細胞にも広く発現していること

が報告されている¹⁻³。 

これまでに、CD40-CD40L の相互作用は様々な組織で認められ、各組織で

異なる機能を担うことが明らかとなっている。例として、気管支ではヘルパー

T 細胞の分極を促進し、T 細胞の動員を抑制することでアレルギー反応を誘導

することが知られている⁴。また、血管では血小板活性化因子の発現を誘導

し、シクロオキシゲナーゼ 2 の活性化を介して血管内皮の増殖因子の発現を誘

導し⁵、炎症や血管新生を促進することが報告されている⁶。 

歯周組織は、セメント質、歯根膜、歯槽骨、歯肉から成り、歯を支える中心

的な役割を担う。中でも、歯と歯槽骨の間に介在する厚さ約 0.15~0.38 mm の

軟組織である歯根膜は、生理的な状態では、咬合力等のメカニカルストレスを

緩衝し、損傷した歯周組織を修復することで、同組織の恒常性維持に寄与する

⁷。一方、歯周炎のような炎症状態では、歯根膜に存在する線維芽細胞が細菌

感染により活性化することで、炎症性サイトカインを産生し、歯周組織の破壊

を誘導することが報告されている⁸。 

歯周組織において、CD40 は歯根膜細胞に恒常的に発現していることが報告

されており⁹、Orima らは、歯周炎病態の炎症局所において歯根膜細胞の

CD40 の発現が著しく上昇することを明らかにしている 10。これら CD40 陽性

歯根膜細胞が、炎症局所に浸潤する CD40L 陽性免疫細胞と相互に作用するこ

とで、歯周炎の炎症増悪を誘導する可能性が考えられるが、その詳細について

は未だ明らかではない。 

一方、Alhashimi らは、ラットの切歯と第一臼歯の間にクローズドコイルを

設置して第一臼歯を近心移動させた際、メカニカルストレスに応答して、歯根
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膜において CD40 分子が著しく発現上昇することを確認した。すなわち、正常

歯周組織において、生理的な範囲でメカニカルストレスが負荷された場合、歯

根膜細胞上の CD40 の発現が上昇するということが明らかになっている 11。し

かしながら、生理的なメカニカルストレスによって歯根膜に存在する細胞に誘

導される CD40 が、歯周組織のリモデリングにどのような影響を及ぼすのかに

ついては、未だ明らかではない。 

そこで本研究は、歯周組織における CD40-CD40L の相互作用がどのような

生物学的機能を担うのかについて、歯周炎のような病態時及び生理的メカニカ

ルストレスが付与された状態の２つの観点から解明することを目的とした。 
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材料および方法 

 

1．細胞培養 

マウス歯根膜細胞（MPDL22）、ヒト歯根膜幹細胞（hPDS）、ヒト歯根膜

線維芽細胞（hPDF）、ヒトセメント芽細胞（HCEM）を実験に供した。 

マウス歯根膜細胞（MPDL22）は、生後 2.5 週齢の BALB/c マウスの臼歯部

の歯周組織から outgrowth 法により単離された歯根膜細胞で、100 ng/ml の

Fibroblast growth factor-2（科研製薬株式会社より恵与。以下、FGF-2 と略

す）と 10 % Fetal Bovine Serum（Thermo Fisher Scientific、Waltham、

MA、USA、以下 FBS と略す）含有のα変法イーグル最小必須培地（和光純薬

工業、大阪、日本、以下α-MEM と略す）で培養することでクローン化させた

もののうち、アルカリフォスファターゼ（以下、ALP と略す）活性の高い細胞

を MPDL22 として実験に供した 12。MPDL22 は、100 ng/ml FGF-2、

10 %  Fetal calf serum（以下 FCS と略す） 及び 60 g/ml カナマイシン含有

-を用いて継代培養を行った。 

ヒト歯根膜幹細胞（hPDS）は、歯列矯正治療中の患者から便宜抜歯された

第一小臼歯から outgrowth 法を用いて増殖した細胞を、限界希釈法により単離

し、10 % FCS 含有α-MEM にて培養した。得られたクローンのうち ALP 活

性の高いものを hPDS として実験に供した 13。 

ヒト歯根膜線維芽細胞（hPDF）およびヒトセメント芽細胞（HCEM）は広島

大学 高田 隆先生（現 名誉教授）より供与を受けた。hPDF は歯列矯正治療中

の患者から便宜抜歯された小臼歯の歯根中央部の歯根膜から酵素法を用いて単

離された細胞のうち、ALP活性の低い細胞をhPDFとして実験に供した。HCEM

は、hPDF と同様の方法で、酵素法にて歯根膜細胞を溶解した後、セメント表面

に一層残存する細胞を単離することで得た 14。 

hPDF、hPDS 及び HCEM の継代培養は 10 % FBS と 60 g/ml カナマイシ

ン（和光純薬工業）を加えたα-MEM を用いて行った。 
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2. 歯周病炎症惹起因子を用いた MPDL22 の刺激 

 12 穴プレート（Corning、Corning、NY、USA）に MPDL22 を 1×10⁵個

/well で播種し、24 時間後、0.1 % FCS 含有α-MEM 存在下で、0.02M リン酸

緩衝生理食塩水（和光純薬工業、以下 PBS と略す）、1 ng/ml Interleukin-1

（Proteintech、Rosemont、IL、USA、以下 IL-1と略す）、g/ml 

Porphyromonas gingivalis 菌（以下、P.g.菌と略す）由来 Lipopolysaccharide

（SIGMA-Aldrich、St. Louis、MO、USA、以下 LPS と略す）にて 24 時間刺

激した。 

 

3．全 RNA の抽出および相補的 DNA の精製 

培養細胞からの全 RNA 抽出には RNA-bee（TEL-TEST、Friendswood、

TX、USA）を用いた。すなわち、細胞を PBS で洗浄した後、600 l の RNA-

bee を加えて可溶化し、1/3 量のクロロホルム（和光純薬工業）を添加後、

12,000 rpm、4 ℃にて 15 分間の遠心分離を行った。分離された水層を抽出

し、同量のイソプロパノール（和光純薬工業）を添加し、再び 12,000 rpm、

4 ℃にて 5 分間遠心した。100 %エタノール 1 ml を添加し 7,500 rpm、4 ℃に

て 5 分間遠心した後、得られた沈殿物をジエチルピロカルボン酸処理水（ニッ

ポンジーン、富山、日本、以下 DEPC と略す）にて全 RNA を溶解した。精製

した全 RNA を鋳型とし、High Capacity RNA-to DNA kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて逆転写反応を行い、相補的 DNA（以下 cDNA と略す）を

作製した。 

 

4.  Real-Time PCR 法による遺伝子発現解析 

Real-Time PCR 法による解析は、cDNA を鋳型として表 1 に示す各遺伝子特

異的なプライマー（タカラバイオまたは Gene Design、大阪、日本）を用いて行

った。PCR 反応は Fast SYBR® Green PCR Master Mix（Applied Biosystems、

City of Foster City、CA、USA）を用いて StepOnePlus Real-time PCR System

（Applied Biosystems）にて行った。 

各遺伝子の発現量は、マウス由来の遺伝子解析には、ハウスキーピング遺伝子

の一つである Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（以下、Gapdh と略

す）を、ヒト由来の遺伝子解析には、同じくハウスキーピング遺伝子の一つであ
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る Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase（HPRT）を内在性コントロール

遺伝子として用い、同遺伝子の発現量に対する相対量として算出した。 

本実験で用いたプライマーの配列を以下に示す。 

表 1. 本研究で使用した Real-Time PCR 用プライマーの一覧 

（F：Forward R：Reverse） 

遺伝子名 プライマーの配列 

ヒト Runt-related transcription  

factor 2 （RUNX2） 

F 

R 

5’-CACTGGCGCTGCAACAAGA-3’ 

5’-CATTCCGGAGCTCAGCAGAATAA-3’ 

ヒト Alkaline Phosphatase（ALP） F 

R 

5’-GGACCATTCCCACGTCTTCAC-3’ 

5’-CCTTGTAGCCAGGCCCATTG-3’ 

ヒト Osteocalcin（OCN） F 

R 

5’-CCCAGGCGCTACCTGTATCAA-3’ 

5’-GGTCAGCCAACTCGTCACAGTC-3’ 

ヒト Type 1 Collagen（COL1A1） F 

R 

5’-CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC-3’ 

5’-TCCACATGCTTTATTCCAGCAATC-3’ 

ヒト Decorin（DCN） F 

R 

5’-TTGGACAACAACAAGCTTACCAGAG-3’ 

5’-AGTACTGGACCGGGTTGCTGA-3’ 

ヒト Periodontal ligament associated 

protein-1（PLAP-1） 

F 

R 

5’-ATGGGAGTCTTGCTAACATACCAC-3’ 

5’-CAGAAGTCATTTACTCCCACTCTTG-3’ 

ヒト Biglycan（BGN） F 

R 

5’-GGGAGCTCCACTTGGACAACA-3’ 

5’-GTTGACACCCACTTTGGTGATG-3’ 

ヒト Periostin（POSTN） F 

R 

5’-CATTGATGGAGTGCCTGTGGA-3’ 

5’-CAATGAATTTGGTGACCTTGGTG-3’ 

ヒト CD40 F 

R 

5’-CTGAGAGCCCTGGTGGTGAT-3’ 

5’-AGCAGTGTTGGAGCCAGGAA-3’ 

ヒト CD40L F 

R 

5’-AAAGCCAGTTTGAAGGCTTTGTG-3’ 

5’-GTTACCAAGTTGTTGCTCATGGTG-3’ 

ヒト HPRT F 

R 

5’-GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA-3’ 

5’-GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC-3’ 

マウス Cd40 F 

R 

5'-TGTGATTTGGCTCTTCTGATCTCG-3' 

5'-CACGTAACACACTGCCCTAGATGG-3' 
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マウス Gapdh F 

R 

5'-CCGGTGCTGAGTATGTCGTG-3' 

5'-CCGGTGCTGAGTATGTCGTG-3' 

 

5．フローサイトメトリー 

細胞を PBS にて洗浄後、セルスクレイパー（IWAKI Science Products、静

岡、日本）を用いてプレートから回収し、12,000 rpm、4 ℃、5 分間遠心後、

1 % BSA 含有 Hanks’ 平衡塩溶液（Thermo Fisher Scientific、以下 FACS 

Buffer と略す）にて洗浄した。その後、細胞に１次抗体を 1 : 100 の濃度で添

加し、4 ℃にて 30 分間反応させた。細胞を FACS Buffer で洗浄後、フローサ

イトメーター（FACS Calibur、日本ベクトンディッキンソン、東京、日本）

を用いて解析した。得られたデータをフローサイトメトリー専用解析ソフトウ

ェア FlowJo®（日本ベクトンディッキンソン）を用いて解析した。フローサイ

トメトリー解析には、PE 標識 抗マウス CD40 抗体（BD Biosciences、San 

Jose、CA、USA）、PE 標識 抗ラット IgG2a 抗体（BioLegend、San 

Diego、CA、USA）、PE 標識 抗ヒト CD40 抗体、PE 標識 抗ヒト CD40L 抗

体（BioLegend）、PE 標識 抗ラット IgG 抗体（BioLegend）、および抗ラ

ット抗 GFP 抗体（BioLegend）を用いた。 

 

6．Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay（以下、ELISA と略す）測定 

12 穴プレート（Corning）に MPDL22 を 1×10⁵個/ well で播種し、 FCS 無

添加のにて 24 時間培養した後、1 µg/ml の soluble CD40L （R&D 

Systems、Minneapolis、MN、USA、以下 sCD40L と略す）で刺激した。8 時

間後及び 72 時間後に、上清中の Tumor Necrosis Factor （以下 TNF-αと略

す）または Interleukin-6（以下、IL-6 と略す）の産生量を mouse TNF-α 

Quantikine ELISA kit（R&D Systems）及び mouse IL-6 Quantikine ELISA 

kit（R&D Systems）を用いて測定した。 

 

7．マウス創傷治癒モデル 

マウス創傷治癒モデルは奥村らの方法を一部改良して行った 15。8～12 週齢

のオスの BALB/c マウス（日本 SLC 社、静岡、日本）を用いて創傷治癒モデル

を作製した。すなわち、マウスに三種混合麻酔薬【塩酸メデトミジン（和研薬株
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式会社、京都、日本）、ミダゾラム（アストラゼネカ株式会社、大阪、日本）、

ブトルファノール（Meiji Seika ファルマ株式会社、東京、日本）】を腹腔内投

与し深麻酔を施した。その後、背部に直径 1.6 cm の円形の傷を全層皮膚切除す

ることで作成した。そして、5 ml の sCD40L を創傷面に均一に塗布し、創傷部

を Bioclusive 創傷被覆材（Johnson and Johnson、New Brunswick、NJ、USA）

にて覆った。対照群には、sCD40L と等量の PBS を塗布した。被覆材は 2〜3 日

ごとに交換し、創傷 7 日目の傷の面積を、透明シートを用いて計測し、WinRoof

ソフトウェア（三谷産業株式会社、福井、日本）を用いて傷の面積を算出した。

創傷面積の割合は、0 日目の傷の面積を基準として算出した。全ての動物実験は、

大阪大学動物管理・使用委員会の承認を得て行われた（#27-019）。 

 

8. 凍結切片の作成 

 マウスから創傷部の皮膚組織を採取し、採取した組織を包埋容器中に注入し

た包埋コンパウンドに浸漬し、ドライアイスにて冷却したヘキサンを用いて急

速凍結させることにより包埋した。凍結後、凍結ブロックを取り出し、クライオ

スタット（CM3050S、Leica Microsystems、Wetzlar、Germany）にて厚さ 8 

m で矢状断に薄切して凍結切片を作製した。 

 

9. ヘマトキシリン／エオジン（以下、HE と略す）染色 

組織学的解析は、HE 染色にて行った。HE 染色は、株式会社モルフォテク

ノロジー（札幌市、日本）に委託した。すなわち、パラフィン切片をヘマトキ

シリンで 5 分染色した後、流水にて水洗し、エオジンに１分反応させてから、

90 %または 100 %エタノールで１分ずつ脱水後、キシレンにて透徹させた。染

色画像は、Nano Zoomer S360 バーチャルスライドスキャナー（浜松ホトニク

ス、静岡、日本）を用いて撮影した。 

 

10．免疫蛍光染色法 

創傷治癒モデルマウスの皮膚創傷部の凍結切片を用いて、免疫蛍光染色を行

った。すなわち、作成した皮膚組織の凍結切片を、100 %エタノールに浸漬

し、PBS にて洗浄後、4 %PFA にて固定をした。その後、1 次抗体（好中球マ

ーカーとして 1 g/ml の FITC 標識 抗ラット Ly6G 抗体 、マクロファージマ
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ーカーとして 1 g/ml 抗ラット F4/80 抗体）を用いて、室温にて 2～3 時間反

応させた。その後、２次抗体（抗ラット Alexa Fluor 555 IgG 抗体）で 1 時間

反応させた。最後に、4',6-diamidino-2-phenylindole（SIGMA-Aldrich、以下

DAPI と略す）を用いて核染色後、ECLIPS Ti fluorescence 顕微鏡（ニコン、

東京、日本）にて染色画像を取得した。得られた画像の 1.2 mm2 内における

各免疫細胞の占める割合を、NIH Image J ソフトウェア (National Institutes 

of Health、Bethesda、MD、USA) を用いて計測した。 

 

11．矯正力負荷によるマウスの第一臼歯近心移動モデル 

12 週齢オスの C57BL6/J マウス（日本クレア株式会社、東京、日本）を用

いて、マウス第一臼歯の近心移動を Hakami らの方法に準じて行った 16。すな

わち、マウスにペントバルビタールナトリウム 1 ml を腹腔内投与し、深麻酔

を施した。マウスの上顎前歯歯槽骨と上顎左側第一臼歯間にニッケルチタン製

のクローズドコイルスプリング（トミー株式会社、福島、日本）を設置し、直

径 0.01 mm のスチールワイヤー（トミー株式会社）にて固定した。10 g の力

を上顎左側第一臼歯に 12 日間加えることで、近心方向に移動させた。 

 

12. パラフィン切片の作成 

マウスを安楽死させた後、PBS および 4 %パラホルムアルデヒド（和光純薬

工業、以下 PFA と略す）を用いて灌流固定を行った後、上顎骨を採取した。

採取した上顎骨は、14 %エチレンジアミン四酢酸（和光純薬工業、以下 EDTA

と略す）を用いて 21 日間脱灰後、パラフィンワックス（和光純薬工業）に埋

没し、パラフィンブロックを作製した。そして、Leica Biosystems RM2245

（Leica Biosystems）を用いて、上顎第一臼歯の歯根尖 1/3 付近で水平断に厚

さ 4 m で薄切してパラフィン切片を作成した。 

 

13. 免疫化学染色法 

歯周組織における CD40L 発現の免疫化学染色は、株式会社モルフォテクノ

ロジーに委託した。すなわち、作製したパラフィン切片をヒストクリア®（コ

スモ・バイオ株式会社、東京、日本）を用いて脱パラフィン処理し、10 倍に希

釈した Dako Target Retrieval Solution（Agilent、Santa Clara、CA、USA）
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に浸漬し、DECLOAKING CHAMBER NxGen（BIOCARE MEDICAL、

Pacheco、CA、USA）を用いて 80 ℃で 3 分間抗原の賦活化処理を施した。30

分の徐冷後、BSA 含有 PBS にて 1 時間室温でブロッキング処理を施した。そ

の後、切片を抗ウサギ CD40L 抗体（1:400）あるいは抗ウサギ IgG Isotype 

Control 抗体（1:400、Cell Signaling Technology、Danvers、MA、USA）を

用いて、4 ℃、オーバーナイトで処理した。その後、2 次抗体（Rabbit-on-

Rodent Horseradish peroxidase-Polymer（BIOCARE MEDICAL））を用い

て室温で 30 分間反応させた後、3,3′-Diaminobenzidine（和光純薬工業、以下

DAB と略す）にて発色させた。ヘマトキシリン（武藤化学株式会社、東京、

日本）にて対比染色を行い、OLYMPUS BX51（OLYMPUS、東京、日本）に

て観察した。 

 

14. Green Fluorescent Protein（以下、GFP と略す）観察による遺伝子導入の

確認 

5×10⁴個の GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM をガラスボトムディッシュ（松

浪硝子工業株式会社、大阪、日本）に播種したのち、2 g/ml の DAPI

（SIGMA-Aldrich）を用いて核を染色し、共焦点顕微鏡（SP8 Lightning 共

焦点顕微鏡、Leica Microsystems）にて GFP の発現を観察した。対照群に

は、遺伝子導入をしていない HCEM を用いた。 

 

15．in vitro 培養細胞伸展法 

培養細胞伸展システム Shellpa® NNMS002（メニコンライフサイエンス、

愛知、日本）を用いて、in vitro で HCEM にメカニカルストレスを付与した。

すなわち、シリコンチャンバー（メニコンライフサイエンス）を希塩酸

（pH3.0, 10⁻³M、和光純薬工業）を用いて 10 倍希釈した Collagen Type I

（新田ゼラチン株式会社、大阪、日本）を用いてコーティングした。その後、

コラーゲンコーティングしたシリコンチャンバーに 1.5×10⁵個/ チャンバーの

HCEM を播種し、37 ℃ 5 % CO₂存在下で 24 時間静置した。その後、

Shellpa®のチャンバーホルダーにシリコンチャンバーを設置し、伸展率

10 %、0.5 Hz の強さで 37 ℃、5 % CO₂存在下で 24～72 時間、細胞に伸展刺

激を付与した。 
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16．遺伝子導入 

遺伝子導入システム Neon®（Thermo Fisher Scientific）を用いて、エレク

トロポレーション法にて細胞に遺伝子導入を行った。すなわち、12 穴プレート

（Corning）に 3×10⁵個/well の HCEM を播種した。その後、GFP 発現ベク

ターもしくは GFP-CD40L 発現ベクター（Sino Biological、北京、中国）を、

1,100 Voltage、20 Width、1 pulse の条件下にて細胞に導入した。また、

hPDF への Orange Fluorescent Protein（以下、OFP と略す）-CD40 発現ベ

クター（Sino Biological）の遺伝子導入も同様の方法を用いて行った。 

 

17．アルカリフォスファターゼ活性測定 

hPDF および HCEM 細胞の硬組織形成細胞への分化過程における ALP 活性

は、Bessay らの方法に準じて行った 17。すなわち、hPDF および HCEM を６

穴プレート（Corning）に 1 well につき 3×10⁵個播種し、石灰化誘導培地にて

培養した。培養上清を除去後、細胞を PBS にて洗浄し、0.01 M【トリス

（SIGMA-Aldrich）- 塩酸（和光純薬工業）】（以後、Tris-HCl と略す）を添

加後、Handy Sonic model UR-20P（株式会社トミー精巧、東京、日本）を用

いて超音波で 15 秒間細胞を粉砕した。その後、細胞破砕液を回収して遠心機

（TOMY MX-307、株式会社トミー精巧）にて 12,000 rpm、4 ℃、5 分間遠心

し、上清を回収し、1 ml あたりに 1 M Tris-HCl を 500 l、5 mM 塩化マグネ

シウム（和光純薬工業）100 ml を添加した後、50 mM パラ-ニトロフェニル-

2-リン酸ナトリウム（和光純薬工業、以下 pNPP と略す）を 100 ml 添加した

のちに 20 分間室温にて反応させた。1N 水酸化ナトリウム水溶液（和光純薬

工業）を 250 ml 加えることで反応を止め、マイクロプレートリーダー

（BioRad Laboratories、Hercules、CA、USA）にて波長 405 nm における吸

光度を測定した。標準曲線の作成にはウシ腸管粘膜由来 ALP（SIGMA-

Aldrich）を用い、室温にて毎分 1 mmol の pNPP を加水分解する ALP 活性を

1 unit とし、総 DNA 量 1 mg 当たりのユニット値で示した。 

 

 

 

 



11 

 

18．アリザリンレッド染色 

細胞の石灰化物形成能は、Dahl らの方法に準じてアリザリン染色法により評

価した 18。6 穴プレート（Corning）に HCEM を 3×10⁵個/ well で播種したの

ち、石灰化誘導培地にて長期培養を行った。培養 14 日目、23 日目、28 日目に

培養上清を除去後、PBS にて洗浄し、100 %冷エタノールにて 5 分間固定し

た。蒸留水で洗浄後、1 % アリザリンレッド染色液（和光純薬工業）で 5 分間

染色した。アリザリン濃染部の石灰化物を、スキャナー（EPSON、長野、日

本）で取り込み、画像解析ソフトウェア WinRoof（三谷産業株式会社）を用

いて解析した。 

 

19. 歯根膜細胞とセメント芽細胞の共培養 

 GFP または GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM を、5 %CO₂存在下、37 ℃で

24 時間培養した。その後、細胞毒性の検討については、歯根膜細胞：セメント

芽細胞の比が 10：1、2：1、1：1 の割合になるように、12 穴プレート

（Corning）に 5×10⁴個の歯根膜細胞と、 5×10³個、2.5×10⁴個、5×10⁴個

のセメント芽細胞を播種し、48 時間共培養した。細胞増殖能については、96

穴プレート（Corning）に、歯根膜細胞：セメント芽細胞の比が 2：1 になるよ

うに、1×10⁴個/ well の歯根膜細胞と、0.5×10⁴個/ well のセメント芽細胞を

播種し、48 時間共培養を行った。また、硬組織形成細胞への分化能および細胞

外マトリックス産生能の検討については、歯根膜細胞：セメント芽細胞の比が

10：1、5：1、2：1、1：1 の割合になるように、12 穴プレート（Corning）に

5×10⁴個の歯根膜細胞と、 5×10³個、1×10⁴個、2.5×10⁴個、5×10⁴個のセ

メント芽細胞を播種し、72 時間共培養した。 

 

20．細胞毒性評価 

ヨウ化プロビジウム（和光純薬工業、以下 PI と略す）陽性細胞の割合をフ

ローサイトメトリー解析することで細胞毒性を検討した。すなわち、細胞をセ

ルスクレイパーにて回収し、PI 染色し、フローサイトメーター（FACS 

Calibur）にて PI 陽性の死細胞の割合を測定した。得られたデータは、FlowJo

（日本ベクトンディッキンソン）を用いて解析した。 

 



12 

 

21. 細胞増殖能 

Bromodeoxyuridine（以下、 BrdU と略す）アッセイキット（SIGMA-

Aldrich）を用いて、増殖細胞の割合をルミノメーターにて解析した。すなわ

ち、歯根膜細胞とセメント芽細胞の共培養 48 時間後に 10 l/ well の BrdU 

solution を添加し、5 % CO₂存在下、37 ℃ にて 2 時間培養後、細胞を 200l/ 

well の Fix Denat を用いて固定した。その後、Peroxidase（以下、POD と略

す）標識 抗 BrdU 抗体を添加し、90 分間室温で反応させた。その後、基質を

添加し、3 分間遮光にて振盪させた後、GLOMAX®（Promega、Madison、

WI、USA）にて発光強度を計測した。 

 

22. 統計学的解析 

in vitro 細胞培養実験のデータは平均値 ± 標準偏差で示し、in vivo 実験デ

ータは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2 群比較はスチューデント

の t 検定を、多群比較は分散分析（ANOVA）用いて行い、p <0.05 を有意差

ありとした。 
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結果 

 

1. 歯根膜細胞における CD40 発現レベルの検討 

まず、フローサイトメーターを用いて MPDL22 における CD40 の発現を検

討した。フローサイトメトリー解析の結果、MPDL22 は CD40 タンパクを発

現していることが明らかとなった（図 1）。このことから、歯根膜細胞は

CD40 を発現していることが確認できた。 

 

図 1 歯根膜細胞における CD40 発現レベルの検討 

 MPDL22 における CD40 タンパクの発現を、 

フローサイトメーターを用いて検討した結果を示

す。  

赤線部：CD40 灰色部：isotype control 

 解析結果は、3 回実験を行い、得られた同様の結

果のうち代表例を示す。 
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2. 歯周病炎症惹起因子に対する歯根膜細胞の CD40 mRNA 発現変化 

歯周炎病態下において、歯周組織に存在する細胞は、炎症性サイトカインや

歯周病原菌由来の内毒素（LPS）に暴露されている⁸。そこで、これら歯周病

炎症惹起因子による刺激が歯根膜細胞上の CD40 の発現に与える影響について

検討を行った。MPDL22 を IL-1（1 ng/ml）、P.g.菌由来 LPS（g/ml）

で刺激し、同細胞における CD40 mRNA 発現変化を Real-Time PCR 法を用

いて検討した。等量の PBS で刺激した細胞群を対照群として用いた。Real-

Time PCR 解析の結果、対照群の PBS 刺激群と比較して、IL-1刺激群および

P.g.菌由来 LPS 刺激群において、CD40 mRNA 発現が有意に上昇することが

明らかとなった（図 2）。 

以上の結果から、歯周組織において、IL-1や LPS などの歯周病炎症惹起因

子の刺激に応答して、歯根膜細胞の CD40 mRNA 発現が誘導されることが明

らかとなった。 

図 2 歯周病炎症惹起因子に対す

る歯根膜細胞の CD40 mRNA 発

現応答  

IL-1（1 ng/ml）または LPS

（g/ml）を用いて MPDL22

を 24 時間刺激した際の CD40 

mRNA の発現変化を Real-Time 

PCR 法にて検討した結果を示す。 

n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊

p <0.01 
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3. CD40L 刺激によるマウス歯根膜細胞からの TNF-および IL-6 の産生 

歯周病病態下では、歯周組織に活性化した免疫細胞が浸潤しており、これら

活性化した免疫細胞は CD40L を発現することが報告されている 10。すなわ

ち、これら CD40L 発現細胞と歯根膜細胞上に発現する CD40 が相互に作用す

ることで、歯周病の炎症反応を誘導している可能性が示唆される。そこで次

に、歯根膜細胞が CD40L 分子に暴露した際に炎症性サイトカインの産生が促

進するのか否かを ELISA 解析により検討した。MPDL22 を sCD40L（1 

µg/ml）で刺激し、培養上清中に含まれる、骨吸収に関連する炎症性サイトカ

インである TNF- および IL-6 の量を ELISA 解析にて測定した。ELISA 解析

の結果、sCD40L 刺激により MPDL22 細胞からの TNF-および IL-6 の産生

が有意に促進することが明らかとなった（図 3）。 

このことから、歯周組織における CD40-CD40L 相互作用は歯周組織の炎症

を誘導することが示唆された。 

 

 

 

 

図 3 CD40L 刺激によるマウス歯根膜細胞からの TNF-および IL-6 の産生 

MPDL22 を sCD40L（1 µg/ml）で 8 時間から 72 時間刺激し、細胞上清中に

含まれる TNF-α（左）と IL-6（右）の産生量を ELISA にて解析した結果を

示す。n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 
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4．マウス創傷治癒モデルを用いた CD40L 刺激による炎症誘導の評価 

in vitro 解析の結果より、歯根膜細胞の CD40 が CD40L と作用すると、歯

周組織において炎症を誘導することが明らかとなった。そこで、次に in vivo

において、CD40-CD40L 相互作用が組織の炎症を誘導するのか否かについて

検討を行った。歯周組織において CD40L 刺激で誘導される炎症を定量化する

のに適した動物モデルがないため、本研究では、歯根膜細胞と同様の線維芽細

胞である、皮膚の線維芽細胞における炎症を評価するマウス創傷治癒モデルを

用いることとした 15。マウスの背部に直径 1.6cm の大きさで傷を作成し、同部

に sCD40L（5 g）を投与した。術後 7 日目に、創傷部の面積の測定、HE 染

色、免疫染色を行い、CD40L で誘導される組織の炎症を評価した。また、対

照群には等量の PBS を創傷部に投与したマウスを用いた（図 4-A）。in vivo

実験の結果、創傷 7 日目において、対照群の PBS 投与群と比較して、CD40L

投与群は傷の面積が有意に広く、治癒遅延を認めることが明らかとなった（図

4-B）。 

以上の結果から、CD40-CD40L 相互作用は、損傷組織の炎症を持続させ、そ

の治癒を遅延させることが示唆された。 
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図 4 マウス創傷治癒モデルを用いた CD40L 刺激炎症誘導の評価 

（A） マウスの創傷治癒モデルを用いた CD40L 刺激炎症誘導の評価方法の概要。 

（B） 創傷部に CD40L（5 g/ml）あるいは PBS（5 g/ml）投与後、7 日目の傷の
状態（左）と、同じく Day 7 の傷の面積を Day 0 の傷の面積に対する割合で
示したグラフ（右）を示す。傷の写真は得られた同様の結果のうち代表例を
示す。CD40L 投与群：n=12±標準誤差、PBS 投与群：n=12±標準誤差、 

＊p <0.05 
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5．メカニカルストレス存在下の歯周組織における CD40L の局在 

炎症状態下において、CD40-CD40L の相互作用は歯周組織の炎症反応を増

悪することが示唆されたが、一方、生理的な状態下の歯周組織は、咬合力に常

に晒されており、このようなメカニカルストレスにより、歯根膜細胞上に

CD40 の発現が誘導されることが報告されている 11。そこで次に、メカニカル

ストレス誘導性の CD40-CD40L 相互作用が歯周組織に誘導された際、同組織

にどのような影響を及ぼすのかについて検討した。Alhashimi らは、歯周組織

に矯正力を加えると、歯根膜細胞の CD40 発現が上昇することを報告してい

る。そこで、まず、in vivo において、歯周組織にメカニカルストレスが負荷さ

れた際に、そのリガンドである CD40L が誘導されるのか、また、その局在に

ついて検討することを目的として、マウスの第一臼歯近心移動モデルを用いて

解析を進めた。12 週齢オスの C57BL6/J マウスの上顎左側第一臼歯に、ニッ

ケルチタン製のクローズドコイルスプリングを用いて 10 g の力を 12 日間付与

し、上顎左側第一臼歯の近心移動を行った（図 5-A）。近心移動開始 12 日目

の、メカニカルストレス付与群の上顎左側第一臼歯の頬側根水平断の HE 染色

像より、歯根膜内で歯根が矯正力の方向である近心側に移動していることが確

認できた（図 5-B）。このことから、上顎左側第一臼歯に正常にメカニカルス

トレスが負荷されていることを確認した。 

次に、実験開始から 12 日目の第一臼歯歯根とその歯周組織における免疫染

色の結果、矯正力のかかる方向である近心側（圧迫側）では、歯根表面に存在

する多核巨細胞において CD40L の発現を認めた（図 5-C 青矢頭）。一方、矯

正力方向と反対側である遠心側（牽引側）では、セメント質表面に存在する細

胞において、抗 CD40L 抗体の濃染を認めた (図 5-C、上段赤枠内の赤矢頭)。

また、歯槽骨表面上に存在する骨芽細胞においても CD40L の発現を認めた

（図 5-C 緑矢頭）。非メカニカルストレス付与の対照群においても、セメント

質表面に存在する細胞に CD40L 陽性の細胞を認めたが、メカニカルストレス

付与群と比較すると、CD40L の発現は低かった (図 5-C、中央段)。Isotype 

control を用いた免疫染色像では、これらの細胞において、DAB 陽性部を認め

なかった（図 5-C、下段）。 
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以上の結果から、メカニカルストレス付与により、圧迫側では多核巨細胞上

に、牽引側ではセメント質表面に存在する細胞上に CD40L が発現することが

示唆された。 
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図 5 メカニカルストレス存在下の歯周組織における CD40L の局在 
 
（A） 矯正力負荷によるマウス第一臼歯近心移動モデルの概要を図示する。上顎左側

第一臼歯と前歯の間にクローズドコイルを設置し、10 g の力で 12 日間上顎左
側第一臼歯を近心移動させた。上顎右側第一臼歯を対照群として用いた。 

（B） メカニカルストレス付与 12 日後のマウス上顎右側第一臼歯（左）と左側第一
臼歯（右）の頬側遠心根水平断の HE 染色像を示す。矢印（赤）：メカニカル
ストレスの方向 スケールバー：100 m 
解析結果は、5 回実験を行い、得られた同様の結果のうち代表例を示す。 

（C） 上顎第一臼歯の口蓋根と歯周組織の水平断の CD40L 免疫染色の結果を示す。
上段：メカニカルストレス（＋） 抗 CD40L 抗体処理、中段：メカニカルスト
レス（―） 抗 CD40L 抗体処理、下段：メカニカルストレス（＋） isotype 
control 
左：弱拡大像（×100）、青枠：近心側の強拡大像（×400）、右：遠心側の強
拡大像（×400）、矢印：メカニカルストレスの方向 
d：象牙質 b：歯槽骨 p：歯根膜 c：セメント質 青矢頭：CD40L 陽性多
核巨細胞 赤矢頭：セメント質表面上の CD40L 陽性細胞 緑矢頭：骨芽細胞 
スケールバー：100 m（弱拡大）、50 m（強拡大）  
解析結果は、5 回実験を行い、得られた同様の結果のうち代表例を示す。 
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6．in vitro 培養細胞伸展法を用いたセメント芽細胞へのメカニカルストレスの

付与 

in vivo において、歯周組織にメカニカルストレスが付与されると、同組織に

CD40L の発現が誘導されたことから、CD40-CD40L 相互作用はメカニカルス

トレスに応答して、歯周組織に何らかの影響を及ぼすことが強く示唆される。

また、歯根膜細胞における CD40 の発現もメカニカルストレスで上昇すること

から、歯根膜細胞の CD40 と CD40L 分子が相互作用することが推察される。

図 5 の結果より、圧迫側では、歯根膜が圧迫され、その細胞成分がほとんど確

認できないことに対し、牽引側では伸展された歯根膜に豊富に歯根膜細胞が存

在すること、及び、in vivo において、メカニカルストレスにより歯根根尖 1/3 

付近に存在する歯根表面上の細胞に CD40L の発現が上昇することから、我々

は次に、これらの細胞とセメント質表面に存在する細胞との間で、CD40-

CD40L の相互作用が誘導される可能性があるとの仮説を立て、この点につい

て検討することにした。歯根の根尖 1/3 付近においては、歯根表面やセメント

質表面にセメント芽細胞の配列を認める 19ことから、メカニカルストレス存在

下で CD40L を発現している細胞はセメント芽細胞であることが示唆される。 

そこでまず、セメント芽細胞がメカニカルストレスに応答して CD40L 分子

を発現するか否かについて、in vitro にて細胞にメカニカルストレスを付与す

ることで検討を行うことにした。 

培養細胞伸展システム Shellpa® を用いて、ヒトセメント芽細胞（HCEM）

に 0.5 Hz、10 %の力でメカニカルストレスを付与した。メカニカルストレス

付与 24 時間後の細胞形態を観察した結果、メカニカルストレスを付与してい

ない対照群とメカニカルストレス付与群では、HCEM がメカニカルストレス

の方向に対して垂直に走行する様子が観察された（図 6-A）。このことから、今

回設定した力で HCEM に対してメカニカルストレスが付与できていることが

確認できた。 

そこで次に、HCEM にメカニカルストレスを付与した際に、CD40L の発現

が誘導されるのか否かを検討するため、先程と同じ条件で、HCEM にメカニ

カルストレスを付与し、経時的な CD40L のタンパク発現レベルをフローサイ

トメーターにて検討した。フローサイトメトリー解析の結果、メカニカルスト

レス付与後、24 時間では対照群とメカニカルストレス付与群において CD40L
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の発現に顕著な差を認めなかったが、48 時間以後においては対照群と比較し

て、メカニカルストレス付与群において CD40L タンパク発現が上昇すること

が明らかとなった（図 6-B）。このことから、セメント質表面に存在し、メカニ

カルストレスに応答して CD40L を発現した細胞はセメント芽細胞であること

が示唆された。 

一方、同じ条件で、歯根膜細胞（後述の hPDF）にメカニカルストレスを付

与した際の CD40 および CD40L のタンパク発現レベルをフローサイトメータ

ーにて解析した。フローサイトメトリー解析の結果、対照群と比較して、メカ

ニカルストレス付与群において、CD40 タンパクの発現レベルの上昇を認めた

（図 6-C 左）。一方、CD40L については対照群と比較して CD40L のタンパク

発現に変化を認めなかった（図 6-C 右）。 

これらの結果から、歯周組織にメカニカルストレスが付与されることによ

り、セメント芽細胞上に発現誘導される CD40L 分子が、メカニカルストレス

応答性の歯根膜細胞の CD40 分子と相互作用することが示唆された。 
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図 6 in vitro 培養細胞伸展法を用いたセメント芽細胞へのメカニカルストレ 
スの付与 

HCEM に、伸展力 10 %、0.5 Hz の力で in vitro で伸展刺激を加えた。 
（A）メカニカルストレス付与後 48 時間の HCEM の細胞形態を示す。 

矢印：伸展方向 左：メカニカルストレス非付与、右：メカニカルスト
レス付与 
３回実験を行い、得られた同様の結果のうち代表例を示す。 

（B）メカニカルストレス付与後の HCEM における経時的な CD40L タンパク
発現レベルをフローサイトメーターにて検討した結果を示す。 
メカニカルストレス付与後 24 時間（左）、48 時間（中央）、72 時間
（右） 
青：メカニカルストレス（－）、赤：メカニカルストレス（＋）、灰：
isotype control 
3 回実験を行い、得られた同様の結果のうち代表例を示す。 

（C）歯根膜細胞に 72 時間メカニカルストレスを負荷した際の、CD40（左）
および CD40L（右）のタンパク発現レベルをフローサイトメーターを
用いて検討した結果を示す。青：メカニカルストレス（－）、赤：メカ
ニカルストレス（＋）、灰：isotype control。３回実験を行い、得られた
同様の結果のうち代表例を示す。 
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7．GFP-CD40L 発現遺伝子導入 HCEM の作製 

in vitro のシステムで長期的にメカニカルストレスを付与すると細胞への負

荷がかかり、細胞がプレートからはがれてしまい、以後の機能解析が困難なた

め、HCEM に CD40L を遺伝子導入することにより、メカニカルストレスを負

荷した状態を模して CD40-CD40L 相互作用の機能解析を行うことにした。 

遺伝子導入システム Neon®を用いて、GFP-CD40L 発現ベクターを HCEM

に遺伝子導入し、遺伝子導入の効率を蛍光免疫染色法およびフローサイトメー

ターを用いて検討した。蛍光免疫染色の結果、対照群である GFP-CD40L 非導

入群の HCEM と比較して、GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM において、GFP

の顕著な発現を認めた（図 7-A）。また、フローサイトメーターにて CD40L お

よび GFP のタンパク発現レベルを検討した。フローサイトメトリー解析の結

果、CD40L のタンパク発現は、対照群と比較して、GFP-CD40L 発現ベクタ

ー導入群において有意に高いことを確認した（図 7-B）。一方、GFP 発現ベク

ター導入の対照群と GFP-CD40L 発現ベクター導入群において、等しい GFP

発現を認めた。 

以上より、GFP-CD40L 発現 HCEM の樹立に成功した。 

 

 

 

 

 

 



25 

 

 
図 7 GFP-CD40L 発現遺伝子導入 HCEM の作製 

遺伝子導入システム Neon®を用いて、HCEM に GFP-CD40L 発現プラスミド
ベクターをエレクトロポレーション法により遺伝子導入した。 

（A） HCEM の GFP 発現を共焦点顕微鏡にて観察した画像（×400）を 

示す。 

左：GFP-CD40L 導入 HCEM 右：遺伝子非導入 HCEM 

青：DAPI、緑：GFP スケールバー：50 m 

（B） GFP-CD40L 発現 HCEM のタンパク発現の蛍光強度（MFI）を、 

フローサイトメーターを用いて検討した結果を示す。対照群には、GFP

発現プラスミドベクターを導入した HCEM を用いた。 

左：CD40L、右：GFP、n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 
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8. 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞毒性に 

及ぼす検討 

歯根膜はヘテロな細胞集団で構成されており、その中には、分化能を持たな

い線維芽細胞に分化した歯根膜線維芽細胞（hPDF）と、骨芽細胞やセメント

芽細胞といった硬組織形成細胞への分化能を有する前駆細胞である歯根膜幹細

胞（hPDS）から成る。そこで次に我々は、歯周組織にメカニカルストレスが

付与された際、これらの異なる形質を示す歯根膜細胞とセメント芽細胞間に作

用する CD40-CD40L 相互作用が歯周組織のリモデリングに寄与するのではな

いかとの仮説を立てて、この点について検証することにした。 

実験に先立ち、hPDF、hPDS 及び HCEM の有する特徴について検討した。

石灰化誘導培地を用いて硬組織形成細胞への分化誘導を行い、ALP 活性と硬組

織形成能の検討を行った。ALP 活性測定の結果、HCEM および hPDS では

Day 0 と比較して経時的な ALP 活性の上昇を認めたが、hPDF は ALP 活性の

上昇を認めなかった（図 8-A）。hPDF、hPDS 及び HCEM に対し、石灰化誘

導培地を用いて硬組織形成細胞へ分化誘導した過程における、石灰化関連遺伝

子の mRNA 発現を Real-Time PCR 法を用いて解析した。その結果、RUNX2

の mRNA 発現は、hPDF と比較して hPDS において有意に高い発現を示し

た。一方、HCEM は有意に低い発現を示した。OCN mRNA 発現について

は、hPDF と比較して、HCEM において有意に高い mRNA 発現を示した。

POSTN の mRNA 発現に関しては、hPDF 及び HCEM と比較して、hPDS に

おいて有意に高い mRNA 発現を認めた（図 8-B）。アリザリン染色の結果、

hPDF は石灰化ノジュールの形成を認めなかったが、hPDS 及び HCEM では

石灰化ノジュールの形成を確認した（図 8-C 左）。さらに、プレートを占める

石灰化物の密度を定量解析した結果、hPDF と比較して、hPDS および HCEM

では有意に高い石灰化物の形成を認めた（図 8-C 右）。 
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図 8 歯根膜線維芽細胞（hPDF）、歯根膜幹細胞（hPDS）及びヒトセメント芽細胞
（HCEM）の硬組織形成細胞への分化能における特徴 

hPDF、hPDS および HCEM を、石灰化誘導培地を用いて硬組織形成細胞へと分化誘
導した。 

（A） hPDF、hPDS および HCEM を硬組織形成細胞に分化誘導した際の ALP 活性
を経時的に測定した結果を示す。n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊p <0.01 

（B） hPDF、hPDS および HCEM の硬組織形成細胞への分化誘導過程における
RUNX2、OCN および POSTN の mRNA 発現について、Real-Time PCR 法を
用いて検討した結果を示す。n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊p <0.01 

（C） hPDF（上段）、hPDS（中段）および HCEM（下段）を硬組織形成細胞へ分
化誘導した際の石灰化ノジュールの形成を、アリザリンレッド染色を用いて検
討した結果を示す。 
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形質の異なるこれらの細胞を用いて、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞

の CD40L の相互作用が細胞毒性に及ぼす影響について検討した。すなわち、

先に樹立した、CD40L 発現 HCEM と歯根膜細胞（hPDF または hPDS）を

10：1、2：1、1：1 の割合で共培養することにより、CD40-CD40L の相互作

用を誘導した。また、対照群として、GFP 発現 HCEM と歯根膜細胞を共培養

した。共培養 48 時間後、PI 染色陽性の死細胞率を、フローサイトメーターを

用いて検討した。フローサイトメトリー解析の結果、hPDF：HCEM を 10：

1、あるいは 2：1 の比率で共培養すると、対照群と比較して、GFP-CD40L 発

現ベクター導入 HCEM と hPDF の共培養群において死細胞の割合が有意に低

いことが明らかとなった（図 9-A）。一方、hPDS と HCEM の共培養では、対

照群と比較して、いずれの比率においても、死細胞の割合に変化を認めなかっ

た（図 9-B）。 

以上の結果より、hPDF と HCEM 上の CD40-CD40L 相互作用は、メカニカ

ルストレスに応答して細胞の生存能を向上させることが明らかとなった。 

 
図 9 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞毒

性に及ぼす影響 
 
GFP もしくは GFP-CD40L 発現 HCEM と、歯根膜細胞を異なる割合で共培養
し、48 時間後にフローサイトメーターを用いてヨウ化プロビジウム（PI）陽
性の死細胞の割合を計測した。 
（A） hPDF と HCEM を共培養した際の PI 陽性細胞の割合を示す。 

青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM   
n= 3±標準偏差 ＊p <0.05  
 

（B） hPDS と HCEM を共培養した際の PI 陽性細胞の割合を示す。青：
GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM   
n= 3±標準偏差、NS=not significant 
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9. 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞増殖に

与える影響 

次に、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞

増殖能に及ぼす影響について検討するために、歯根膜細胞（hPDF または

hPDS）と、GFP-CD40L 発現 HCEM を 2：1 の割合で共培養し、48 時間後に

BrdU アッセイを行った。対照群には、hPDF または hPDS と、GFP 発現

HCEM を共培養した細胞を実験に供した。BrdU アッセイの結果、対照群と比

較して、GFP-CD40L 発現ベクター導入 HCEM と hPDF を共培養すると、有

意に細胞の増殖率が上昇することが明らかとなった（図 10-A）。一方、hPDS

と HCEM を共培養した際の細胞増殖率については、両群で差を認めなかった

（図 10-B）。 

これらの結果より、hPDF と HCEM 上の CD40-CD40L の相互作用は、メカ

ニカルストレスに応答して細胞の増殖能を向上させることが明らかとなった。 

 

図 10  歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞

増殖に与える影響 

歯根膜細胞と、GFP もしくは GFP-CD40L 発現 HCEM を 2 : 1 の割合で 

共培養し、48 時間後に BrdU アッセイにて細胞増殖能を検討した。 

（A） hPDF と HCEM を共培養した際の細胞増殖能を示す。 

青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM  

n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 

（B） hPDS と HCEM を共培養した際の細胞増殖能を示す。 

青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM   

n= 3±標準偏差 NS=not significant 
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10. 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が硬組織形

成細胞への分化能に与える影響 

次に、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が硬組

織形成細胞への分化能に及ぼす影響を明らかにするために、歯根膜細胞と

CD40L 発現 HCEM を 1：1、2：1、5：1、あるいは 10：1 の割合で共培養す

ることにより、CD40-CD40L の相互作用を誘導した。また、対照群として、

GFP 発現 HCEM と歯根膜細胞を共培養した。共培養 72 時間後、石灰化関連

遺伝子 (RUNX2、ALP ) の mRNA 発現を、Real-Time PCR 法を用いて検討

した。 

Real-Time PCR 解析の結果、分化能を持たない hPDF と GFP-CD40L 遺伝

子導入 HCEM を共培養した場合は、いずれの割合で共培養しても、対照群と

比較して、石灰化関連遺伝子である RUNX2、ALP mRNA 発現に変化を認め

なかった（図 11-A）。一方、対照群と比較して、hPDS と GFP-CD40L 遺伝子

導入 HCEM を 2：1、5：1、あるいは 10：1 の割合で共培養した場合に、

RUNX2 および ALP の mRNA 発現が有意に上昇することが明らかとなった。

（図 11-B） 

また、歯根膜細胞の CD40 と sCD40L の相互作用が硬組織形成能に及ぼす影

響についても検討した。hPDS を sCD40L（0 g, 10 g, 100 g, 1000 g）を

3 日おきに添加した石灰化誘導培地を用いて硬組織形成細胞へと分化誘導し、

18 日後、21 日後、24 日後の石灰化関連遺伝子 (RUNX2、ALP ) の mRNA 発

現変化を Real-Time PCR 法を用いて解析した。対照群には sCD40L を添加し

ていない培養群を用いた。Real-Time PCR 解析の結果、培養 21 日後に対照群

と比較して 1000 g の sCD40L 添加群において RUNX2 の mRNA 発現が有意

に低下した。また、ALP mRNA 発現に関しては、対照群と比較して、培養 21

日後の 100 g 及び 1000 g sCD40L 添加群と、培養 24 日後の 1000g 

sCD40L 添加群において ALP mRNA 発現が有意に減少した。（図 11-C） 

このことから、歯根膜細胞の CD40 を sCD40L で刺激した場合には、細胞の石

灰化関連遺伝子の発現が上昇しないことが明らかとなった。 

以上の結果より、hPDS と HCEM 上の CD40-CD40L 相互作用は、メカニカ

ルストレス存在下の歯周組織のリモデリングにおいて、硬組織形成細胞への分

化を促進することが示唆された。 
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図 11 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が硬組織

形成細胞への分化能に与える影響 

歯根膜細胞と、GFP もしくは GFP-CD40L 発現 HCEM を共培養した 72 時間

後の RUNX2、ALP の mRNA 発現を Real-Time PCR 法にて解析した結果を

示す。 

（A） hPDF と HCEM を 1：1、2：1、5：1、あるいは 10：1 の比率で共培

養した際の RUNX2、ALP の mRNA 発現を示す。青：GFP 導入

HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM n= 3±標準偏差 

（B） hPDS と HCEM を 1：1、2：1、5：1、あるいは 10：1 の比率で共培養

した際の RUNX2、ALP の mRNA 発現を示す。青：GFP 導入

HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM   

n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊p <0.01  

（C） hPDS を石灰化誘導培地を用いて硬組織形成細胞へと分化誘導する過程

において、0 g, 10 g, 100 g, あるいは 1000 g の sCD40L で３日お

きに hPDS を刺激した。18 日、21 日、24 日後の hPDS における

RUNX2（上段）、ALP（下段）の mRNA 発現を Real-Time PCR 法に

て解析した結果を示す。n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊p <0.01 
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11.  歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が細胞外マ

トリックス（ECM）産生に与える影響 

歯根膜細胞の硬組織形成細胞への分化過程において、細胞外マトリックス

（ECM）の産生が促進することにより、歯根膜の恒常性維持や再生が誘導され

ることが報告されている 20。そこで次に、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細

胞の CD40L 間の相互作用が ECM 産生能に及ぼす影響について検討した。ま

ず、歯根膜細胞とセメント芽細胞を 10：1 の割合で共培養し、72 時間後の

ECM 関連遺伝子 (COL1A1、DCN、PLAP-1、BGN ) の mRNA 発現変化を

Real-Time PCR 法を用いて解析した。Real-Time PCR 解析の結果、hPDF と

GFP-CD40L 発現 HCEM の共培養においては、対照群と比較して、ECM 関連

遺伝子の mRNA 発現に変化を認めなかった (図 12-A)。一方、hPDS と

HCEM の共培養においては、対照群と比較して、GFP-CD40L 発現 HCEM と

の共培養群において、COL1A1、DCN、PLAP-1 及び BGN mRNA 発現の有意

な上昇を認めた。（図 12-B）。 

以上の結果より、メカニカルストレス存在下の歯周組織において、hPDS と

HCEM の CD40-CD40L の相互作用は、ECM 産生を促進させることが明らか

となった。 
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図 12  歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が

ECM 産生能に与える影響 

歯根膜細胞と、GFP もしくは GFP-CD40L 発現 HCEM を共培養し、72

時間後の COL1A1、DCN、PLAP-1、BGN の mRNA 発現を Real-

Time PCR 法にて解析した結果を示す。 

（A） hPDF と HCEM を 10：1 の割合で共培養した際の ECM 関連遺伝子の

mRNA 発現を示す。 

青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM  

n= 3±標準偏差 NS=not significant 

（B） hPDS と HCEM を 10：1 の比率で共培養した際の ECM 関連遺伝子の

mRNA 発現を示す。 

青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM  

n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 
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12.  hPDS における内在性 CD40 の mRNA の発現レベル 

これまでの結果より、異なる形質を持つ二種の歯根膜細胞がセメント芽細胞

と CD40-CD40L を介して相互に作用することで、異なる機能を誘導すること

が明らかとなった。そこで次に、CD40-CD40L 相互作用が異なる歯根膜細胞

を介して異なる機能を誘導するメカニズムを明らかにするために検討を進める

ことにした。 

まず、異なる機能が hPDF と hPDS の CD40 mRNA の発現レベルの差に起

因する可能性について検討するために、hPDF と hPDS の CD40 mRNA 発現

を Real-Time PCR 法にて解析した。Real-Time PCR 解析の結果、hPDS と比

較して、hPDF は有意に低い CD40 mRNA 発現を示すことが明らかとなった

（図 13）。 

 

図 13  hPDF および hPDS における内在性 CD40 の mRNA 発現レベルの比  

    較 

hPDF および hPDS より全 RNA を抽出し、各細胞における内在性 CD40 

mRNA 発現レベルを Real-Time PCR 法を用いて検討した結果を示す。結果は

hPDF の CD40 mRNA を基準とした hPDS の CD40 mRNA 発現の割合を示

す。 

n= 3±標準偏差 ＊＊p <0.01 
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13.  CD40 遺伝子導入 hPDF の作製 

Real-Time PCR 解析の結果より、CD40 の発現が、hPDS と比較して hPDF

では低いことが明らかとなったので、次に、hPDF において CD40 を強発現さ

せることで、hPDS と同様の機能が発現できるのか否かについて検討を進める

ことにした。この検討に先立ち、CD40 強発現 hPDF を樹立した。すなわち、

遺伝子導入システム Neon®を用いて、OFP-CD40 発現プラスミドベクターを

hPDF に遺伝子導入した。そして、OFP-CD40 発現 hPDF の CD40 のタンパ

ク発現レベルを、フローサイトメーターを用いて検討した。また、対照群に

は、同様の方法で OFP 発現ベクターを hPDF に遺伝子導入した細胞を用い

た。フローサイトメトリー解析の結果、CD40 のタンパク発現は対照群と比較

して OFP-CD40 導入 hPDF において有意に高い発現を示した。一方、OFP の

タンパク発現は対照群と比較して OFP-CD40 導入 hPDF で有意に低い発現を

認めた（図 14）。 

以上より、CD40L 強発現 hPDF の樹立に成功した。 

 

図 14  CD40 遺伝子導入 hPDF の作製 

遺伝子導入システム Neon®を用いて、hPDF に OFP-CD40 発現プラスミドベク

ターをエレクトロポレーション法により遺伝子導入した。対照群には、OFP 発

現プラスミドベクターを遺伝子導入した hPDF を用いた。CD40 または OFP の

タンパク発現レベルを、フローサイトメーターを用いて検討した結果を示す。 

n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 ＊＊p <0.01 
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14. CD40 強発現歯根膜細胞と CD40L 発現セメント芽細胞の相互作用が細胞

の RUNX2  mRNA 発現に及ぼす影響 

 次に、先に樹立した CD40 強発現 hPDF を用いて、CD40 発現レベルの差が

CD40-CD40L 相互作用の誘導する機能にどのような影響を及ぼすのかについ

て検討を行った。すなわち、OFP-CD40 発現 hPDF を、GFP もしくは GFP-

CD40L 発現 HCEM と共培養し、72 時間後、RUNX2 の mRNA 発現変化を

Real-Time PCR 法を用いて検討した。図 12-A と同様に、CD40 高発現の

hPDS と GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM を共培養すると、対照群と比較し

て、RUNX2 mRNA の有意に高い発現を認めた（図 15-A）。一方、GFP もし

くは GFP-CD40L 導入 HCEM と OFP-CD40 発現 hPDF の共培養において

は、両群で RUNX2 の mRNA 発現に差を認めないことが明らかとなった（図

15-B）。 

 以上より、CD40 の発現レベルに関係なく、CD40-CD40L 相互作用は、異な

る歯根膜細胞を介して、歯周組織において異なる機能を発揮することが明らか

となった。 

 
図 15 CD40 強発現歯根膜細胞と CD40L 発現セメント芽細胞の相互作用が 

RUNX2 mRNA 発現に及ぼす影響 
歯根膜細胞と、GFP もしくは GFP-CD40L 発現 HCEM を共培養し、72 時間
後の RUNX2 mRNA 発現を Real-Time PCR 法を用いて検討した結果を示す。
（Ａ）hPDS と GFP または GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM を共培養した際 

の RUNX2 mRNA 発現を示す。 
（Ｂ）OFP-CD40 発現 hPDF と GFP または GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM 

を共培養した際の RUNX2 mRNA 発現を示す。 
青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM n= 3±標準偏差  
＊＊p <0.01 NS=not significant 
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15. 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が炎症性サ

イトカイン産生能に与える影響 

図 3 より、sCD40L 刺激は歯根膜細胞における TNF-a および IL-6 の産生を

有意に促進することが明らかとなっている。そこで次に、セメント芽細胞上の

CD40L が歯根膜細胞上の CD40 と相互作用した際に、炎症性サイトカインの

１つである IL-6 mRNA 発現にどのような影響を及ぼすのか検討した。歯根膜

細胞とセメント芽細胞を 2：1 の割合で共培養し、IL-6 mRNA の発現変化を

Real-Time PCR 法を用いて解析した。Real-Time PCR 解析の結果、hPDF と

GFP-CD40L 発現 HCEM の共培養と、対照群である hPDF と GFP 発現

HCEM との共培養との間で、IL-6 mRNA の発現レベルに有意な差を認めなか

った (図 16-A)。一方、対照群と比較して、GFP-CD40L 発現 HCEM と hPDS

の共培養群において、IL-6 mRNA 発現が有意に低下することが明らかとなっ

た（図 16-B）。 

以上の結果より、歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L の相互作

用は、炎症性サイトカインである IL-6 ｍRNA の発現を上昇させないことが明

らかとなった。 

 

図 16 歯根膜細胞の CD40 とセメント芽細胞の CD40L 間の相互作用が炎症性 

サイトカイン産生能に与える影響 

歯根膜細胞と、GFP もしくは GFP-CD40L 発現 HCEM を共培養した際の IL-

6 の mRNA 発現を Real-Time PCR 法にて解析した結果を示す。 

（A）hPDF と HCEM を 2：1 の比率で共培養した際の IL-6 の mRNA 発現を

示す。青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM n= 3±標準偏差 

（B）hPDS と HCEM を 2：1 の比率で共培養した際の IL-6 の mRNA 発現を

示す。青：GFP 導入 HCEM、橙：GFP-CD40L 導入 HCEM  

 n= 3±標準偏差 ＊p <0.05 
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考察 

 

本研究では、歯周組織における CD40-CD40L の相互作用の生物学的機能につ

いて、病態及び生物学的側面の２つの観点から検討を行った。その結果、歯周炎

のような病態下の歯周組織では、CD40-CD40L の相互作用は炎症性サイトカイ

ンの産生を促進することにより、同組織の炎症を増悪させ、歯周炎の慢性化を引

き起こす可能性が示唆された。一方、生理的状態における歯周組織では、CD40-

CD40L 相互作用は、歯根膜を構成する細胞の生存、増殖及び分化を促進するこ

とにより、歯周組織の代謝、特にセメント質の代謝、に寄与することが示唆され

た。 

一般的に、CD40-CD40L 相互作用は、活性化 T 細胞と B 細胞間で惹起される

免疫反応を誘導し、ヒトにおいて CD40 または CD40L 遺伝子が欠損あるいは

変異すると、X 染色体連鎖性の高 IgM 血症が誘発されることが知られている¹。

また、CD40-CD40L 相互作用は、アテローム性動脈硬化症、炎症性腸疾患や関

節炎といった炎症性の疾患を引き起こすことが知られている 21-22。一方、CD40

あるいは CD40L のノックダウンもしくはノックアウトマウスにおいては、炎症

組織における免疫細胞の浸潤が減少することにより、過度の炎症反応が抑制さ

れ、上記に挙げた疾患の発症や進行が抑制されることが報告されている 22-23。 

CD40 は免疫細胞のみならず、内皮細胞や皮膚および滑膜の線維芽細胞にも発

現しており、これらの細胞において CD40 シグナルが活性化すると、炎症誘導

性遺伝子および接着因子の発現が亢進することが報告されている 24-25。これま

でに、歯肉線維芽細胞および歯根膜細胞において、CD40 が恒常的に発現してい

ることが報告されており、歯周炎によって、これら細胞の CD40 発現が著明に

上昇することが報告されている 10。このことは、本研究の CD40-CD40L 相互作

用が、炎症性サイトカインの産生を促進させ、組織の炎症を持続させる（図 3 と

図 4）という結果と一致している。 

歯周組織は、生理的状態において咬合力などのメカニカルストレスに常に晒

されている 26。今回、我々は、メカニカルストレス存在下の CD40-CD40L の相

互作用の機能を解析するにあたり、マウスの第一臼歯近心移動モデルマウスを

用いた（図 6-A）。Alhashimi らは、矯正力等を付与していない正常な咬合状態

においても、CD40 分子が歯根膜細胞に恒常的に発現していることを報告してい
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る。さらに、Alhashimi らは、生理的な範囲で歯に矯正力を付与すると CD40 の

発現が著明に上昇することを明らかにしている 11。これらのことから、メカニカ

ルストレス応答性 CD40-CD40L 相互作用の歯周組織における機能を解析する

にあたり、マウス第一臼歯近心移動モデルを使用することは有用であると判断

した。一般的に、歯に矯正力が付与された歯周組織では、圧迫側において、組織

に存在する細胞のアポトーシスや破骨細胞の誘導により、歯槽骨の吸収が起こ

る 26。一方、牽引測においては、細胞の増殖や分化が誘導されることにより、セ

メント質及び歯槽骨の添加が起こる 26。これまでの研究より、矯正力により、

CD40 陽性歯根膜細胞と歯周組織の微小環境を構成する細胞において、CD40-

CD40L 相互作用が誘導されることが示唆されてきたが、その機能の詳細につい

ては不明であった。本研究より、硬組織吸収を行う多核巨細胞やセメント芽細胞

上の CD40L の発現が、矯正力によって誘導されることが明らかとなった（図

5）。また、歯槽骨表面に存在する破骨細胞や骨芽細胞においても、CD40L の発

現を認めた（図 5-C）ことから、圧迫側では、CD40L 陽性の破骨細胞あるいは

CD40L 陽性破歯細胞と、CD40 陽性歯根膜細胞間の相互作用より、骨や歯根の

吸収が誘導される可能性が考えられる。一方、牽引測においては、CD40L 陽性

セメント芽細胞あるいは CD40L 陽性骨芽細胞と、CD40 陽性歯根膜細胞の相互

作用より、骨やセメント質の添加が誘導される可能性が示唆される。本研究では、

圧迫側では、12 日間の持続的な圧迫刺激により、組織において歯根膜細胞が消

失していたこと、並びに、骨芽細胞と比較して、セメント芽細胞において高い

CD40L 発現を認めた事を考慮し、牽引測において誘導される歯根膜細胞とセメ

ント芽細胞間の CD40-CD40L を介した相互作用に着目することにした。 

 本研究では、10 g の矯正力をマウスの第一臼歯に加えることで、歯周組織に

メカニカルストレスを付与した。一般的に、マウスの歯に矯正力を付与する際に

は、10～30 g の力が組織損傷を起こさない力とされている 27-28。これらの報告

より、我々が用いた矯正力は、歯周組織に為害性を与えない範囲の力であると判

断される。さらに、本研究では、in vitro にて機能解析を行うために、培養細胞

に伸展力を付与する実験系を用いた。本 in vitro 実験では、10 %、0.5 Hz の伸

展力を負荷した。一般的に、in vitro において、歯根膜細胞に生理学的な範囲内

で加えられるメカニカルストレスは 10 %、0.1~0.5 Hz である 13,29。一方、in 

vitro でセメント芽細胞に伸展刺激を付与した実験はこれまでにほとんど報告が
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なく、Li が 2000 strain のひずみ単位で伸展力を負荷した実験が挙げられるの

みである 30。そこで、本研究においては、セメント芽細胞に類似した骨芽細胞に

おいて用いられている、8 %～12 %の伸展力に倣い、セメント芽細胞の伸展実験

を行った 31-32。本 in vitro 実験を推進するにあたり、細胞を 72 時間以上伸展す

ると、細胞がストレッチチャンバーから剥がれ、以降の機能解析が困難であった。

そこで、本研究では、HCEM に CD40L を遺伝子導入することで、伸展力が負

荷された状態を模して実験を遂行した。本研究で遺伝子導入法により樹立した

GFP-CD40L HCEM は、図 7 より高い CD40L 発現を示すことを確認している

が、そのトランスフェクション効率は 100 %ではない。それ故、これら in vitro

実験に供したセメント芽細胞の CD40L 発現レベルが、in vivo におけるセメン

ト芽細胞の CD40L 発現をどの程度反映しているのかについては十分な考察が

必要である。また、本研究で作製した CD40L 遺伝子導入 HCEM は CD40L を

一過性に発現するため、0～3 日程の短期間しか CD40L を強発現することがで

きない。一方、in vivo では、12 日間という長期的な矯正力で、セメント芽細胞

に誘導された CD40L 分子の発現を観察している。これら in vitro と in vivo に

おける CD40L の発現レベルや発現期間の相違は、本実験系の限界点として考慮

すべき点として挙げられる。 

 歯周組織は、歯肉、歯槽骨、セメント質及び歯根膜の 4 つの組織で構成されて

おり、中でも、歯根膜は、コラーゲンなどの各種 ECM や組織を構成する線維芽

細胞をはじめとする「歯根膜細胞」と総称される様々な細胞成分により構成され

ている 33。Saito らが報告しているように、歯根膜には、RUNX2 陽性の硬組織

形成能を有する細胞が豊富に存在しており、全歯根膜細胞の 60~70 %を占める

34。これらの細胞は歯根膜の微小環境の変化に応じて、骨芽細胞やセメント芽細

胞に分化する能力を持つ。一方、歯根膜には、COL1A1 陽性 RUNX2 陰性の線

維芽細胞様の細胞も存在しており、結合組織様組成として、歯根膜はメカニカル

ストレスを緩衝する役割を担う 34。そこで、本研究では、これらの異なる形質を

示す歯根膜細胞の歯根膜由来初代培養細胞を用いて実験を行った。すなわち、図

1 に示す通り、石灰化誘導にて、ALP 活性の上昇及びアリザリン染色陽性を示

す、石灰化能を有する細胞を歯根膜幹細胞（hPDS）と定義した。一方、石灰化

誘導に対して、ALP 活性の上昇を認めず、アリザリン染色陰性の細胞を歯根膜

線維芽細胞（hPDF）と定義して実験に供した。Saito らは、歯根膜組織の in situ 
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hybridization により、歯根膜細胞、セメント芽細胞及び骨芽細胞のマーカー遺

伝子を検討した。その結果、歯根膜には、RUNX2⁺POSTN⁺の歯根膜細胞が豊富

に存在すること、並びに、セメント芽細胞や骨芽細胞は、POSTN⁻ OCN⁺な細

胞であることを明らかにしている 34。図 8-B の結果より、本研究で用いた歯根

膜細胞（hPDS）は、RUNX2⁺、POSTN⁺、OCN⁻の特徴を示し、HCEM は、

POSTN⁻、OCN⁺の特徴を示した。これらの cell line の特徴は、Saito らの結果

と類似している。 

 これまでの報告より、B 細胞上に発現する CD40 と活性化した T 細胞上に発

現する CD40L が相互作用すると、B 細胞の CD40 を介するシグナル伝達によ

り、B 細胞のアポトーシスが阻害される。また、これと同時に、B 細胞の活性化

及び、増殖が誘導されることが明らかとなっている 2。本研究においても、図 9

と図 10 より、歯根膜細胞とセメント芽細胞間の CD40-CD40L を介した相互作

用は、細胞の生存や増殖を促進させた。これらの作用は、B 細胞と T 細胞間で

認める CD40-CD40L の作用と一致している。さらに、これらの結果は、歯根膜

細胞の総数が増えることにより、伸展力により拡大した歯根膜の領域を補填す

ることを示唆する。このことは、歯根膜の細胞が増殖することで、その総数が増

加する可能性と、同細胞の生存が延長することで、結果としてその総数が増加す

る可能性を示す。本研究では、増殖能の検討に BrdU アッセイを用いた。BrdU

は、細胞周期の S 期を特異的に検出するため、DNA 合成期にある細胞の割合を

同定することが可能となる 35。すなわち、本研究の結果は、CD40-CD40L の相

互作用により、歯根膜またはセメント芽細胞が増殖していることを示す。一方、

細胞生存能の評価には、PI 染色を用いた。PI 染色は、細胞膜が障害されること

で、細胞内に取り込まれ、核内 DNA にキレートされる 36。すなわち、PI 染色

により細胞膜が破壊された死細胞を検出することができる。本研究では、図 9 よ

り、CD40-CD40L 相互作用は、歯根膜細胞またはセメント芽細胞への傷害を減

少させることが明らかとなった。しかしながら、これらの生存細胞の寿命がどの

程度の期間なのかについては今後の検討課題である。今後、生細胞をラベルする

Hoechst334L を用いた生細胞のタイムコース実験を行い、この点について明ら

かにする必要があると考えている。 

 本研究の図 9 から図 12、及び図 15 の結果は、共培養したセメント芽細胞と

歯根膜細胞の集合体における機能を表している。そのため、各図に示した結果が、
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いずれの細胞に由来する機能であるのかは明らかではない。しかしながら、いず

れの結果においても、hPDS と HCEM の共培養と hPDF と HCEM の共培養で

異なる結果が得られていることから、両実験に共通して用いた HCEM 由来の機

能ではなく、hPDS あるいは hPDF に由来する機能ではないかと我々は推察す

る。今後は、GFP で標識された HCEM を GFP によって gating または sorting

することにより、各細胞別の機能を検討する必要があると考えている。 

 本研究の結果より、歯周組織において CD40-CD40L の相互作用が異なる機能

を誘導するメカニズムに CD40 の発現レベルは関与しないことが明らかとなっ

た。図 3 より、sCD40L で CD40 陽性歯根膜細胞を刺激すると、TNF-及び IL-

6 の産生が上昇することが明らかとなった。一方、CD40L 発現 HCEM を hPDS

あるいは hPDF と共培養すると、IL-6 mRNA の発現が抑制されることを明ら

かにしている（図 16）。また、図 15 より、CD40L 発現 HCEM と hPDS を共

培養すると、RUNX2  mRNA の発現上昇を認めたことに対し、CD40L 発現

HCEM を hPDF と共培養しても、対照群と比較して RUNX2 mRNA 発現に

変化は認めなかった。さらに、図 11-C の結果より、hPDS を sCD40L 存在下で

石灰化誘導培地にて硬組織形成細胞へと分化誘導すると、同細胞における

RUNX2 mRNA 発現が sCD40L 濃度依存的に抑制されることを明らかにして

いる。以上のことから、CD40-CD40L 相互作用によって誘導される機能の差は、

CD40 の発現レベルによるものではなく、CD40 と CD40L 発現細胞の組み合わ

せによって細胞内に誘導される CD40 シグナルに起因するのではないかと推察

する。CD40L 刺激により細胞内に誘導される CD40 のシグナル経路には、NF-

経路と MAP キナーゼ経路の二種が存在する。CD40 のシグナルが細胞内に

伝達されると、TRAF 1,2,3,5,6,のアダプター蛋白がリクルートされる 2-3。リク

ルートされる TRAF 蛋白に依存して、炎症反応を促進させる NF-経路のリン

酸化が誘導されるのか、あるいは、細胞の増殖、分化、アポトーシス等を誘導す

る MAP キナーゼ経路のリン酸化が誘導されるのかが決まる 37。現在、我々は、

本研究で用いた CD40-CD40L 発現細胞の組み合わせが、いずれの TRAF をリ

クルートするのか、さらに NF-経路または MAP キナーゼ経路のいずれの経

路を活性化するのかをウエスタンブロット法にて明らかにすることを試みてい

る。 

 今後、歯周組織における CD40-CD40L 相互作用が誘導する機能の全貌、及び
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そのメカニズムを明らかにしていくことにより、CD40-CD40L 相互作用の制御

が可能となり、CD40 あるいは CD40L 分子をターゲットとした、歯周病の炎症

を抑制する歯周病治療薬や、歯周組織の再生誘導を促進する歯周組織再生誘導

剤の開発が期待できる。 
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結論 

本研究結果より以下の結論を得た。 

1. CD40 を発現している歯根膜細胞は、IL-1および LPS 刺激に応じてその

発現が有意に上昇することが明らかとなった。 

2. 歯根膜細胞を sCD40L で刺激すると、同細胞からの TNF-およびLの

産生が有意に上昇することが明らかとなった。 

3. in vivo において、CD40L 刺激は、マウス皮膚組織の炎症を持続させ、傷

の治癒を有意に遅らせることが明らかとなった。 

4. in vivo において、矯正力によりセメント質表面に存在する細胞において

CD40L の発現が誘導された。 

5. in vitro でセメント芽細胞に伸展刺激を与えると、CD40L 発現が上昇す

ることが明らかとなった。 

6. GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM と歯根膜細胞（hPDF もしくは hPDS）

の共培養の結果、hPDF との共培養により誘導される CD40-CD40L 相互

作用は、細胞の生存率及び細胞増殖率を有意に上昇させた。一方、hPDS

との共培養により誘導される CD40-CD40L 相互作用は、細胞の石灰化お

よび ECM 関連遺伝子の mRNA 発現を有意に上昇させた。 

7. CD40強発現hPDSとGFP-CD40L遺伝子導入HCEMを共培養すると、

RUNX2 mRNA の有意な発現上昇を認めた。一方、CD40 強発現 hPDF

と GFP-CD40L 遺伝子導入 HCEM を共培養しても、RUNX2 の mRNA

発現上昇を認めなかった。また、hPDS を sCD40L 存在下で硬組織形成

細胞へと分化誘導を行うと、RUNX2 mRNA の発現が有意に低下するこ

とが明らかとなった。 

以上のことから、歯周病のような炎症状態下においては、歯根膜細胞の CD40

と免疫細胞の CD40L の相互作用が、炎症性サイトカインの産生を誘導し、歯周

病による炎症を増悪させることが示唆された。一方、正常な歯周組織においては、

咬合力のようなメカニカルストレスに応答して、歯根膜細胞の CD40 とセメン

ト芽細胞の CD40L の相互作用が誘導され、細胞の生存、増殖、及び硬組織形成

細胞への分化を促進することにより歯周組織のリモデリングを促進することが

示唆された。また、これら歯周組織の CD40-CD40L 相互作用により誘導される

様々な機能は、CD40 発現レベルに依存するのではなく、CD40-CD40L を発現

している細胞の組み合わせに依存することが示唆された。 
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図 17 歯周組織における CD40-CD40L 相互作用の機能 

（A） 歯周組織炎症時における CD40-CD40L 相互作用の機能 

① 健常時  

② 歯周炎病態時：歯周組織に浸潤した活性化 T 細胞と歯根膜細胞間の

CD40L-CD40 相互作用の誘導により、IL-6 及び TNF-の産生が増

加して、炎症が亢進する。 

（B） メカニカルストレスが負荷された歯周組織における CD40-CD40L 相

互作用の機能 

① ストレス負荷前状態  

② マウス第一臼歯に矯正力を負荷。四角部の拡大図を③～⑥に示す。 

③ ストレス負荷時：HCEM と hPDF 間の CD40L-CD40 相互作用の誘導

により細胞の増殖能及び生存能が向上する 

④ ストレス負荷時：HCEM と hPDS 間の CD40L-CD40 相互作用の誘導

により RUNX2 発現の上昇と ECM 産生が促進する 

⑤ ③の結果、細胞の分化が促進する 

⑥ セメント質、歯槽骨が新生することで歯周組織の恒常性が維持される 
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